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“METODO PARA PROPAGAR UM ORGANISMO QUE PODE CONVERTER
UM OU MAIS MONOSSACARIDEOS EM UM PRODUTO BIOQUIMICO”

REFERENCIA CRUZADA AOS APPLICATIONS RELACIONADOS

[001]Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente Nao Provisério
U.S. N2 13/798.617, depositado em 13 de Marco de 2013 e intitulado “PROPAGAR
UM ORGANISMO E METODOS E COMPOSICOES RELACIONADOS” pedido este
que é incorporado aqui por referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

[002]A presente invengao refere-se a propagar um ou mais organismos que
podem converter um ou mais monossacarideos em um alcool, tal como etanol, por
intermédio de fermentacéo.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[003]Organismos que podem converter um ou mais monossacarideos em um
ou mais produtos bioquimicos tais como biocombustiveis sdo bem conhecidos. Por
exemplo, tanto levedura geneticamente modificada (referida como GM) quanto leve-
dura ndo geneticamente modificada (referida como n&do-GM) s&o organismos bem co-
nhecidos que podem converter agucares em alcoois tais como etanol e butanol por
intermédio de fermentacéo.

[004]Frequentemente, tais organismos sao propagados pelo fabricante de
modo a produzir uma massa celular desejada por um usuario, por exemplo, um fabri-
cante de etanol. Entretanto, muitos organismos séo relativamente bastante caros
quando comparados a outros. Por exemplo, muitas leveduras GM podem ser relativa-
mente muito mais caras do que leveduras ndo-GM. Assim, em algumas situagoes,
pode ser economicamente desejavel para um fabricante de etanol adquirir tdo pouco
de uma levedura GM quanto possivel e depois reproduzir a levedura para fornecer
uma quantidade suficiente para fermentacao.

[005]Entretanto, propagar a levedura pode ser desafiante. Por exemplo,
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alguns organismos tais como Saccharomyces cerevisiae podem ser suscetiveis ao
“efeito Crabtree” bem conhecido quando cultivados em glicose, mesmo sob condi¢des
altamente aeradas, se a concentragéo de glicose no meio for muito alta (por exemplo,
excede 5 gramas por Litro). Se o nivel de glicose se torna muito alto, a levedura pode
comecar a fabricar etanol através de uma via fermentativa ao invés de produzir mais
levedura através de uma via de respiragéo (isto €, supressao da respiragao por niveis
altos de glicose). Para ajudar a impedir o efeito Crabtree, fabricantes de levedura fre-
quentemente cultivam levedura por intermédio de um processo de alimentacédo des-
continuo ou lento, onde a fonte de carbono (glicose) para produzir biomassa de leve-
dura é introduzida em uma taxa que evita producao de etanol indevida.

[006]Entretanto, sistemas descontinuos podem ser relativamente caros e de-
safiante para fabricantes de etanol para controlar e manejar.

[007]Existe um desejo para desenvolver métodos de propagar organismos tais
como levedura usando protocolos de processo continuo ao invés de protocolos de
processo descontinuo porque processos continuos podem ser relativamente mais
simples de controlar e podem ser mais tolerantes a variagdo em parametros de pro-
cesso (por exemplo, com respeito a niveis variados de uma fonte de carbono e ao
efeito Crabtree). Além disso, existe um desejo para usar componentes alternativos,
mais acessiveis, e/ou mais econémicos usados em um meio de propagagéo (por
exemplo, fonte de carbono, fonte de nutriente, e semelhantes).

SUMARIO DA INVENCAO

[008]A presente invengao refere-se a métodos de propagar um organismo que
usam uma fonte de nutriente incluindo um componente de residuo de destilaria (por
exemplo, residuo de destilaria fino), preferivelmente derivado de um processo de mi-
Iho a etanol. Surpreendentemente, incluir um componente de residuo de destilaria
como parte de (ou todo) uma fonte de nutriente de um meio de propagacgéao pode

fornecer resultados tdo bons quanto, ou melhores, quando comparado a uma fonte de
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nutriente convencional tal como extrato de levedura. Além disso, foi descoberto que
quantidades muito baixas de massa celular inicial podem ser usadas em propagar um
organismo tal como levedura (por exemplo, tdo baixo quanto 1,0 grama de levedura
por litro de meio, tdo baixo quanto 0,02 gramas de levedura por litro de meio, ou ainda
mais baixo).

[009]Também, incluir um componente de residuo de destilaria no componente
de nutriente de um meio de propagagao permite o uso de um subproduto de um pro-
cesso de milho a etanol em um processo de etanol lignoceluldsico. Isto pode ser es-
pecialmente conveniente onde os dois processos sao co-localizados.

[010]Além disso, a presente invengao refere-se a métodos de propagar um
organismo que usam uma fonte de nutriente que inclui um componente de residuo de
destilaria (por exemplo, residuo de destilaria fino) e uma fonte de carbono tendo xilose.
Para organismos que podem usar xilose ao invés ou além de glicose para propagagao,
usar xilose pode evitar o efeito Crabtree observou com o uso de glicose. Por exemplo,
o nivel de xilose pode variar em uma faixa ampla (por exemplo, incluindo um nivel
correspondendo ao nivel de glicose que induziria o efeito Crabtree), no entanto, pro-
pagacéao por intermédio de via respiratdria aerdbica continua sem mudar para uma via
fermentativa anaerdbica para produzir etanol a um grau indevido. Organismos que
podem usar xilose desta maneira incluem algumas leveduras geneticamente modifi-
cadas. Vantajosamente, usar xilose pode impedir que a levedura “contaminante” (tal
como S. cerevisiae do tipo selvagem) compita com o organismo que € alvejado para
propagacao.

[011]Além disso, porque o efeito Crabtree pode ser evitado usando xilose, a
propagacao pode ser realizada usando um processo continuo.

[012]Finalmente, incluir xilose na fonte de carbono pode condicionar vantajo-
samente a levedura ao ambiente esperado na fermentagdo, o que pode ajudar a leve-

dura desempenhar mais eficazmente.
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[013]De acordo com um aspecto da presente invengdo, um méetodo de propa-
gar um organismo que pode converter um ou mais monossacarideos em um produto
bioquimico, o método incluindo:

fornecer uma primeira massa celular do organismo;

fornecer uma fonte de carbono que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de carbono compreende pelo menos
xilose;

fornecer uma fonte de nutriente que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de nutriente compreende um componente
de residuo de destilaria;

combinar pelo menos a fonte de carbono e a fonte de nutriente para formar
um meio para propagar o organismo; e

combinar a primeira massa celular do organismo com a fonte de carbono e a
fonte de nutriente para propagar a primeira massa celular do organismo por um peri-
odo de tempo para formar uma segunda massa celular do organismo.

[014]De acordo com um outro aspecto da presente invencdo, um método de
propagar um organismo que pode converter um ou mais monossacarideos em um
produto bioquimico, o método incluindo:

fornecer uma primeira massa celular do organismo;

fornecer uma fonte de carbono que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de carbono compreende um ou mais
monossacarideos;

fornecer uma fonte de nutriente que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de nutriente compreende um componente
de residuo de destilaria;

combinar pelo menos a fonte de carbono e a fonte de nutriente para formar

um meio para propagar o organismo, em que a primeira massa celular esta presente
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em uma quantidade menor do que 1,0 grama de organismos por litro de meio; e

combinar a primeira massa celular do organismo com a fonte de carbono e a
fonte de nutriente para propagar a primeira massa celular do organismo por um peri-
odo de tempo para formar uma segunda massa celular do organismo.

[015]De acordo com um outro aspecto da presente invengdo, uma composi-
¢ao inclui:

uma primeira massa celular de um organismo que pode converter um ou mais
monossacarideos em um produto bioquimico, em que o organismo esta presente em
uma quantidade de menos do que 1,0 grama de organismos por litro da composigao;

xilose em uma quantidade na faixa de 0,1 a 10 por cento em peso da compo-
sicao; e

um componente de residuo de destilaria em uma quantidade na faixa de 5 a
35 gramas de solidos por litro da composicéo.

[016]Em formas de realizag&o preferidas, o organismo inclui Saccharomyces
cerevisiae geneticamente modificado, especialmente Saccharomyces cerevisiae ge-
neticamente modificado que pode converter xilose e glicose a etanol.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[017]A FIGURA 1 mostra um fluxograma de um sistema de propagacao de
acordo com a presente invengao para propagar um organismo que pode converter um
ou mais monossacarideos em um produto bioquimico.

[018]A FIGURA 2 mostra um fluxograma de um sistema de propagacao de
acordo com a presente invengao para propagar um organismo que pode converter um
ou mais monossacarideos em um produto bioquimico no contexto de um sistema de
etanol lignoceluldsico que é co-localizado com um com sistema de grao a etanol.

[019]As FIGURAS 3A e 3B mostram uma tabela e grafico, respectivamente,
do etanol produzido por uma cepa geneticamente modificada de S. cerevisiae em

meios contendo varios niveis de xilose suplementada com extrato de levedura,
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peptona ou com residuo de destilaria fino como uma fonte de nutriente.

[020]As FIGURAS 4A e 4B mostram uma tabela e grafico, respectivamente,
do etanol produzido depois da fermentacdo por uma cepa geneticamente modificada
de S. cerevisiae em meios com 11 por cento p/v de xilose suplementada com residuo
de destilaria fino em varios niveis.

[021]A FIGURA 5A mostra um grafico que ilustra o crescimento celular de uma
cepa geneticamente modificada de S. cerevisiae usando xilose pura como a fonte de
carbono e residuo de destilaria fino de uma biorrefinaria de milho-etanol como uma
fonte de nutriente.

[022]A FIGURA 5B mostra um grafico que ilustra o crescimento celular de uma
cepa geneticamente modificada de S. cerevisiae usando solugéo de xilose do pré-
tratamento com acido diluido da biomassa lignocelulésica como a fonte de carbono e
residuo de destilaria fino de uma biorrefinaria de milho-etanol como uma fonte de nu-
triente.

DESCRICAO DETALHADA

[023]A presente invengao refere-se a propagar um organismo que pode con-
verter um ou mais monossacarideos em um produto bioquimico. Propagar um tal or-
ganismo pode ser util em muitos contextos. Por exemplo, a propagagao pode ser
usada para reproduzir uma populagéo inicial (por exemplo, “iniciadora”) do organismo
de modo a gerar uma populagédo grande do organismo que é suficiente para o uso na
fermentagao para fabricar um produto de fermentagcdo. Um fluxograma de processo
exemplar é ilustrado na Figura 1. Como mostrado na Figura 1, uma primeira massa
celular do organismo 100, uma fonte de carbono 105, e uma fonte de nutriente 110
sdo combinadas em um sistema de propagacgao 115 de modo que a primeira massa
celular 100 possa reproduzir e formar uma segunda massa celular 120. A segunda
massa celular 120 depois pode ser usada em um sistema de fermentacao 125 para

converter um ou mais monossacarideos (por exemplo, de uma biomassa
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lignoceluldsica pré-tratada) 130 em um produto de fermentagdo 135 que inclui um
produto bioquimico tal como um biocombustivel (por exemplo, etanol, butanol, e se-
melhantes).

[024]0rganismos que podem converter um ou mais monossacarideos em um
produto bioquimico sdo bem conhecidos e incluem, por exemplo, bactérias e/ou fun-
gos tais como levedura. Os produtos bioquimicos de produto podem variar depen-
dendo das condi¢des que sao fornecidas. Em muitas formas de realizacao, os produ-
tos bioquimicos incluem biocombustiveis tais como etanol, butanol, e semelhantes.
Em formas de realizagéo preferidas, o organismo inclui um ou mais organismos eta-
nologénicos (isto é, “etanologenes”). Como usado aqui, um “etanologene” refere-se a
um microorganismo que pode converter um ou mais monossacarideos (por exemplo,
glicose, xilose, e semelhantes) em pelo menos etanol. O organismo etanologénico
pode ser um organismo procariotico e/ou um organismo eucariotico tal como Escheri-
chia coli, Klebsiella oxitoca, Zymomonas mobilis, Clostridium thermocellum, Saccha-
romyces cerevisiae, e/ou Pichia stipitis. Em formas de realizagéo preferidas, um eta-
nologene inclui a levedura capaz de metabolizar pelo menos xilose a etanol. Um exem-
plo de levedura que pode metabolizar pelo menos xilose a etanol inclui levedura re-
combinante geneticamente modificada. Em formas de realizagéo preferidas, tal leve-
dura geneticamente modificada inclui Saccharomyces cerevisiae recombinante gene-
ticamente modificada. De acordo com uma forma de realizagao, o etanologene é uma
cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae alterada para converter (isto €, fermen-
tar) xilose e glicose a etanol (isto é, uma levedura geneticamente modificada derivada
de um organismo como descrito na Patente U.S. N2 7.622.284).

[025]Como usado aqui, uma “fonte de carbono” refere-se a um ou mais com-
postos que incluem pelo menos um atomo de carbono e podem ser usados por um
organismo tal como um etanologene para crescer e/ou reproduzir para criar uma

massa celular aumentada do etanologene. Fontes de carbono exemplares incluem
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monossacarideos tais como glicose, frutose, galactose, manose, xilose, e semelhan-
tes; dissacarideos tais como lactose, maltose, sacarose, celobiose e semelhantes;
oligossacarideos; polissacarideos tais como celulose, hemiceluloses, amido, xilano e
semelhantes; substratos de carbono unico incluindo apenas um atomo de carbono tal
como metanol; e polidis tais como glicerol, mas nao limitados a estes.

[026]Em uma forma de realizagao preferida, a fonte de carbono inclui pelo
menos xilose. Em algumas formas de realizagao, a fonte de carbono pode incluir subs-
tancialmente toda xilose com pouca a nenhuma glicose. Xilose para o uso na presente
invencdo pode ser obtida de muitas fontes diferentes. Preferivelmente, pelo menos
uma porg¢ao da xilose usada em um método de propagar etanologene de acordo com
a presente invencao inclui solugao de xilose que é obtida do tratamento de uma ma-
téria-prima tal como matéria-prima lignoceluldsica que deve ser fermentada pelo eta-
nologene para fabricar etanol. Tratar a matéria-prima lignocelulésica em uma maneira
que produz uma solugéo de xilose € bem conhecido e é divulgado em, por exemplo,
U.S. Serial Numero 12/717.002 tendo data de depdsito em 3 de Margo de 2010; Pat.
U.S. N2 5.424.417 (Torget et al.), Pat. U.S. N2 6.022.419 (Torget et al.), em que as
totalidades dos ditos documentos sao incorporadas aqui por referéncia para todos os
propositos.

[027]Tratar a matéria-prima lignoceluldsica para fornecer uma xilose para o
usSo em propagar um organismo de acordo com a presente invencéo sera descrito por
referéncia a FIGURA 2. A FIGURA 2 ilustra um fluxograma de uma biorrefinaria que
inclui uma instalagao de produgéo de etanol lignoceluldsico (que produz etanol a partir
de agucares obtidos pré-tratando-se o material lignocelul6sico) co-localizado com uma
instalagédo de producéo de etanol a base de milho (que produz etanol a partir do amido
contido em gréos de milho), Co-localizar as duas instalagées de producéo de etanol
pode permitir que certos sistemas de plantas sejam compartilhados tais como, por

exemplo, sistemas para desidratagcao, armazenamento, desnaturacao e transporte de
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etanol, sistemas de geragao de energia/combustivel-a-energia, sistemas de manejo e
controle de planta, e outros sistemas, fibra de milho (um componente do gréo de mi-
Iho), que pode ser feita disponivel quando o grdo de milho € preparado por moagem
(por exemplo, por fracionamento) na instalagdo de producéo de etanol a base de mi-
Iho, podem ser fornecidos a instalagdo de produgéo de etanol lignocelulésico como
uma matéria-prima. Fontes de combustivel ou energia tais como metano ou lignina da
instalagdo de produgado de etanol lignocelulésico podem ser usadas para fornecer
energia a qualquer uma ou ambas as instala¢des co-localizadas.

[028]De acordo com outras formas de realizacdo alternativas, uma biorrefina-
ria (por exemplo, uma instalagdo de producgao de etanol lignocelul6sico) pode ser co-
localizada com outros tipos de usinas e instalagdes, por exemplo uma usina de ener-
gia elétrica, uma instalagdo de tratamento de residuos, uma serraria, uma usina de
fabricagédo de papel ou uma instalagdo que processa produtos agricolas.

[029]Como mostrado na FIGURA 2, uma matéria-prima lignocelulésica 260 é
pré-tratada no sistema 265 de modo a criar uma solugao de xilose 270 que pode ser
usada em um sistema de propagacao 115 de acordo com a presente invengao.

[030]A matéria-prima exemplar 260 inclui biomassa de todos os tipos tais
como material de fibra de um ou mais de gréos e/ou um ou mais substratos lignocelu-
|6sicos tais como madeiras duras, gramineas, madeira mole, papel e polpa residuais,
residuos municipais, residuos agricolas tais como palhas, espigas de milho, palha de
milho, e misturas destes. A matéria-prima lignocelulésica € bem conhecida e inclui
celulose, hemicelulose e lignina. Em uma forma de realizagdo preferida, a matéria-
prima para produzir xilose inclui material da planta da planta do milho, tais como espi-
gas de milho, cascas e folhas e hastes. Por exemplo, o material da planta pode incluir
(em peso) até 100 por cento de espigas, até 100 por cento de cascas/folhas, aproxi-
madamente 50 por cento de espigas e aproximadamente 50 por cento de cascas/fo-

Ihas, aproximadamente 30 por cento de espigas e aproximadamente 50 por cento de
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cascas/folhas e aproximadamente 20 por cento de hastes, ou quaisquer outras com-
binagdes de espigas, cascas/folhas e hastes da planta do milho. Tipicamente, hastes
de milho incluem a metade superior ou porgao de trés quartos da haste. De acordo
com uma forma de realizagdo alternativa, o material da planta lignocelulésico pode
incluir fibra do gréo de milho (por exemplo, em alguma combinag&o com outro material
da planta). Em formas de realizagdo exemplares, o material da planta lignoceluldsico
da biomassa (da planta do milho) inclui (em peso) celulose em cerca de 30 a 55 por
cento, hemicelulose em cerca de 20 a 50 por cento, e lignina em cerca de 10 a 25 por
cento. Em algumas formas de realizagdo, o material da planta lignocelul6sico da bio-
massa (espigas, cascas/folhas e por¢des da haste da planta do milho) inclui (em peso)
celulose em cerca de 35 a 45 por cento, hemicelulose em cerca de 24 a 42 por cento,
e lignina em cerca de 12 a 20 por cento.

[031]O sistema de pré-tratamento 265 pode incluir um ou mais sub-sistemas
para preparar e pré-tratar a matéria-prima 260. Um sub-sistema de preparacédo de
biomassa pode incluir um aparelho para recepgéao/descarregamento da biomassa, lim-
peza (isto € remogao da matéria estranha), trituracdo (isto € moagem, redugéo ou
densificagdo) e transporte e condugéo para processamento na instalagdo. De acordo
com uma forma de realizagdo exemplar, a biomassa na forma de espigas de milho e
forragem pode ser liberado para a biorrefinaria e armazenado (por exemplo, em far-
dos, pilhas ou caixas, etc.) e manejado para o uso na instalagéo.

[032]De acordo com outras formas de realizacdo exemplares, um sub-sistema
de preparagédo da biorrefinaria pode ser configurado para preparar qualquer um de
uma variedade ampla de tipos de biomassa (isto € material da planta) para tratamento
e processamento em etanol e outros bioprodutos na usina. De acordo com uma forma
de realizagao preferida, a biomassa inclui material da planta da planta do milho que é
preparado e limpo em um sub-sistema de preparagao (ndo mostrado).

[033]Depois da preparacao, a biomassa pode ser pré-tratada de acordo com
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técnicas bem conhecidas para criar agucares C5 e/ou C6. Por exemplo, a biomassa
pode ser misturada com agua em uma pasta fluida para facilitar a quebra (por exem-
plo, por hidrélise) da biomassa nos agucares C5 e/ou C6. Em algumas formas de re-
alizacao, o sistema de pré-tratamento 265 pode incluir adicionar um acido a biomassa
preparada para facilitar a quebra da biomassa para separagdo em um componente
liquido (corrente C5 da qual agucares C5 fermentaveis podem ser recuperados) e um
componente com alto teor de sélidos (corrente C6 da qual agucares C6 fermentaveis
podem ser acessados).

[034]De acordo com uma forma de realizagcido preferida, um acido pode ser
aplicado a biomassa em um vaso de reacao sob condi¢des de operagao determinadas
(isto € concentragdo acida, pH, temperatura, tempo, pressdo, carga de solidos, taxa
de fluxo, fornecimento de agua ou vapor de processo, etc.) e a biomassa pode ser
agitada/misturada no vaso de reagéo para facilitar a quebra da biomassa. De acordo
com formas de realizacdo exemplares, um acido tal como acido sulfurico, acido clori-
drico, acido nitrico, acido fosférico, acido acético, etc. (ou uma formulagdo/mistura de
acidos) pode ser aplicado a biomassa. De acordo com uma forma de realizagéo parti-
cularmente preferida, acido sulfurico € aplicado a biomassa no pré-tratamento.

[035]Em formas de realizagdo exemplares, o componente liquido (corrente
C5) inclui agua; agucares dissolvidos (tais como xilose, arabinose e glicose) que po-
dem ser feitos disponiveis para fermentagdo em etanol e/ou propagacéo de um eta-
nologene; acidos e outros componentes soluveis recuperados da hemicelulose. De
acordo com uma forma de realizagdo exemplar, o componente liquido pode compre-
ender aproximadamente 5 a 7 por cento de solidos (isto é sélidos colocados em sus-
pensdo/residuais tais como hemicelulose, celulose e lignina parcialmente hidrolisa-
das). De acordo com uma forma de realizagdo particularmente preferida, o compo-
nente liquido incluira pelo menos 2 a 4 por cento de xilose (em peso); de acordo com

outras formas de realizagdo, o componente liquido incluira ndo menos do que 1 a 2
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por cento de xilose (em peso). Em algumas formas de realizagao, o pré-tratamento da
biomassa pode produzir um componente liquido que inclui (em peso) xilose em nao
menos do que 1,0 por cento e um componente com alto teor de sélidos que compre-
ende (em peso) celulose (da qual glicose pode ser feita disponivel) em ndo menos do
que 40 por cento.

[036]Pelo menos uma porcao da xilose criada no sistema 265 pode ser trans-
ferida para o sistema de propagacao 115 por intermédio da corrente 270 e usada como
uma fonte de carbono como descrito aqui para propagar um organismo. Como mos-
trado na FIGURA 2, a corrente de xilose 270 do sistema de pré-tratamento 265 pode
ser opcionalmente tratada no sistema 275 de modo a, por exemplo, remover e/ou re-
cuperar subprodutos, tais como solidos, acidos organicos, furfural, e/ou semelhantes.

[037]Em muitas formas de realizag&o, alguma da xilose criada no sistema 265
sera transferida para o sistema de fermentagéo 125, junto com pelo menos uma por-
¢ao dos agucares C6 criados no sistema 265, e convertida em etanol pelos organis-
mos produzidos no sistema 115.

[038]0O produto de fermentacéo do sistema de fermentacédo 125 € depois for-
necido a um sistema de destilagao 280, onde o etanol é recuperado.

[039]Referindo-se a FIGURA 1 novamente, xilose pode ser fornecida como
parte (ou todo) da fonte de carbono 105 em uma quantidade de modo a ajudar a re-
produzir (propagar) uma populagédo desejada de um organismo (por exemplo, etano-
logene) dentro de uma quantidade de tempo desejada. A quantidade de xilose forne-
cida pode depender de fatores tais como o tipo e quantidade de outras fontes de car-
bono presentes, o tipo e quantidade de fonte de nutriente presente, pH, temperatura,
periodo de tempo desejado para propagacéo, e semelhantes. Em algumas formas de
realizacao, a xilose é fornecida em uma quantidade na faixa de 0,1 a 10 por cento em
peso de meio, preferivelmente 0,5 a 5 por cento em peso de meio (0 meio € debatido

abaixo).
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[040]Além de uma fonte de carbono, uma fonte de nutriente também € incluida
para ajudar a propagar organismos tais como etanologenes. Como usado aqui, uma
“fonte de nutriente” refere-se a um ou mais materiais que podem ser usados por um
organismo tal como um etanologene para cultivar e/ou reproduzir para criar uma
massa celular aumentada do etanologene. Fontes convencionais de fontes de nutri-
ente sdo bem conhecidas e incluem, por exemplo, extrato de levedura. Nutrientes
convencionais que podem ser usados para propagac¢ao de organismos tais como le-
vedura podem ser comercialmente obtidos sob o nome comercial GO-FERM da Scott
Laboratories Ltd, Pickering, ON, Canada.

[041]De acordo com a presente invencgao, a fonte de nutriente inclui um com-
ponente de residuo de destilaria. O residuo de destilaria € bem conhecido € € um
subproduto da destilacido de um produto de fermentacédo. Por exemplo, um processo
bem conhecido para fabricar residuo de destilaria € um com processo de gréo a etanol
e sera explicado com respeito a FIGURA 2. Como mostrado na FIGURA 2, o grao tal
como milho, cevada, trigo, e/ou sorgo 200 €& preparado no sistema 205 de modo que
ele possa ser fermentado no sistema 210 em um produto de fermentagdo que inclui
um ou mais produtos bioquimicos tais como etanol. Qualquer um do grao integral pode
ser usado ou apenas uma ou mais porgdes do grédo podem ser usadas. Por exemplo,
o sistema 205 pode moer graos integrais para fermentagao ou fracionar os graos em
uma ou mais porgdes separadas antes da moagem. O residuo de destilaria também
pode ser derivado de matéria-prima lignocelul6sica que foi fermentada e destilada e é
referido aqui como “residuo de destilaria integral celuldsico.” O residuo de destilaria
derivado pelo menos em parte de uma ou mais fontes de gréo tais como graos de
milho é preferido. Depois da moagem, o material de grdo moido pode ser processado
ainda para quebrar polissacarideos e/ou oligossacarideos em um ou mais monossa-
carideos tais como glicose que pode ser fermentada por, por exemplo, levedura. Mé-

todos de quebrar polissacarideos tais como amido em glicose sdo bem conhecidos e
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incluem por exemplo, agua quente, tal como agua quente que inclui um acido adicio-
nado tal como acido sulfurico, e/ou pré-tratamento enzimatico. Depois da fermentacao
210, o produto de fermentacgao € destilado no sistema 215, onde o etanol 220 é remo-
vido da massa fermentada em uma coluna de destilacdo. Depois que o etanol 220 é
removido, o residuo remanescente é removido como residuo de destilaria 230.

[042]0 residuo de destilaria 230 é conhecido como “residuo de destilaria inte-
gral.” O residuo de destilaria integral 230 pode ser opcionalmente processado ainda
por intermédio de um ou mais sistemas 240 para refinar o residuo de destilaria integral
antes de ser liberado ao sistema de propagacao 115. Por exemplo, o residuo de des-
tilaria integral 230 pode ser submetido a um processo de separagao sélido-liquido para
produzir uma corrente sélida de residuo, também conhecida como torta umida, e uma
corrente liquida de residuo, também referida como residuo de destilaria fino. O residuo
de destilaria fino pode ser processado ainda para aumentar a concentracio de solidos
por evaporacao resultando em soluveis de destiladores condensados ou xarope.

[043]Também, o residuo de destilaria fino pode ser refinado ainda removendo-
se pelo menos uma porgao dos solidos colocados em suspensao do residuo de des-
tilaria fino por intermédio de centrifugacao para produzir residuo de destilaria fino “pu-
rificado”. E observado que em muitos processos de etanol proveniente de milho con-
vencionais, o xarope € misturada novamente com a corrente solida separada ou torta
umida e alimentado a um secador de tambor rotativo para remover a umidade rema-
nescente. Os sélidos secos resultantes sao tipicamente referidos como Graos e Solu-
veis de Destiladores Secos ou “DDGS”, e podem ser vendidos como alimentagao para
animais.

[044]Entretanto, de acordo com a presente invencgao, tais residuos de destila-
ria do processo de producdo de grao a etanol, incluindo o residuo de destilaria integral,
residuo de destilaria fino, e/ou xarope podem formar um componente de residuo de

destilaria para ser usado como pelo menos parte da fonte de nutriente para propagar
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organismos tais como levedura. Usar pelo menos um componente de residuo de des-
tilaria fornece uma fonte de nutriente alternativa ou adicional quando comparado a,
por exemplo, extrato de levedura e pode tirar vantagem de processos de grao a etanol
e de etanol lignoceluldsico co-localizados usando-se pelo menos uma porgado de um
subproduto (residuo de destilaria integral) de um processo como uma entrada para o
outro processo. Os Requerentes observaram que usar um componente de residuo de
destilaria pode propagar a levedura tanto como, ou ainda melhor, do que outras fontes
de nutrientes tais como extrato de levedura.

[045]Em algumas formas de realizag&o, a fonte de nutriente inclui um compo-
nente de residuo de destilaria que inclui residuo de destilaria integral, residuo de des-
tilaria fino, xarope derivado de residuo de destilaria fino, e qualquer combinacao des-
tes. Preferivelmente, o componente de residuo de destilaria inclui xarope derivado de
residuo de destilaria fino, residuo de destilaria fino, ou combinagdes destes.

[046]O componente de residuo de destilaria pode ser fornecido em qualquer
quantidade de modo a ajudar a reproduzir (propagar) e gerar uma populagao desejada
de organismo (por exemplo, etanologene) dentro de uma quantidade de tempo dada.
A quantidade de componente de residuo de destilaria fornecida pode depender de
fatores tais como o tipo e quantidade de outras fontes de nutrientes presentes, o tipo
e quantidade de fontes de carbono presentes, pH, temperatura, periodo de tempo de-
sejado para propagacao, e semelhantes. Em algumas formas de realizagao, a fonte
de nutriente inclui residuo de destilaria fino derivado de grao de milho integral em uma
quantidade na faixa de 5 a 35 gramas de solidos por litro do meio (0 meio é debatido
abaixo).

[047]Propagar um organismo que pode converter um ou mais monossacari-
deos em um produto bioquimico de acordo com a presente invencido sera descrito
abaixo por referéncia a um etanologene tal como levedura geneticamente modificada

para fabricar etanol a partir de material derivado de material lignoceluldsico de pré-
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tratamento. Entretanto, como explicado acima, a presente invencéo nao € limitada a
propagar tal levedura.

[048]Como mostrado na FIGURA 1, propagar um etanologene inclui combinar
pelo menos a fonte de carbono 105 e a fonte de nutriente 110 para formar um meio
para facilitar o crescimento de uma quantidade suficiente de etanologene (isto é
massa celular de etanologene) para inoculagao (isto € indculo etanologene a ser for-
necido) a um sistema de fermentagdo 125. A primeira massa celular do organismo
(por exemplo, etanologene) 100 pode ser incluida enquanto o meio esta sendo for-
mado, depois que o meio € formado, ou ambos.

[049]De acordo com uma forma de realizagédo exemplar o meio de crescimento
para o sistema de propagacao 115 inclui agua, uma fonte de nutriente 110 tendo um
componente de residuo de destilaria (por exemplo, residuo de destilaria fino), uma
fonte de carbono 105 incluindo xilose, e, opcionalmente, um ou mais agentes adicio-
nais (ndo mostrados).

[050]Agentes adicionais opcionais para propagar levedura sdo bem conheci-
dos e incluem, por exemplo, agentes fornecidos com um etanologene tais como anti-
bidticos, enzimas suplementares ou acessorias, materiais para ajustar e manter o pH,
nutrientes ou outros componentes fornecendo beneficios nutricionais ou outros ao or-
ganismo. Nutrientes adicionais opcionais incluem, por exemplo, extrato de levedura,
ureia, fosfato de diaménio, sulfato de magnésio, sulfato de zinco ou outros sais, etc.

[051]A razao de fonte de nutriente para fonte de carbono é selecionada para
cultivar uma massa celular desejada de organismo tal como uma massa celular de
tamanho suficiente de levedura para fermentagdo em um processo de etanol lignoce-
lulésico. Fatores em selecionar a razdo de fonte de nutriente para fonte de carbono
incluem o(s) tipo(s) e quantidade(s) de fontes de nutrientes, o(s) tipo(s) e quanti-
dade(s) de fontes de carbono, tipos e quantidades de agente(s) de meio de cresci-

mento adicional(is), os tipos e quantidades iniciais de organismos, o periodo de tempo
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alvejado para crescer o organismo, pH, temperatura, e semelhantes. Considerag¢des
adicionais incluem se é desejado condicionar os organismos durante a propagagao
ao ambiente esperado durante a fermentagdo. Condicionar organismos ao ambiente
de fermentagdo pode vantajosamente ajudar os organismos a operar (por exemplo,
converter agucar a etanol) mais eficazmente.

[052]Em formas de realizacdo exemplares, o residuo de destilaria compre-

ende residuo de destilaria fino e a razao em peso de xilose para solidos de residuo de

destilaria fino esta na faixa de 0,05 a 20, preferivelmente de 0,1 a 10, mais preferivel-
mente de 0,2 a 5, e ainda mais preferivelmente de 0,5 a 2,5.

[053]A propagacédo do organismo pode comecgar quando o organismo esta
presente no meio de crescimento e condigdes desejadas estdo presentes. Condigdes
para considerar quanto a propagac¢ado de um organismo tal como um etanologene in-
cluem, por exemplo, quantidade de ingredientes, pH, periodo de tempo para o cresci-
mento do organismo, velocidade de agitacéo (se agitagéo estiver presente), exposi¢cao
a oxigénio (aeragao), temperatura, e semelhantes.

[054]Em formas de realizag&o preferidas, a primeira massa celular (por exem-
plo, massa celular inicial) do organismo esta presente em uma quantidade menor do
que 10,0 gramas de etanologenes por litro de meio, preferivelmente menos do que 5,0
gramas de etanologenes por litro de meio, e ainda mais preferivelmente menos do que
0,1 grama de etanologenes por litro de meio.

[055]A massa celular pode ser propagada, dependendo das condi¢des, por
um periodo de tempo para produzir uma massa celular desejada. Tipicamente, a
massa celular desejada € um tamanho suficiente para fermentar o agucar em um al-
cool (por exemplo, etanol) dentro de um periodo de tempo economicamente desejavel.
Periodos de tempo exemplares incluem de 12 a 48 horas, ou ainda 16 a 24 horas. Em
formas de realizagdo exemplares, a massa celular desejada (por exemplo, secundaria

ou final) do etanologene esta presente em uma quantidade na faixa de 0,5 a 40
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gramas de etanologenes por litro de meio dentro de um periodo de tempo na faixa de
8 a 48 horas, em que o periodo de tempo comega quando a primeira massa celular
dos etanologenes € combinada com a fonte de carbono e a fonte de nutriente para
propagar a primeira massa celular dos etanologenes. Preferivelmente, a massa celular
desejada (por exemplo, secundaria ou final) do etanologene esta presente em uma
quantidade na faixa de 1 a 20 gramas de etanologenes por litro de meio dentro de um
periodo de tempo na faixa de 12 a 48 horas, em que o periodo de tempo comeca
guando a primeira massa celular dos etanologenes é combinada com a fonte de car-
bono e a fonte de nutriente para propagar a primeira massa celular dos etanologenes.

[056]De acordo com formas de realizagdo onde o organismo inclui levedura,
o sistema de propagacao preferivelmente leva em consideragéo o crescimento sele-
tivo da levedura que pode usar xilose como uma fonte de carbono (isto & levedura que
propagara em um meio que inclui xilose) mesmo se outra levedura estiver presente
(por exemplo, como um contaminante); em um meio que fornece xilose como uma
unica fonte de carbono (isto € um meio que ndo contém quantidades substanciais de
glicose), levedura que é capaz de propagar usando xilose como uma fonte de carbono
propagara e levedura adicional/contaminante que pode n&o ser tdo capaz de propagar
usando xilose como uma fonte de carbono (tais como as formas mais comuns de le-
vedura que tipicamente propagam em um meio contendo glicose) ndo propagara na
mesma taxa (ou de nenhuma maneira).

[057]0 pH do meio de crescimento pode estar em um pH que ajuda a repro-
duzir (propagar) e gerar uma populagédo desejada de organismo (por exemplo, etano-
logene) dentro de uma quantidade de tempo desejada. Em algumas formas de reali-
zacao, o pH esta entre 4 e 8, preferivelmente entre 5 e 7, e ainda mais preferivelmente
entre 5 e 6. Técnicas para ajustar e manter o pH de um meio de crescimento para
propagar organismos tais como um etanologene sdo bem conhecidas e incluem, por

exemplo, adicionar um ou mais materiais acidos e/ou adicionar um ou mais materiais
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alcalinos.

[058]A temperatura do meio de crescimento pode estar em uma temperatura
que ajuda a reproduzir (propagar) e gerar uma populacéo desejada de organismo (por
exemplo, etanologene) dentro de uma quantidade de tempo desejada. Em algumas
formas de realizagao, a temperatura esta em uma temperatura na faixa de 15 °C a 50
°C, preferivelmente de 20 °C a 40 °C, e ainda mais preferivelmente de 25 °C a 40 °C.

[059]A propagacéo de acordo com a presente invengdo de um organismo (por
exemplo, Saccharomyces cerevisiae) pode ser realizada de acordo com um processo
continuo, processo descontinuo, um processo em batelada, ou combinagdes destes.
Preferivelmente, processo continuo como certos beneficios associados com este. Em
algumas formas de realizagéo tais como aquelas que propagam Saccharomyces ce-
revisiae, xilose é fornecida em uma quantidade como a fonte de carbono tal que o
“efeito Crabtree” bem conhecido ndo € uma preocupagao ainda que um processo con-
tinuo possa ser realizado sem produzir uma quantidade indevida de etanol. Isto €, em
algumas formas de realizagdo niveis relativamente altos de xilose, diferente de gli-
cose, ndo fazem com que o processo propagagao mude de uma via respiratéria para
uma via anaerobica de modo a gerar etanol ao invés de reproduzir e aumentar a
massa celular. Um processo continuo pode ser altamente desejavel visto que ele pode
ser relativamente mais facil de manejar e controlar quando comparado a um processo
continuo ou descontinuo.

[060]Em formas de realizacdo preferidas, o meio de crescimento € aerado
e/ou agitado (excitado) para pelo menos uma porgao do processo de propagacao de
modo a ajudar a fornecer niveis de oxigénio suficientes por todo o meio de modo a
promover a respiragao aerdbica e, portanto, reprodu¢do do organismo ao inves de,
por exemplo, produgao de fermentagédo anaerdbica de etanol. Em algumas formas de
realizacdo, se oxigénio suficiente nao for fornecido ao meio de propagagao, o pro-

cesso pode mudar para uma via anaerobica e promover a fermentagcao de modo a
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produzir alcool a um grau indevido. Preferivelmente, a propagacéo € aerada durante
a duracgao inteira da propagacéo. Métodos de aeragao e agitacdo sdo bem conheci-
dos. Velocidades de mistura exemplares incluem de 100 a 750 rpm. Taxas de aeragao
exemplares incluem de 0,5 a 1 unidade volumétrica de ar por unidades volumétricas
de meio por minuto (vvm). Em algumas formas de realizag&o, o vaso de propagagéo
€ cerca de 10 vezes menor do que o vaso de fermentagcao se a aeragao nao for utili-
zada. Em algumas formas de realizag&o, o vaso de propagacao é cerca de 20 a 30
vezes menor do que o vaso de fermentagao se a aeracao for utilizada.

[061]De acordo com formas de realizagao exemplares onde o organismo inclui
levedura, para cultivar (inocular) a levedura no sistema de propagacgao a temperatura
pode ser mantida em uma faixa de cerca de 28 a 32 graus Celsius e o pH esta em
uma faixa de cerca de 5,2 a 5,8 por um tempo de pelo menos 12 horas. Por exemplo,
o indculo de levedura pode ser incubado sob condi¢gdes incluindo uma temperatura de
cerca de 30 graus Celsius e um pH de cerca de 5,5 por cerca de 17 horas.

[062]Um sistema de propagagao de acordo com a presente invengao pode ser
realizado em um ou mais estagios. Por exemplo, onde levedura € o organismo a ser
propagado, o sistema de propagacéo pode incluir pelo menos dois estagios. Em um
primeiro estagio, uma cultura de levedura pode ser cultivada em um inoculo de leve-
dura inicial. No primeiro estagio de propagacao, o inéculo de levedura inicial € intro-
duzido em um vaso e diluido (por exemplo, por 250x). No vaso, o inéculo de levedura
inicial e uma porgao da fonte de carbono (por exemplo, componente liquido incluindo
xilose e/ou outros agucares), uma porgao da fonte de nutriente (por exemplo, residuo
de destilaria fino), e agua podem ser fornecidos junto com agentes opcionais (debati-
dos acima). De acordo com formas de realizagdo exemplares, a temperatura pode ser
mantida em uma faixa de cerca de 26 a 37 graus e o pH em uma faixa de cerca de
3,5 a 6,5 por um tempo de pelo menos 24 horas. Por exemplo, a levedura pode ser

cultivada no primeiro estagio de propagacao sob condi¢des incluindo uma temperatura
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de cerca de 30 graus Celsius e um pH de cerca de 5,5 por cerca de 24 horas.

[063]No segundo estagio de propagacédo, o inoculo de levedura do primeiro
estagio de propagacéo é diluido (por exemplo, por 10x), tipicamente depois de ser
transferido para um outro vaso. No vaso, o indculo de levedura do primeiro estagio de
propagacao e uma porgao da fonte de carbono (isto é componente liquido incluindo
xilose e/ou outros agucares), uma porgéo da fonte de nutriente (por exemplo, residuo
de destilaria fino), e agua podem ser fornecidos junto com agentes opcionais (debati-
dos acima). De acordo com formas de realizagdo exemplares, a temperatura pode ser
mantida em uma faixa de cerca de 26 a 37 graus e o pH em uma faixa de cerca de
3,5 a 6,5 por um tempo de pelo menos 24 horas. Por exemplo, a levedura pode ser
cultivada no segundo estagio de propagacéo sob condigbes compreendendo uma
temperatura de cerca de 30 graus Celsius e um pH de cerca de 5,5 por cerca de 24
horas.

[064]De acordo com uma forma de realizacdo particularmente preferida a
massa celular da levedura crescera por cerca de 200 a 500 vezes no primeiro estagio
e cerca de 20 a 40 vezes no segundo estagio.

[065]Depois da propagacgao, a massa celular de etanologene é fornecida a um
sistema de fermentacgao tal como sistema 125 de modo a fermentar uma biomassa tal
como material lignoceluldsico pré-tratado e produzir etanol.

[066]A presente invencao sera agora ilustrada ainda por referéncia aos Exem-
plos abaixo.

Exemplo 1

[067]Um sistema de crescimento e fermentagao de levedura foi usado neste
exemplo para avaliar o efeito do residuo de destilaria fino como uma fonte de nutriente
ao inveés de extrato de levedura. Este exemplo mediu o etanol produzido por uma cepa
geneticamente modificada de S. cerevisiae em meios contendo varios niveis de xilose

suplementada com extrato de levedura, peptona ou com residuo de destilaria fino
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como fonte de nutriente. O etanologene foi levedura geneticamente modificada (cepa
n2 RN1016 obtida da DSM, Heerlen, Netherlands). O experimento foi conduzido em
frascos Erlenmeyer de 125 mL. Cada frasco continha 50 mL de um meio experimental:
Extrato de levedura estéril, meio de Peptona (YP) ou meio de residuo de destilaria
fino. O residuo de destilaria fino usado foi coletado de uma biorrefinaria de etanol
proveniente de milho de trituragdo a seco por processo BPX™ |ocalizada em Scotland,
SD. Varias quantidades de uma solugao a 50 por cento p/p de xilose foram adiciona-
das ao meio de YP estéril (extrato de levedura e peptona, cada um em concentragéo
final de 10 g/L), para obter as concentragbes de xilose como observado. Adicional-
mente, varias quantidades da solucao de xilose a 50 por cento p/p foram adicionadas
a um conjunto diferente de frascos contendo residuo de destilaria fino para obter as
concentracdes de xilose como observado. Depois que xilose foi adicionada aos rea-
tores, o pH de cada reator foi ajustado para 5,5. Para impedir a contaminagao bacte-
riana, Lactoside247, um produto antimicrobiano comercialmente disponivel da Lalle-
mand Ethanol Technology of Milwaukee, WI, foi adicionado aos reatores para uma
concentracgéo final de 8 ppm. Ureia foi adicionada em 62,5 mg/L (~1,04 mM) aos rea-
tores contendo residuo de destilaria fino. Os meios nos frascos foram inoculados em
0,5 a 0,6 g (levedura seca) da cultura preparada por litro e os frascos foram incubados
a 32 graus Celsius em um agitador de banho de agua, operando em uma taxa aproxi-
mada de 150 rpm. Amostras foram removidas periodicamente e analisadas quanto a
agucares, acidos organicos & composigcéo de etanol usando cromatografia liquida de
alta pressao (HPLC). Os dados do Exemplo 1 sdo mostrados na tabela na Figura 3A
e o grafico mostrado na Figura 3B.

Exemplo 2

[068]No exemplo 2, o nivel ideal de residuo de destilaria fino foi identificado.
Este exemplo mediu o etanol produzido depois da fermentagédo por uma cepa geneti-

camente modificada de S. cerevisiae e xilose residual em meios com 11 por cento p/v
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de xilose suplementada com residuo de destilaria fino em varios niveis. Os valores
sdo médias de fermentagdes em duplicata. O etanologene foi levedura geneticamente
modificada (cepa n2 RN1016 obtida da DSM, Heerlen, Netherlands). Xilose foi mantida
constante em cerca de 11 por cento p/v e o nivel de residuo de destilaria fino foi vari-
ado - 0 por cento, 20 por cento, 40 por cento, 60 por cento e 80 por cento. O pH dos
meios nos frascos foi ajustado para 5,5 depois que xilose foi combinada com agua de
composi¢cdo em frascos Erlenmeyer de 125 mL. O antimicrobiano Lactoside247 e
Ureia foram adicionados aos frascos em 8 ppm e 62,5 mg/L, respectivamente. Os
meios nos frascos foram inoculados em 0,5 - 0,6 g (levedura seca) da cultura prepa-
rada por litro e os frascos foram incubados a 32 graus Celsius em um agitador de
banho de agua em uma taxa de aproximadamente 150 rpm. Amostras foram removi-
das periodicamente e analisadas quanto a agucares, acidos orgénicos & composi¢cao
de etanol usando HPLC. Os dados do Exemplo 2 sdo mostrados na tabela na Figura
4A e no grafico mostrado na Figura 4B.

Exemplo 3

[069]Sistema de propagacéao de levedura foi usado neste exemplo para mos-
tra os meios usados para a propagacao de levedura geneticamente modificada capaz
de metabolizar agucares C5 tais como xilose. O etanologene foi levedura genetica-
mente modificada (cepa n® RN1016 obtida da DSM, Heerlen, Netherlands). A cultura
de levedura foi cultivada em meio de YP (12,5 g/L de extrato de levedura & 10 g/L de
peptona) suplementado com 2 % p/v de glicose e 1 % p/v de xilose a 30° C durante a
noite. Depois de 17 h, a cultura foi transferida para 1500 mL de meios de propagagao
de levedura (Aprox. em 15 g de solidos secos/L de residuo de destilaria fino de bior-
refinaria de etanol proveniente de milho, xilose pura ou solugédo de xilose do pré-tra-
tamento com acido diluido de biomassa lignoceluldsica diluida a 2 % p/v de xilose, e
0,24 g/L de ureia) em um reator Bioflo310 em uma taxa de 0,02 g (levedura seca)/L.

Ureia ndo é necessaria se o pH do meio de propagacao for ajustado com hidroxido de
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amonio. A levedura foi aerobicamente propagada usando o protocolo de propagacgéo
padrao (pH inicial de 5,5; agitacao, 450 rpm; aeragédo, 0,5 vvm; temperatura, 31,1 °C)
por 24 h. Os conteudos do propagador depois séo transferidos para o fermentador.
Os dados do Exemplo 3 sdo mostrados no grafico na Figura 5A para xilose pura como
a fonte de carbono e o grafico mostrado na Figura 5B para solu¢do de xilose a partir
do pré-tratamento com acido diluido de biomassa lignocelulésica como a fonte de car-

bono.
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REIVINDICACOES

1. Método para propagar um organismo que pode converter um ou mais mo-
nossacarideos em um produto bioquimico, CARACTERIZADO pelo fato de que o mé-
todo compreende:

fornecer uma primeira massa celular do organismo;

fornecer uma fonte de carbono que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de carbono compreende xilose;

fornecer uma fonte de nutriente que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de nutriente compreende um componente
de residuo de destilaria e em que o componente de residuo de destilaria compreende
residuo de destilaria fino que € um subproduto de fermentagdo de um material de grao;

combinar pelo menos a fonte de carbono e a fonte de nutriente para formar
um meio para propagar o organismo, em que a razdo em peso de xilose para sélidos
de residuo de destilaria fino esta na faixa de 0,5 a 2,5; e

combinar a primeira massa celular do organismo com a fonte de carbono e a
fonte de nutriente para propagar a primeira massa celular do organismo por um peri-
odo de tempo para formar uma segunda massa celular do organismo.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que o organismo compreende um ou mais etanologenes.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que a primeira massa celular esta presente em uma quantidade menor do que 1,0
grama de etanologenes por litro de meio.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que a primeira massa celular esta presente em uma quantidade menor do que 0,1
grama de etanologenes por litro de meio.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de

gue a segunda massa celular dos etanologenes esta presente em uma quantidade na
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faixa de 1 a 20 gramas de etanologenes por litro de meio dentro de um periodo de
tempo na faixa de 12 a 48 horas, em que o periodo de tempo comecga quando a pri-
meira massa celular dos etanologenes € combinada com a fonte de carbono e a fonte
de nutriente para propagar a primeira massa celular dos etanologenes.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de
gue o um ou mais etanologenes compreende levedura capaz de metabolizar pelo me-
nos xilose a etanol.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6, CARACTERIZADO pelo fato de
que a levedura compreende levedura geneticamente modificada capaz de metabolizar
pelo menos xilose a etanol.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de
que a levedura geneticamente modificada compreende Saccharomyces cerevisiae ge-
neticamente modificada.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que o material de grdo compreende pelo menos uma porgao de material de grao de
milho integral.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que o componente de residuo de destilaria compreende residuo de destilaria fino e o
residuo de destilaria fino é fornecido em uma quantidade na faixa de 5 a 35 gramas
de solidos por litro do meio.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a xilose é fornecida em uma quantidade na faixa de 0,1 a 10 por cento em peso
de meio.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a primeira massa celular do organismo € combinada com a fonte de carbono e a
fonte de nutriente para propagar a primeira massa celular do organismo para formar

uma segunda massa celular do organismo de acordo com um processo continuo.
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13. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que a fonte de carbono compreende solugao de xilose que é um subproduto de pré-
tratar o substrato lignocelulésico com pelo menos agua.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que o substrato lignocelulésico pré-tratado € derivado de espigas de milho, palha
de milho, ou combinagdes destes.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
gue o organismo é exposto a condi¢gdes aerdbicas durante pelo menos uma porgéo
do periodo de tempo.

16. Método para propagar um organismo que pode converter um ou mais mo-
nossacarideos em um produto bioquimico, CARACTERIZADO pelo fato de que o mé-
todo compreende:

fornecer uma primeira massa celular do organismo;

fornecer uma fonte de carbono que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de carbono compreende xilose;

fornecer uma fonte de nutriente que pode suportar o crescimento da primeira
massa celular do organismo, em que a fonte de nutriente compreende um componente
de residuo de destilaria e em que o componente de residuo de destilaria compreende
residuo de destilaria fino que € um subproduto de fermentagdo de um material de grao;

combinar pelo menos a fonte de carbono e a fonte de nutriente para formar
um meio para propagar o organismo, em que a primeira massa celular esta presente
em uma quantidade menor do que 1,0 grama de organismos por litro de meio e em
que a razdo em peso de xilose para sélidos de residuo de destilaria fino esta na faixa
de0,5a2,5; e

combinar a primeira massa celular do organismo com a fonte de carbono e a
fonte de nutriente para propagar a primeira massa celular do organismo por um peri-

odo de tempo para formar uma segunda massa celular do organismo.
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17. Método, de acordo com a reivindicagdo 16, CARACTERIZADO pelo fato
de que o organismo compreende Saccharomyces cerevisiae geneticamente modifi-

cada.
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ETANOL (% VIV)
RESIDUO

XILOSE | MEIO DE
o YP DESTILARIA
(% PIV) FINO

2.30 1.28 1.32

4.53 2.64 253

6.76 3.93 3.66

9.06 498 4,86

11.2% 6.12 5.67

13.61 1.90 0.31

15.77 ND - 0.00
17.61 ND NT

ND - NAO DETECTADO; NT - NAO TESTADO

Fig. 3A

% DE RESIDUO DE XILOSE
DESTILARIA  FINOi ETANOL | RESIDUAL
EM AGUA DE (O/o P/V) (O/o P/V)

COMPOSICAO
0 0 9.48
20 248 5.55
40 6.17 0.13
60 6.35 0.00
80 6.38 0.01

Fig. 4A
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