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“METODO PARA REMOVER INIBIDORES DE FERMENTAGAO DE UMA
BIOMASSA A BASE DE POLISSACARIDEOS”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invengdo refere-se a um método altamente
eficiente para a produgao de um composto proveniente de uma biomassa a base
de polissacarideo. O método inclui o fornecimento de um tratamento para
remogao de um inibidor da fermentagdo com o uso de uma membrana de
separagao na etapa anterior a etapa de sacarificagdo e/ou na etapa anterior a
etapa de fermentagdo, em pelo menos uma das seguintes etapas, isto €, uma
etapa para a produgao de um monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma
pentose e/ou uma hexose pelo uso de uma biomassa a base de polissacarideo
como matéria prima, e uma etapa para a conversao do monossacarideo e/ou
oligossacarideo obtido por este método em um produto quimico por meio da

fermentacao.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] O século XX, que é conhecido como a era do consumo e do
descarte em massa chegou ao fim, e no século XXI, em que o estabelecimento
de uma sociedade ambientalmente amigavel é exigido, no momento em que o
problema de esgotamento dos recursos fésseis e o problema do aquecimento
global estdao se tornando mais graves, a promogao da utilizagao de recursos a
partir de biomassa, que sao recursos reciclaveis, encontra-se sob expectativa.

[003] Atualmente, entre os recursos de biomassa, a produgao de
bioetanol utilizando a cana-de-agucar ou o agucar de milho como matéria-prima
esta em progresso ativo nos Estados Unidos, Brasil dentre outros. Isso ocorre
porque a cana ou o milho contém um rico conteudo de sacarose ou amido, e, por
conseguinte, é facil a preparagao de uma solugao de agucar a partir destas pela
fermentagdo. No entanto, a cana-de-agucar e o milho sao originalmente géneros

alimenticios, e quando estes sao utilizados como material de partida existe um
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grave problema em que ocorre uma competicao entre o uso destes produtos
como material de partida ou como comestiveis ou matérias-primas alimenticias,
provocando um aumento no pre¢go da matéria-prima. Desse modo, o
desenvolvimento de uma tecnologia para usar uma biomassa nao comestivel
como material de partida esta em andamento.

[004] Exemplo de biomassa nao comestivel inclui a celulose, que
esta presente mais abundantemente na Terra, e a maioria da celulose existe sob
a forma de uma biomassa a base de polissacarideo, a qual € um complexo de
celulose com lignina ou uma hemicelulose, que € um polimero aromatico. A
tecnologia de produgdo de um monossacarideo ou oligossacarideo de uma
pentose ou hexose a partir da celulose ou hemicelulose em uma biomassa a
base de polissacarideo, fermentando o monossacarideo ou oligossacarideo
obtido, e convertendo o produto da fermentagdo de varios compostos
proveniente a partir da biomassa a base de polissacarideo, tais como o etanol
ou acido latico, esta atraindo a atengao publica. Entretanto, conforme descrito no
documento nao Patentario N° 1, a biomassa a base de polissacarideo € uma
construgao complexa de celulose, hemicelulose e lignina, e a celulose ou
hemicelulose sao protegidas pela lignina ao serem submetidas a biodegradacgao,
de modo que as relagdes de composi¢gao variam em um intervalo muito amplo,
dependendo das condi¢des regionais e sazonais e dos materiais de partida. Por
esta razdo, nao é facil escolher a seletivamente apenas um monossacarideo ou
um oligossacarideo de uma pentose ou hexose.

[005] As investigagbes até agora tém sido feitas em um
método de pré-tratamento de destruicdo ou amolecimento das paredes de
lignina protetoras pelo tratamento da biomassa baseada em polissacarideo
usando um acido, um alcali, uma enzima, agua subcritica (dgua supercritica)
ou similares, e recuperar um liquido ou sdlido contendo um monossacarideo

ou um oligossacarideo de uma pentose ou hexose. Por exemplo, uma vez
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que um tratamento a base de agua subcritica (agua supercritica) tem um
tempo de curto e ndo necessita de um acido mineral ou similar, ou seja, nao
requer um tratamento de neutralizagao, tal tratamento é vantajoso a partir
de um aspecto ambiental, de modo que produtos secundarios, tal como o
emplastro nao é gerado. Desse modo, esse tratamento esta atraindo a
atengao como um método de tratamento da préxima geragao do tipo
ambientalmente consciente. No entanto, conforme descrito no Pedido de
Patente 1, uma vez que a agua subcritica (agua supercritica) é altamente
reativa, ha dificuldades no controle da reatividade, e varios inibidores da
fermentacéao, tais como furfural e 5-hidroximetilfurfural, que séo produtos
excessivamente degradantes de agucares, bem como vanilina e guaiacol,
que sao compostos aromaticos derivados da lignina, também sao gerados
ao mesmo tempo, de modo que o produto de tratamento nao pode ser usado
diretamente na etapa de fermentacdo. Além disso, de acordo com as
condigdes de pré-tratamento, a concentragcao dos monossacarideos ou
oligossacarideos obtidos de uma pentose ou hexose pode ser baixa, e neste
caso, torna-se necessario realizar a concentragdo simples do
monossacarideo ou oligossacarideo em cerca de algumas vezes a até dez
vezes antes de fornecer o monossacarideo ou oligossacarideo para o
processo de fermentagdo. Neste momento, enquanto o monossacarideo ou
oligossacarideo de uma pentose ou hexose é concentrado, os inibidores da
fermentagdo também sdo ao mesmo tempo concentrados, de modo que se
torna dificil utilizar o concentrado no processo de fermentagéo.

[006] Com relagédo a esses problemas, investigagbes estéo
sendo feitas sobre a remogao dos inibidores de fermentagéao. Por exemplo,
o0 Documento nao Patentario 2 descreve um método de remogao de um
inibidor de fermentagdo através da adsor¢cdo em carbono ativado.

Entretanto, este método possui um problema que, uma vez que o carvao
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ativado adsorve nao sé os inibidores de fermentagdo, mas também
monossacarideos ou oligossacarideos de pentoses ou hexoses, de modo
que o rendimento dos monossacarideos ou oligossacarideos de pentoses ou
hexoses é diminuido.

[007] O Pedido de Patente 1 revela um método de remogéao de
inibidores de fermentagado através da adsor¢dao em carbono a base de
madeira e, neste método, uma vez que os inibidores de fermentagao podem
ser adsorvidos seletivamente e removidos, um monossacarideo ou
oligossacarideo de uma pentose ou hexose pode ser obtida com um bom
rendimento. No entanto, uma vez que o mecanismo de remog¢ao envolve a
adsorgao, se a capacidade de adsorgao € saturada, os inibidores de
fermentagcdo escapardao e poderdao contaminar os aparelhos, tubos e
similares nas etapas subseqiientes. A menos que a reagao de fermentagao
seja realizada com precisao, produtos de alta qualidade nao podem ser
obtidos e, especialmente, no caso da realizagao da produgao por operagao
continua dos aparelhos, enquanto as matérias-primas sao continuamente
fornecidas, um método de remogao dos inibidores de fermentagao estavel e
preciso € desejado, pois a ocorréncia da contaminagao dos aparelhos,
tubulagbes e similares trazem um aumento no custo e uma diminuigao na
qualidade do produto. Além disso, no caso de usar um material de partida
possuindo uma baixa concentragdo de monossacarideo ou oligossacarideo
de uma pentose ou hexose, um método capaz de reduzir duas etapas, ou
seja, uma etapa de concentragao de um monossacarideo ou oligossacarideo
de uma pentose ou uma hexose e uma etapa de remogao de inibidores de
fermentagéo, para apenas uma etapa, ou a redugao de carga da etapa de
concentragao, é desejado do ponto de vista de redugao de custo e melhoria

de qualidade do produto.
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[008] Por outro lado, no caso da utilizagao de residuos de
materiais de construgao, tal como a madeira compensada, como biomassa
a base de polissacarideo, o acido acético, acido férmico e substancias
similares provenientes do adesivo contido na madeira compensada agem
como inibidores da fermentagdo. O Pedido de Patente 2 divulga um método
de remogao de inibidores de fermentagao volateis, como o acido acético e o
acido férmico por destilagdo. Este método é pouco efetivo somente quando
os inibidores de fermentagao nao volateis que nao podem ser removidos por
destilagédo estdo presentes em uma concentragao que nao apresenta efeitos
adversos sobre o processo de fermentagao, e isto dificulta a aplicagdo do
método quando uma biomassa a base de polissacarideos que possui uma
ampla gama de composi¢gdes é usada como material de partida.

[009] Pedido de Patente 1: JP-A-2005-270056

[010] Pedido de Patente 2: JP-A-2004-187650

[011] Documento nao Patentario 1: Technologies Utilizing
Biomass Energy, revisado por Yukawa, Hideaki, CMC Publishing, Inc.
(2006).

[012] Documento nao Patentario 2: Biotechnology Letters, Vol.
5, No. 3, pags. 175-178 (1983)

DESCRICAO DA INVENCAO

PROBLEMAS A SEREM RESOLVIDOS PELA INVENCAO

[013] A presente invengdo foi realizada em vista dos
problemas técnicos relacionados acima, e € um objeto da presente invengao
fornecer um método para produzir um composto proveniente a partir de uma
biomassa de polissacarideo pela remogédo de forma estavel e segura dos
inibidores de fermentagdo que funcionam como um obstaculo, a fim de
reduzir o 6nus e promover a otimizagao de pelo menos uma das seguintes

etapas, ou seja, uma etapa para a produgao de um monossacarideo e/ou
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oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose usando uma biomassa a
base de polissacarideo que possui uma ampla gama de composigao como
matéria-prima, bem como uma etapa para a conversao do monossacarideo
e/ou oligossacarideo obtido por este método em um produto quimico por
meio da fermentagao.

MoDOs PARA RESOLVER Os PROBLEMAS

[014] A presente invengao, que pretende resolver os problemas
descritos acima, é alcangada pelas seguintes constituicbes de (1) a (6).

[015] 1) Um método de produgao de um composto proveniente de
uma biomassa a base de polissacarideo, em que o método inclui pelo menos

uma das seguintes etapas:

- uma etapa de sacarificagao para a produgédo de uma solugao de
acgucar contendo um monossacarideo e/ou um oligossacarideo a partir de um
produto que pode ser obtido pela hidrélise da biomassa a base de
polissacarideos, e;

- uma etapa de fermentagédo para a fermentagao da solugédo de
acucar contendo o monossacarideo e/ou oligossacarideo proveniente da
biomassa a base de polissacarideo;

em que um tratamento para remogao de um inibidor da
fermentacao é feito com o uso de uma membrana de separagédo que possui uma
taxa de remogéao da glicose e uma taxa de remogao de alcool isopropilico que
satisfazem simultaneamente as seguintes relagdes (1) e (ll):

()  Taxa de remogéo da Glicose = 80%

(I) Taxa de remogao de glicose - taxa de remogao de alcool
isopropilico 2 20%

quando uma solugdo aquosa de glicose de 0,5 kg/m? (500 ppm)
em pH 6,5 a 25 °C e solugdo aquosa de alcool isopropilico de 0,5 kg/m? (500

ppm) em pH 6,5 a 25 °C sao, respectivamente, permeadas através da membrana
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em uma pressao de operacgao de 0,5 MPa, e este tratamento é realizado na etapa

anterior a etapa de sacarificagdo e/ou na etapa anterior a etapa de fermentacao.

[016] 2) O método de produgéo de um composto proveniente de
uma biomassa a base de polissacarideo conforme estabelecido no item 1), em
que o tratamento para a remog¢ao de um inibidor de fermentagdo com o uso de
uma membrana de separagao permite a remog¢ao do inibidor de fermentagéao e
concomitante concentragao de celulose, hemicelulose, monossacarideo e/ou
oligossacarideo.

[017] 3) O método de produgdo de um composto proveniente de
uma biomassa a base de polissacarideo conforme estabelecido no item 1), em
que um tratamento para a concentragao dos compostos com a utilizagao de uma
membrana de osmose reversa € realizada apés o tratamento para remogao de
um inibidor de fermentagado com a utilizagdo de uma membrana de separagao, e
antes da etapa de fermentacgao.

[018] 4) O método de produgao de um composto proveniente de
uma biomassa a base de polissacarideo conforme estabelecido no item 1), em
que o tratamento para a remog¢ao de um inibidor de fermentagdo com o uso de
uma membrana de separagdo € realizada até que o teor do inibidor de
fermentacdo na solugdo de acgucar obtida imediatamente antes da etapa de
fermentagao atinja 500 ppm ou menos.

[019] 5) O método de produgdo de um composto proveniente de
uma biomassa a base de polissacarideo conforme estabelecido no item 1), em
que a membrana de separagao tem poros possuindo um raio médio de poro
mensurado por espectroscopia de vida média de pdsitrons (positron annihilation
lifetime spectroscopy), de 0,8 nm a 4,0 nm.

[020] 6) O método de produgdo de um composto proveniente de
uma biomassa a base de polissacarideo conforme estabelecido no item 5), em

que o raio de poro médio € de 2,5 nm a 4,0 nm.
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EFEITOS DA INVENCAO

[021] De acordo com a presente invengao, é fornecido um método
para produzir um composto proveniente de uma biomassa de polissacarideo, na
qual o método compreende o tratamento para a remogao, com a utilizagao de
uma membrana de separagao, de um inibidor da fermentagao, que serve como
um obstaculo em pelo menos uma das etapas seguintes, ou seja, uma etapa
para a produgdo de um monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma
pentose e/ou hexose usando uma biomassa a base de polissacarideo com um
material de partida, e uma etapa de conversao dos monossacarideos e/ou
oligossacarideo obtidos por este método em um produto quimico por meio da
fermentacao, que é realizada na etapa anterior a etapa de sacarificagao e/ou na
etapa anterior a etapa de fermentagéo. A membrana de separagéo é capaz de
remover continuamente os inibidores de fermentagéo e é capaz de controlar a
qualidade da agua quando as membranas de separagao sao selecionadas e
conectadas conforme o necessario. Além disso, o método de fornecimento de
agua bruta para a membrana de separagao também pode ser projetado
livremente, de modo a incluir variagao da taxa de recuperagao ou circulagao de
uma parte da agua bruta. Portanto, é possivel remover os inibidores da
fermentacdo a uma concentragdo que nao prejudique 0s processos
subseqlentes, mesmo quando a biomassa a base de polissacarideo possuindo
uma ampla gama de composigao é usada como um material de partida.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[022] A biomassa a base de polissacarideo que € um assunto a
ser tratado pelo método de produgao da presente invengao, constituida
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, e seus exemplos incluem
recursos agroflorestais, residuos agroflorestais e produtos agroflorestais
processados tais como madeira resinosa (softwood), madeira de folhosas

(hardwood), residuos de construcao, residuos de madeira da floresta, residuos
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de madeira cortada, palha de arroz, casca de arroz, palha de trigo, madeira em
particulas, fibra de madeira, polpa quimica, papel usado e madeira compensada.
Além disso, os materiais contendo menos ou nenhuma lignina, por exemplo,
fontes contendo sacarose, tal como a cana-de-agucar e a beterraba e fontes
contendo amido tais como o milho e a batata doce, também podem ser usados
como o assunto a ser tratado pelo método de produgao da presente invengao,
contanto que os materiais contenham ou produzam inibidores da fermentagao,
exemplos representativos incluem produtos da degradagdo excessiva de
agucares. Essas biomassas a base de polissacarideo podem ser utilizadas
isoladamente ou podem ser usadas em uma mistura.

[023] As hemiceluloses possuem agucares denominados de
pentoses tal como a xilose, cada um com cinco atomos de carbono como
unidades constituintes, agucares denominados de hexoses, tais como a manose,
arabinose e acido galacturdnico, contendo cada um seis atomos de carbono
como unidades constituintes, e complexos polissacarideos, tais como
glucomanana e glucuronoxilana. Desse modo, quando submetido a hidrélise, as
hemiceluloses geram um monossacarideo de uma pentose formado por cinco
atomos de carbono, um oligossacarideo de uma pentose possui varios
monossacarideos ligados entre si, um monossacarideo de uma hexose é
formado por seis atomos de carbono, um oligossacarideo de uma hexose possui
um numero plural de monossacarideos ligados entre si, @ um oligossacarideo
possuindo um numero plural de um monossacarideo de uma pentose e um
monossacarideo de uma hexose ligados entre si. A celulose possui seis atomos
de carbono como unidade constituinte e, portanto, quando submetido a hidrdlise,
a celulose gera um monossacarideo de uma hexose formado por seis atomos de
carbono e um oligossacarideo da hexose possuindo um numero plural de
monossacarideos ligados entre si. Em geral, a relagdo de composigao ou a

quantidade de produgdo de um monossacarideo e/ou um oligossacarideo de
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uma pentose e/ou uma hexose varia de acordo com o método de pré-tratamento
ou o tipo de recurso agroflorestal, material de residuos agroflorestais ou
agroflorestais processados utilizados como material de partida.

[024] Varios fluxos de tratamento para a biomassa a base de
polissacarideo tém sido sugeridos, mas o esquema pode ser explicado da
seguinte maneira. Primeiro, uma biomassa a base de polissacarideo é tratada
pela hidrélise para eliminar ou suavizar a lignina, e é fornecido a um processo de
pré-tratamento para realiza mais faciimente a extracdo da celulose ou
hemicelulose. Posteriormente, um processo de sacarificagao é realizado no qual
a celulose e uma hemicelulose assim obtida sao tratadas por hidrolise, e um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose é
coletado. No presente, os tratamentos por hidrélise no processo de pre-
tratamento e no processo de sacarificagdo pode ser, por exemplo, tratamentos
que fazem uso de acidos, alcalis, enzima, alta temperatura e alta presséo (agua
subcritica, agua supercritica) ou similares, e estes tratamentos podem ser
utilizados isoladamente ou em combinagao.

[025] Além disso, o processo de pré-tratamento e o processo de
sacarificagao podem ser realizados cada um de forma independente, ou podem
ser executados de maneira simultadnea. Apds o processo de sacarificagdo, um
processo de fermentagao é realizado em que a celulose, a hemicelulose, um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose sao
usados como materiais de partida para converté-los através da fermentagao em
varios compostos provenientes de uma biomassa a base de polissacarideo,
como alcodis, como o etanol, butanol, 1,3-propanodiol, 1,4-butanodiol e glicerol,
acidos organicos como o acido piruvico, acido succinico, acido malico, acido
itaconico, acido citrico e acido lactico; nucleosideos tais como inosina e
guanosina, nucleotideos, como o acido inosinico e acido guanilico, e compostos

de diamina como a cadaverina. Quando o composto assim obtido através da
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fermentacdo € um mondémero, como o acido latico, um processo de
polimerizagao para a conversao do mondmero em um polimero através da
polimerizagao também pode ser realizado. Finalmente, apés o processo de
fermentacdo ou processo de polimerizagdo, um processo de purificagdo é
frequentemente realizado de forma a melhorar a qualidade dos varios compostos
resultantes proveniente da biomassa a base de polissacarideo.

[026] Conforme descrito acima, no processo de pré-tratamento ou
processo de sacarificagdo, a biomassa a base de polissacarideo é submetida a
um tratamento por hidrélise de acordo com um método conhecido fazendo uso
de acidos, alcalis, enzima, alta temperatura e alta pressao (agua subcritica, agua
supercritica), ou similares. O tipo ou condigdes de tratamento de hidrélise pode
ser adequadamente selecionado, tendo em vista o tipo da biomassa a base de
polissacarideo utilizada como matéria-prima, e o custo de todo o processo,
incluindo a fermentagao, polimerizagao, purificagdo e assim por diante. O
tratamento de hidrolise pode ser realizado como um tratamento unico de
hidrélise, ou pode ser realizado como uma combinagao de multiplos tratamentos
de hidrdlise. Por exemplo, se um acido € usado no tratamento de hidrélise em
qualquer processo de pré-tratamento e no processo de sacarificagao, o processo
de pré-tratamento e de sacarificagdo podem ser realizados na mesma etapa, ou
os respectivos processos podem ser realizados de maneira independente, de
modo que o processo de pré-tratamento é realizado sob uma temperatura
relativamente mais elevada, enquanto que o de sacarificagao é realizado a uma
temperatura relativamente mais baixa. Também pode ser utilizado, por exemplo,
um método de realizagdo de um processo de pré-tratamento, que é focado na
remogao ou amolecimento da lignina com o uso de agua subcritica, e
subsequentemente realizar um processo de sacarificagao, que é voltado para a
produgdao de um monossacarideo e/ou oligossacarideo de uma pentose e/ou

hexose a partir da celulose ou hemicelulose com o uso de uma enzima.
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[027] A partir da biomassa a base de polissacarideo que foi
submetida a um tratamento de hidrélise no processo de pré-tratamento, varios
produtos secundarios além do monossacarideo e/ou oligossacarideo de uma
pentose e/ou uma hexose sao obtidos. Se esses produtos secundarios sao
substancias que nao prejudicam a sacarificagao enzimatica, a fermentagéo bem
como as etapas posteriores, os produtos secundarios podem ser retirados em
qualquer processo, tal como um processo de purificagdo para a melhoria da
qualidade do produto e, portanto, ndo levantar um problema sério. No entanto,
se os produtos secundarios sao inibidores da fermentagao que possuem efeitos
negativos, surge a necessidade de remover os produtos secundarios nas etapas
anteriores a sacarificagao enzimatica e fermentacao, de forma que os produtos
secundarios nao alterem os respectivos processos.

[028] Em geral, um inibidor da fermentagao € uma substancia que
impede uma reagao enzimatica ou uma reagao de fermentagdo em um processo
de sacarificagao que faz uso de enzimas ou em um processo de fermentagéao.
Exemplos representativos de inibidor da fermentagdo incluem produtos da
degradagao excessiva de agucares, lignina ou compostos aromaticos derivados
da lignina e compostos provenientes de colas ou materiais de revestimento.
Dentre estes, os compostos provenientes de produtos quimicos artificiais, como
adesivos e materiais de revestimento pode ser evitado até certo ponto, utilizando
apenas biomassas a base de polissacarideo de ocorréncia natural que nao
tenham sido submetidas a tais tratamentos. No entanto, uma vez que uma
biomassa a base de polissacarideo é utilizada como material de partida, é dificil
evitar a geragao de produtos da degradagdao excessiva de agucares ou de
compostos aromaticos derivados de lignina. Na presente invengao, quando os
inibidores da fermentagao sao sélidos insoluveis como a lignina e a celulose,
hemicelulose, monossacarideo e/ou oligossacarideo de pentose e/ou hexose

sao soluveis, pode ser possivel remover os inibidores da fermentagéao através da
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separagao solido-liquido convencional. Entretanto, se os inibidores da
fermentacdo, bem como as substancias uteis sao todas soluveis, a separagao
convencional sdlido-liquido nao pode ser aplicada e, portanto, 0 método de
tratamento para a remogao de um inibidor da fermentagdo com o uso de uma
membrana de separagao utilizada na presente invengao é preferencialmente
aplicado. Ou seja, um inibidor da fermentagao que é essencialmente tratado na
presente invengao, refere-se a um material que forma substancialmente uma
solugéo misturada com celulose, uma hemicelulose, um monossacarideo e/ou
um oligossacarideo de uma pentose e/ou hexose, e estd em um estado
considerado inseparavel ou de dificil separagao pelo uso da separagao sélido-
liquido convencional. Exemplos de tal inibidor da fermentagéo incluem o acido
aceético, acido férmico, acido levulinicos, furfural e 5-hidroximetilfurfural, que séo
produtos da degradagéo excessiva de agucares, vanilina, acetovanilina e
guaiacol, que sao compostos aromaticos derivados da lignina.

[029] A concentragdo de inibidores de fermentagao que inibe uma
reagao enzimatica ou uma reagao de fermentagao pode variar de acordo com as
respectivas reagbes, mas geralmente é dita por estar em uma concentragao de
500 a 1000 ppm ou mais. Portanto, é preferivel retirar o inibidor de fermentagao
a uma concentragdo de 500 ppm ou menos, mais preferivel remover a uma
concentragao de 150 ppm ou menos, e mais preferivel ainda remover a 0 ppm
(limite de detecgéao), antes do inibidor de fermentagao ser fornecido ao processo
de sacarificagdo que utiliza enzimas ou ao processo de fermentagéo. A medida
que a concentragédo do inibidor de fermentagcdo é cada vez mais diminuida, o
onus do processo de sacarificagdo que utiliza enzimas ou o processo de
fermentacdo é reduzido e, portanto, pode ser tentada uma operagdo de
funcionamento mais eficiente do processo de sacarificagao que usa enzimas ou
o processo de fermentagédo. No entanto, na pratica, o custo exigido na etapa de

remog¢ao do inibidor de fermentagdo com o uso de uma membrana de separagao
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e o0 custo necessario para os processos de sacarificagdo enzimatica,
fermentacao, polimerizagao, purificagdo e similares nas etapas posteriores sédo
levados em consideragao, e a concentragao de inibidor de fermentag¢ao que daria
um custo total minimo é calculado.

[030] A presente invengéao é caracterizada pela utilizagao de uma
membrana de separagao para remover um inibidor da fermentagao a partir de
uma solugdo contendo celulose, hemicelulose, monossacarideo e/ou
oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose, e a membrana de separagao
nao é particularmente limitada desde que ela seja capaz de separar o inibidor de
fermentacdo da celulose, hemicelulose, monossacarideo e/ou oligossacarideo
de uma pentose e/ou uma hexose. O inibidor de fermentagdo que esta a ser
removido pode variar de acordo com o método de fermentagdo, mas os
inibidores de fermentagdo sdo essencialmente compostos de baixo peso
molecular possuindo um peso molecular entre cerca de 100 a 200, tais como
produtos da degradagao excessiva de agucares ou compostos aromaticos
derivados de lignina. Por outro lado, o peso molecular da celulose ou
hemicelulose é geralmente tdo grande quanto de centenas a varios milhares,
enquanto que o peso molecular de um monossacarideo de uma pentose e/ou
hexose é de cerca de 100 a 200. Por esta razéo, espera-se que seja dificil
especificamente a separagao entre um inibidor de fermentagdo com um peso
molecular de cerca de 100 a 200 e um monossacarideo de uma pentose e/ou
hexose, em fungdo do didmetro dos poros da membrana, e a eficiéncia de
separagao seria baixa.

[031] Entretanto, os inventores da presente invengao revelaram
que, quando uma membrana de nanofiltragdo é usada como membrana de
separagao, a taxa de remogao da glicose é particularmente elevada, e por outro
lado, quando uma membrana de nanofiltragdo que possui uma grande diferenga

entre a taxa de remogao de glicose e a taxa de remogao de alcool isopropilico é
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usada, a separagao das duas substancias é alcangada com elevada eficiéncia,
completando assim a presente invengao.

[032] Na presente invengdo, uma membrana de nancfiltragao é
um material denominado de nanofiltro (membrana de nanofiltragdo, membrana
NF), e € uma membrana que é definida em geral como “uma membrana que
permite a permeagdao de um ion monovalente e bloqueia um ion divalente”.
Acredita-se que esta € uma membrana que possui microporos com um tamanho
de cerca de poucos nandmetros, e tal membrana € usada principalmente para o
bloqueio de microparticulas, moléculas, ions, sais e similares na agua.

[033] O mecanismo de separagao de um soluto com o uso de uma
membrana de nanofiltragdo nao foi satisfatoriamente elucidado até o presente,
mas é dito que a separagao é realizada por uma combinagao de um mecanismo
de separagao com base na repulsao de carga, um mecanismo de separagao com
base na diferenga na afinidade para a membrana de separagédo, um mecanismo
de separagao baseado no diametro dos poros da membrana, e mecanismos
similares. Nao é muito dificil imaginar que uma membrana de separagao
possuindo uma alta taxa de remogao de glicose, que € uma espécie de
monossacarideo de hexose, seria capaz de concentrar uma pentose ou hexose
sem permear o agucar. Entretanto, € um fato surpreendente que a tendéncia de
separagao entre um inibidor da fermentagao, e os monossacarideos de pentose
e/ou hexose podem ser preditos pelo conhecimento da diferenga entre as taxas
de remogao para a glicose e alcool isopropilico, que sao substancias organicas
nao carregadas. A razao é a seguinte. Inibidores da fermentagdao contém uma
grande quantidade de compostos que possuem aromaticidade, sejam eles
produtos da degradagao excessiva de agucares ou de compostos aromaticos
derivados de lignina. Na separagéo entre esses compostos que possuem

aromaticidade e aqueles compostos que nao possuem aromaticidade, como as
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pentoses ou hexoses, 0 mecanismo de separagao baseado na diferenga de
afinidade com a membrana de separagéao funciona fortemente.

[034] Por isso, pensou-se ser dificil prever que esses compostos
pudessem ser faciimente separados, apenas investigando a tendéncia de
separagao de substancias organicas nao carregadas.

[035] Embora o motivo que exibe tal tendéncia tao surpreendente
nao seja conhecido certamente, acredita-se que o mecanismo de separagao
baseado no didametro dos poros da membrana é prevalente na separagao entre
os monossacarideos de pentoses e/ou hexoses e o inibidor de fermentagéo com
o uso de uma membrana de nanofiltragdo da membrana de separagao utilizada
na presente invengdo. Ou seja, acredita-se que uma vez que um
monossacarideo de uma pentose e/ou hexose é altamente hidrofilico, muitas
moléculas de agua juntamente com moléculas de monossacarideos e com um
grande raio de hidratagao, no entanto, uma vez que um inibidor de fermentagao
possui baixa hidrofilicidade, as moléculas inibidoras ndo possuem um raio de
hidratagao similar ao de um monossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose,
e esta diferenga no raio de hidratagdo tém efeitos sobre o mecanismo de
separagao com base no tamanho dos poros da membrana, sendo desse modo
alcangada a separagao.

[036] Na presente invengao, é preferivel utilizar uma membrana
de nanofiltragdo como uma membrana de separagdo. Como material para a
membrana de nanofiltragao utilizadas na presente invengéo, pode ser usado um
material polimérico tal como um polimero a base de éster de celulose, tais como
acetato de celulose, poliamida, poliéster, poliamida, e um polimero de vinil. No
entanto, a membrana nao se limita a uma membrana construida a partir de um
unico tipo de material, e também pode ser uma membrana contendo diversos
materiais de membrana. A estrutura da membrana pode ser uma membrana

assimétrica que possui uma camada densa de pelo menos uma superficie da
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membrana e tem poros com diametro de poro que aumenta gradualmente a partir
da camada densa em dire¢ao ao interior da membrana, ou para a outra
superficie, ou uma membrana composta possuindo, na camada densa da
membrana assimétrica, uma camada funcional muito fina formada a partir de um
material diferente. Como uma membrana composta, o uso pode ser feito, por
exemplo, uma membrana composta que constitui um nanofiltro formado a partir
de uma camada de poliamida funcional sobre uma pelicula de suporte de
polissulfona como material filme, conforme descrito na JP-A-62-201606.

[037] Entre estas, uma membrana composta possuindo uma
camada funcional formada a partir de poliamida, que possui ao todo, resisténcia
a alta pressao, alta permeabilidade a agua e alto desempenho de remogao de
soluto e tem um excelente potencial, é preferida. Para que a membrana
composta seja capaz de manter a durabilidade contra a pressao de operagao,
alta permeabilidade da agua e alto desempenho de bloqueio, € adequado uma
estrutura com uma camada funcional feita de poliamida e que a camada
funcional seja mantida sobre um suporte formado por uma membrana porosa ou
tecido néao-tecido. Além disso, uma membrana de poliamida semipermeavel
adequada € uma membrana semipermeavel composta que possui uma camada
funcional de poliamida reticulada, que é obtida por uma reagdo de
policondensagdo entre uma amina polifuncional e um haleto de acido
polifuncional, fornecido sobre um suporte.

[038] Com relagdao a uma membrana de nanofiltragdo com uma
camada funcional feita de poliamida, exemplos preferidos de componente de
acido carboxilico do mondémero que constitui a poliamida incluem acidos
carboxilicos aromaticos como acido trimésico, acido
benzofenonatetracarboxilico, acido trimelitico, acido piromético, acido isoftalico,
acido tereftalico, acido naftalenodicarboxilico, acido difenilcarboxilico e acido

piridinocarboxilico. Apds a formagao de uma membrana, haletos ou anidridos
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destes acidos carboxilicos sdao usados com preferéncia para aumentar a
reatividade com o componente amina que sera descrito a seguir, no entanto, se
a manuseabilidade tal como a solubilidade em solvente em particular, é levada
em consideragédo, halogenetos de acido trimésico, acido isoftalico, acido
tereftalico e misturas destes acidos sdo mais preferidos.

[039] Exemplos preferidos do componente amina para o
mondmero, que constitui a poliamida, incluem diaminas primarias que possuem
anéis aromaticos, tais como m-fenilenodiamina, p-fenilenodiamina, benzidina,
metilenobisdianilina, éter 4,4'-diaminobifenil, dianisidina, 3,3',4 triaminobifenil
éter, 3,3'4,4'-tetraaminobifenil éter, 3,3'dioxibenzidina, 1,8-naftalenodiamina,
m(p)-monometilfenilenodiamina, 3,3'-monometilamino-4,4'-diaminobifenil éter,
4,N,N' - (4 - aminobenzoil) — p(m) — fenilenodiamina - 2,2' — bis (4-
aminofenilbenzoimidazol), 2,2'-bis(4-aminofenilbenzoxazol) e 2,2'-bis(4-
aminofenilbenzotiazol) e diaminas secundarias, tais como piperazina, 2,5
dimetilpiperazina, piperidina e derivados destas. Na presente invengao, uma
membrana de nanofiltragdo com uma camada funcional feita de poliamida
reticulada contendo piperazina ou piperidina como um monémero, tem
resisténcia ao calor e resisténcia quimica, além de resisténcia a pressao e
durabilidade, e, portanto, é preferencialmente utilizada. Um exemplo mais
preferido € uma poliamida contendo a poliamida piperazina reticulada, a
poliamida piperidina reticulada como componente principal, e um exemplo mais
preferido € uma poliamida contendo a poliamida piperazina reticulada como um
componente principal. Exemplos de membrana de nanofiltragédo contendo uma
poliamida piperazina reticulada como um componente principal inclui aquelas
descritas na JP-A-62-201606, e um exemplo especifico pode ser uma membrana
de nanofiltragdo (NF) de poliamida reticulada (UTC-60), fabricada pela Toray

Industries, Inc.
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[040] Além disso, mesmo o método para formar uma camada de
filme ultrafino de poliamida reticulada em uma pelicula de suporte contendo
polissulifona como material filme, e em seguida, tratando a camada de filme
ultrafino com uma solugdo aquosa de um composto peroximono ou uma solug¢ao
aquosa de um composto de acido peroxidisulfurico, conforme descrito na patente
JP-A-5-96140, uma membrana de nanofiltragdo é obtida pelo controle das
condigcdes de tratamento. A poliamida reticulada pode ser produzida a partir dos
componentes de acido carboxilico e componentes de amina acima
mencionados.

[041] Uma membrana de nancfiltragdo é também obtida por trazer
um filme de poliamida que possui uma camada funcional que contém um grupo
amina primaria, em contato sob condi¢des adequadas, com um reagente que é
capaz de produzir um sal de diazénio ou um derivativo deste pela reagao com
um grupo amino primario, conforme descrito na patente JP-A-2005-177741. A
fim de se obter uma camada funcional contendo um grupo amino primario, entre
os componentes de aminas acima mencionados, pode ser utilizada uma diamina
primaria contendo um anel aromatico, tal como a m-fenilenodiamina, p-
fenilenodiamina, benzidina, metilenobisdianilina, 4,4 '-diaminobifenil éter,
dianisidina, 3,3'4-triaminobifenil éter, 3,3',4,4'-tetraminobifenil éter, 3,3’
dioxibenzidina, 1,8-naftalenodiamina, m(p)-monometilfenilenodiamina, 3,3'-
monometilamina-4, 4'-diaminobifenil éter, 4,N,N-(4-aminobenzoil)-p(m)-
fenilenodiamina-2,2'-bis (4-aminofenilbenzoimidazol), 2,2'-bis(4-
aminofenilbenzoxazol), ou 2,2'-bis (4-aminofenilbenzotiazol).

[042] Como uma membrana de nanofiltracdo que é preferivel
como membrana de separagao utilizada na presente invengao, é preferivel em
particular uma membrana de nanofiltragdo com uma alta taxa de remogao de
glicose e com uma grande diferenga na taxa de remogéao da glicose e taxa de

eliminagédo de alcool isopropilico, pois € mais facil a separagdo entre um
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monossacarideo de uma pentose e/ou hexose e um inibidor da fermentagao.
Portanto, uma membrana de nanofiltragdo com uma taxa de remogéao da glicose
de 80% ou mais e uma diferenga entre a taxa de remogao da glicose e a taxa de
remogao de alcool isopropilico de 20% ou mais é necessaria. E preferivel que a
taxa de remogao da glicose seja de 90% ou mais, e é até mais preferivel que a
taxa de remogao da glicose seja de 95% ou mais. Além disso, é preferivel que a
diferenca entre a taxa de remogao da glicose e a taxa de remogao de alcool
isopropilico seja de 30% ou mais, e é até preferivel que a diferenga entre a taxa
de remogéao da glicose e a taxa de remogao de alcool isopropilico seja de 50%
ou mais.

[043] De acordo com a presente invengao, uma membrana
nanofiltradora possuindo uma taxa de remocéo da glicose de 80% ou mais e uma
diferenca entre a taxa de remogao da glicose e a taxa de remogao de alcool
isopropilico de 20% ou mais €& necessaria, porém uma membrana de
nanofiltracdo pode ser adequadamente selecionada para que, apds que estas
condi¢des serem atingidas, uma taxa de recuperagao da celulose, hemicelulose,
monossacarideo e/ou oligossacarideo de uma pentose e/ou hexose, e uma taxa
de recuperacao de um inibidor da fermentagao possa ser obtida levando-se em
conta a qualidade da agua do liquido a ser tratado e os custos totais. Por
exemplo, quando a concentragdo do inibidor da fermentagédo é baixa e a
concentragao de celulose, hemicelulose, monossacarideos e/ou oligossacarideo
de uma pentose e/ou uma hexose é elevada, é preferivel dar prioridade a taxa
de remocao da glicose do que para a diferenga entre a taxa de remogao da
glicose e a taxa de remogao de alcool isopropilico, de modo que o escoamento
da celulose, hemicelulose, monossacarideos e/ou oligossacarideo de uma
pentose e/ou hexose possa ser suprimida, e em seguida, o inibidor da
fermentacao possa ser removido. Neste caso, é preferivel uma taxa de remogao

da glicose da membrana de nanofiltragédo de 95% ou mais, e € mais preferida
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uma taxa de remocao da glicose de 98% ou mais, e é ainda mais preferida e
uma taxa de remogao de glicose de 99% ou mais. Por outro lado, é preferivel
uma diferenga entre a taxa de remogéo da glicose e a de remogao de alcool
isopropilico da membrana de nanofiltragéo de 25% ou mais, e é mais preferivel
uma diferenga entre a taxa de remogéo da glicose e a de remogao de alcool
isopropilico de 30% ou mais. Além disso, por exemplo, quando a concentragao
do inibidor da fermentagao é alta e a concentragao de celulose, hemicelulose,
monossacarideos e/ou oligossacarideo de uma pentose e/ou hexose é baixa, é
preferivel dar prioridade a diferenga entre o taxa de remogéao da glicose e a taxa
de remocgao de alcool isopropilico do que dar prioridade a taxa de remogao da
glicose, pois o inibidor da fermentagéao pode ser removido em um curto espago
de tempo. Neste caso, é preferivel uma diferenga entre a taxa de remogéao da
glicose e a taxa de remogao de alcool isopropilico da membrana de nanofiltragao
de 30% ou mais, e & mais preferivel uma diferenga entre a taxa de remoc¢ao da
glicose e a taxa de remogéao de alcool isopropilico de 50% ou mais, e é ainda
mais preferivel uma diferenga entre a taxa de remogao da glicose e a taxa de
remogao de alcool isopropilico de 60% ou mais. Por outro lado, uma taxa de
remocao da glicose da membrana de nanofiltragédo de 90% ou mais é preferivel,
e uma taxa de remocgao da glicose de 95% ou mais é ainda mais preferivel.
[044] A taxa de remogao da glicose ou a taxa de remogao do
alcool isopropilico é avaliada por meio de uma solugao aquosa de glicose de 500
ppm ou de uma solugao de alcool isopropilico aquoso de 500 ppm em pH 6,5 a
25 °C, permeando cada uma das solugdes através de uma membrana de
separagao a uma pressao de operagao 0.5 MPa, e comparando as
concentragdes de glicose ou alcool isopropilico na agua permeada e na fonte de
agua. Ou seja, o calculo é realizado pela seguinte formula: taxa de remogao de
glicose (%) = 100 x (1-(concentragédo de glicose na agua permeada /

concentracdo de glicose na fonte de agua)), e taxa de remogao de alcool
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isopropilico (%) = 100 x (1-(a concentragédo de alcool isopropilico na agua
permeada / concentragéo de alcool isopropilico na fonte de agua)).

[045] Para a membrana de nanofiltragdo exibindo uma taxa de
remogao da glicose e uma taxa de remogao de alcool isopropilico no intervalo
mencionado acima, quando o raio médio dos poros da camada funcional de
separagao da membrana € medida por espectroscopia de vida média de
positrons, constatou-se que o raio médio dos poros € de 0,8 nm a 4,0 nm. A
camada funcional de separagdo da membrana de nancfiltragdo € uma camada
responsavel pela separagao substancial de um soluto na membrana de
nanofiltragéo, e geralmente esta localizada na camada mais externa ou préxima
a camada superficial da membrana de nanofiltragao.

[046] A espectroscopia de vida média de pésitrons € uma técnica
para a medi¢ao do tempo levado por um pdsitron a partir do ponto de entrada
em uma amostra até o ponto de aniquilagao (na ordem de varias centenas de
picosegundos a varias dezenas de nanosegundos) e avalia de maneira nao-
invasiva os dados relacionados ao tamanho dos poros de cerca de 0,1 a 10 nm,
a densidade numérica e a distribuicao de tamanho com base no tempo de
aniquilagdo. Com relagao a tal método de analise, os detalhes estdo descritos,
por exemplo, em "Lectures on Experimental Chemistry”, 4 2 Edigao, vol. 14, pag.
485, editada pela Sociedade de Quimica do Japao, publicado pela Maruzen Corp
(1992).

[047] Esta técnica é praticamente classificada em dois tipos com
base no tipo da fonte de radiagdo de pdsitrons. Um tipo € um método de Na??
fazendo uso de um radiois6topo (Na??) como a fonte de radiagéo de pésitrons, e
€ apropriado para uma avaliagao de poros em resinas, pés, fibras, liquidos e
similares. O outro tipo € o método de feixe de pdsitrons que utiliza um feixe de
positrons emitidos por um acelerador linear de elétrons como fonte de radiagao

de pdésitrons, e permite uma avaliagdo dos poros de filmes finos com uma
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espessura de algumas centenas de nandmetros, formados sobre diversas
bases. Particularmente, no ultimo método do feixe de pésitrons, mesmo quando
uma membrana de nanofiltragdo é usada como amostra a ser mensurada, a
camada funcional da membrana de nanofiltragdo pode ser mensurada apenas
colocando a membrana em um estado seco, e nao ha necessidade de executar
o processamento da membrana, tal como a separagédo da camada funcional da
membrana de nandfiltragdo. Portanto, o método do feixe de pdsitrons é mais
preferido como método para a analise da camada funcional de separagao de
uma membrana de nanofiltragao.

[048] No método do feixe de pésitrons, a faixa de medigdo no
sentido da profundidade da superficie da amostra é regulada em fungao da
quantidade de energia do feixe de pésitrons incidente. Quando a energia é
aumentada, uma propor¢ao mais profunda a partir da superficie da amostra é
incluida na faixa de medi¢ao, porém a profundidade é dependente da densidade
da amostra. A fim de mensurar a camada funcional de separagao de uma
membrana de nanofiltragéo, quando um feixe de pésitron entra geralmente com
uma energia de cerca de 1 keV, uma faixa de cerca de 50 a 150 nm a partir da
superficie da amostra € mensurada. No caso de uma camada funcional de
separagao com uma espessura de cerca de 150 a 300 nm, a parte central da
camada funcional de separagao pode ser especificamente mensurada d maneira
seletiva.

[049] Um pdsitron e um elétron se ligam através de suas forgas
couldmbica mutua e geram positrénio Ps, que € um atomo neutro similar ao
hidrogénio. Ps tem para-positronio, p-Os; e orto-positrénio, 0-Ps, dependendo se
os spins dos elétrons e pdésitrons sao antiparalelos ou paralelos, ou similar, e o
para-positronio e o orto-positronio sao gerados na proporgao de 1:3 de acordo
com o teorema da estatistica de spin. Suas respectivas vidas médias sdo 125 ps

para o p-Ps e 140 ps para o 0-Ps. No entanto, em uma substancia em estado
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agregado, o 0-Ps é sobreposto com um elétron que é diferente daquele ao qual
esta vinculada, e tem uma maior probabilidade de provocar uma aniquilagao
denominada de aniquilagao “pick-off’. Como resultado, a duragdo média do o-Ps
é reduzida para poucos nanossegundos. A aniquilagdo do o-Ps de um material
isolante é causada pela sobreposi¢cao de um o0-Ps com a presenga de um elétron
sobre as paredes dos poros na substancia, e como o tamanho dos poros é
menor, a velocidade de aniquilagao é acelerada. Ou seja, o tempo de aniquilagéo
de um o0-Ps pode estar correlacionado com o diametro de poro de um material
isolante.

[050] O tempo de vida para a aniquilagdo T baseado na
aniquilagao “pick-off’ do o-Ps pode ser obtido em uma analise feita dividindo uma
curva do tempo de vida da aniquilagao do pdsitron medido pela espectroscopia
de vida média de pésitrons, em quatro componentes por um programa de
quadrados nao lineares, POSITRONFIT (os detalhes estdo descritos, por
exemplo, em P. Kirkegaard, et al. Computer Physic Communications, vol. 3, pag.
240, North Holland Publishing Company (1972)), especificamente a partir da
analise dos resultados para o quarto componente.

[051] O raio médio de poro R na camada funcional de separagao
da membrana de nanofiltragdo de acordo com a presente invengédo € um valor
determinado a partir da seguinte formula (1), usando o tempo de vida de
positrons x. A férmula (1) representa a relagéo, no caso de assumir que o o-Ps
esta presente em um poro com um raio R em uma camada de elétrons com uma
espessura de AR e AR é empiricamente determinada como sendo 0,166 nm (os
detalhes estdo descritos em Nakanishi, et al. Journal of Polymer Science: Part
B: Polymer Physics, vol. 27, pag. 1419, John Wiley Sons &, Incorporated (1989)).

EXPRESSAO 1

R 1 2xR
+ ""sen(

R+AR 2n R+AR

[Expressao 1] ¢ = 2[1-

]
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[052] ApOGs a expressao do desempenho de uma membrana de
separagao, o uso nao é feito apenas para as taxas de remog¢ao descritas
acima, mas também o desempenho da permeacgao, que esta em uma relagao
de escolha com as taxas de remogao. Por exemplo, em uma membrana de
separagao que possui uma taxa de remocgao equilibrada e um alto
desempenho de permeacgao, o tempo necessario para a operagao de
separacgao é encurtado, o que é preferivel. Na presente invengao, é utilizada
preferencialmente uma membrana de separag¢ao que exibe um desempenho
de permeacdo de 0,5 m3/m2d ou maior quando uma solugdo aquosa de
glicose de 500 ppm em pH 6,5 a 25 °C é permeado através dela a uma
pressao de operagao de 0,5 MPa. Uma membrana de separagao exibindo
um desempenho de permeacgéo de 0,7 m3/m2d ou mais é preferivel, pois a
operagao de separagao pode ser realizada em um periodo menor.

[053] Em relagao a membrana de separagao utilizada na
presente invengao, as membranas de separagao podem ser cuidadosamente
selecionadas e conectadas entre si para o uso de acordo com a
necessidade, a fim de controlar a qualidade da agua. No que diz respeito a
selecao e conexao das membranas de separagao, se pelo menos uma
membrana de separagao exibindo uma taxa de remogao da glicose e uma
taxa de remocgao de alcool isopropilico nos intervalos descritos acima é
usada, os inibidores da fermentagdo podem ser eficientemente removidos.
Por exemplo, em primeiro lugar, & aceitavel a realizagdo de um tratamento
grosseiro usando uma membrana de separagao que possui uma baixa taxa
de remocao de inibidores da fermentagao, mas que tem alto desempenho de
permeagao, e em seguida, realizar um tratamento para melhorar a qualidade
da agua, usando uma membrana de separagao possuindo baixo
desempenho de permeag¢ao, mas com uma alta taxa de remogao de

inibidores da fermentagédo. Tal selecdo e ligagdo das membranas de
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separacgao sao utilizadas com preferéncia nos casos em que a concentragao
de monossacarideo e/ou oligossacarideo de uma pentose e/ou hexose, bem
como a concentragao de inibidor da fermentagéao é baixa, pelo fato de que a
concentragao e a remogao do inibidor da fermentagao podem ser realizadas
simultaneamente.

[054] A forma da membrana de separagdo utilizada na
presente invengdo nado é especificamente limitada, contanto que a
membrana seja capaz de tratar uma biomassa a base de polissacarideo, e
pode ser selecionado para o uso de uma membrana de forma lisa, uma
membrana com forma de fibra oca, uma membrana de forma plissada
(pregueada), uma membrana de forma tubular, e similares. Sobretudo, um
assim chamado “componente do tipo espiral”, que é produzido pela
transformag¢ao de uma membrana lisa em uma forma de envolver, enrolando
a membrana em uma forma circungirada juntamente com varios membros,
como uma rede, é utilizado com preferéncia, porque a area da membrana
pode ser ampliada.

[055] A membrana de separagao pode ser eliminada a partir
de um ponto em que um inibidor da fermentagao é gerado, a um ponto onde
o inibidor da fermentagdo é transportado para as etapas que séao
prejudicadas pela presenga do inibidor da fermentagéo, tal como a etapa de
sacarificagao que utiliza uma enzima, e o processo de separagao, de modo
que o inibidor da fermentagdo possa ser removido na medida em que o
inibidor da fermentagéo néo prejudique os processos subsequentes. Além
disso, a fim de controlar a qualidade da agua, o método de fornecimento de
agua bruta para a membrana de separagao também pode ser desenvolvida
livremente, de modo que a taxa de recuperagao é modificada, ou uma parte

da agua bruta é distribuida. Por exemplo, o método de fornecimento também

Petigdo 870180124294, de 31/08/2018, pag. 40/62



27/45

pode ser modificado com base no tipo da biomassa a base de
polissacarideo.

[056] Como tal, o tratamento de uma biomassa a base de
polissacarideo com o uso de uma membrana de separagao tem um alto grau
de liberdade no projeto e, portanto, mesmo quando diferentes biomassas a
base de polissacarideo sao usadas como matérias-primas, o inibidor da
fermentagédo pode ser removido até que os inibidores da fermentagdo nao
prejudiquem o0s processos subsequentes.

[057] Além disso, a fim de remover um inibidor da fermentagao
a partir de uma solugdo contendo um monossacarideo e/ou um
oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose, usando uma membrana
de separagado que exibe uma taxa de remogao de glicose e uma taxa de
remogao de alcool isopropilico nos intervalos mencionados acima, o
monossacarideo e/ou oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose
estad mais concentrado do que o inibidor da fermentagao, e é recuperado a
partir do lado da solugdo salina. Ou seja, quando uma membrana de
separagao que exibe uma taxa de remogao da glicose e uma taxa de
remogao de alcool isopropilico nos intervalos descritos acima € usada, pode
ocorrer uma situagao em que a concentragcdo de monossacarideo e/ou um
oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose pode ser realizadas
simultaneamente, enquanto o inibidor da fermentagéao é removido. Assim, a
membrana de separagao pode ser usada de maneira adequada em uma
solugdao com baixa concentragdao de monossacarideo e/ou oligossacarideo
de uma pentose e/ou uma hexose. Como resultado, um método convencional
que exige duas etapas, sendo uma etapa para a concentragdo de um
monossacarideo e/ou oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose, e

uma etapa para a remog¢ao de um inibidor da fermentagdo, pode ser
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encurtado para uma unica etapa, ou o 6nus da etapa de concentragao pode
ser reduzido.

[058] A seguir, a presente invengao sera descrita por meio de
exemplos especificos, mas néo ha o intuito da presente invengao ser limitada
por esses exemplos.

EXEMPLOS

[059] As medi¢cdes nos Exemplos e Exemplos Comparativos
foram realizadas como segue. Além disso, as membranas de separagéo de A a
G usadas nos exemplos e exemplos comparativos foram produzidas da seguinte
forma.

[060] Nos Exemplos de 1 a 8 e Exemplos Comparativos 1 e 2, a
seguinte solugdo aquosa modelo foi elaborada e fornecida para as diferentes
membranas de separagao, a fim de avaliar se um inibidor da fermentagao pode
ser removido a partir de um monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma
pentose e/ou uma hexose. Ou seja, a glicose e a sacarose foram utilizadas como
monossacarideos e/ou oligossacarideo de uma pentose e/ou hexose, e furfural,
5-hidroximetilfurfural e vanilina foram usados como inibidores da fermentacao.
Uma solugdo aquosa modelo foi preparada pela dissolugdo de cada uma das
substancias em agua a uma concentragao de 500 ppm.

[061] No Exemplo 9, a glicose foi usada como monossacarideo
e/lou oligossacarideo de uma pentose e/ou hexose, e furfural, 5-
hidroximetilfurfural e vanilina foram usados como inibidores da fermentagao, a
fim de investigar o efeito da concentragao do inibidor da fermentagdo na taxa de
crescimento de um bacilo de célon e de uma levedura.

(TAXA DE REMOCAO DE ALcooL ISOPROPILICO)

[062] Uma avaliagéo foi feita comparando as concentragdes de
alcool isopropilico na agua de permeacgao e na agua da fonte, os quais foram

obtidos quando uma solugao de alcool isopropilico aquoso 500 ppm com pH
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ajustado para 6,5 e uma temperatura de 25 °C foi fornecida a uma membrana de
separagao a uma pressao de operagao de 0,5 MPa. De modo que o calculo foi
realizado pela seguinte férmula: taxa de remogéo de alcool isopropilico (%) =
100 x (1 - (concentragao de alcool isopropilico na agua permeada / concentragao
de alcool isopropilico na fonte de agua)). A concentragao de alcool isopropilico
foi determinada pela analise por cromatografia gasosa convencional.

(TAXA DE REMOGCAO DA GLICOSE)

[063] Uma avaliagéo foi feita comparando as concentragdes de
glicose na agua permeada e na agua da fonte de agua, os quais foram obtidos
quando uma solugao de glicose aquosa 500 ppm com pH ajustado para 6,5 e
uma temperatura de 25 °C foi fornecida a uma membrana de separagdao a uma
pressdao de operagao de 0,5 MPa. De modo que o calculo foi realizado pela
seguinte féormula: taxa de remogéao da glicose (%) = 100 x (1 - (concentragao de
glicose na agua permeada / concentragao de glicose na fonte de agua)).

[064] A concentragdo de glicose foi determinada através de um
refratdbmetro (RID-6A, fabricado pela Shimadzu Corp.)

(DESEMPENHO DA PERMEACAO)

[065] A quantidade de agua permeada (m?3) por unidade de tempo
(d) e unidade de area (m?), obtida quando uma solugdo aquosa de glicose 500
ppm com o pH ajustado para 6,5, a uma temperatura de 25 °C foi fornecida a
uma membrana de separagdao a uma pressao de operagao de 0.5 MPa, foi
mensurada e os resultados de permeagéo (m3/m2d) foram calculados.

(ESPECTROSCOPIA DE VIDA MEDIA DE POSITRONS DE ACORDO Com O METODO DO

FEIXE DE POSITRONS)

[066] A fim de realizar a espectroscopia de vida média de
positrons sem o tratamento especifico de separar a camada funcional de uma
membrana de separagao, a analise pode ser feita usando um método de feixe

de pésitrons da seguinte forma. Ou seja, uma amostra de medigao seca colocada
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sob pressao reduzida em temperatura ambiente e cortada em um tamanho de
1,5 cm x 1,5 cm, foi mensurada com o filme fino de forma correspondente com
um aparelho para mensurar o tempo de vida para a aniquilagao de pésitrons que
continha um aparato para a geragao de feixe de pésitrons (os detalhes do
aparelho estdo descritos, por exemplo, em: Radiation Physics and Chemistry,
vol. 68, pag. 603, Pergamon Press (2000)), com uma intensidade de feixe de 1
keV, no vacuo a temperatura ambiente, a um numero de contagem total de
5.000.000 por meio de um contador de cintilagao feito de difluoreto de bario,
utilizando um tubo fotomultiplicador. A interpretagcdo é realizada com o
POSITRONFIT. A partir do tempo de via médio T do quarto componente obtido
pela interpretagao, o raio médio de poro R, o volume médio de poro V, a
intensidade relativa |, e a quantidade de poros VxL pode ser analisada.

(PRODUCAO DE FILME DE SUPORTE DE POLISULFONA)

[067] O fiime de suporte de polisulfona utilizado na presente
invencgao foi produzido pela seguinte técnica. Um tecido nao-tecido imido de um
tecido misto de fibras de poliéster, possuindo respectivamente uma unica finura
de fio de 0,5 e 1,5 decitex, possuindo o tecido nao-tecido um tamanho de 30 cm
de comprimento e 20 cm de largura, uma permeabilidade ao ar de 0,7 cm3/cm?-
segundo e um diametro médio de poro de 7 um ou menos, foi fixado em uma
placa de vidro. Uma solugao de polissulfona em uma concentragao de 15% em
peso em solvente dimetilformamida (DMF) (2,5 Poise: 20 °C) foi adicionado
sobre o tecido nao-tecido molhado com uma espessura total de 200 um, e a
montagem foi imediatamente imersa em agua. Desse modo, um filme de suporte
de polissulfona foi obtido.

(PRODUCAO DA MEMBRANA DE SEPARACAO A)

[068] O filme de suporte de polisulfona foi imerso por 2 minutos
em uma solugao aquosa contendo 2,0% em peso de m-fenilenodiamina e

2,0% em peso de e-caprolactama e, em seguida, uma solugao preparada
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pela dissolugdao de cloreto de acido trimésico em decano a uma
concentragao de 0,1% em peso foi aplicada sobre este a uma proporg¢éao de
160 cm3/m?2. Em seguida, a solugéo excedente foi removida e, portanto, uma
membrana de separagéo foi obtida. A membrana de separagao obtida dessa
forma foi tratada por 2 minutos em temperatura ambiente com uma solugao
aquosa contendo 0,07% em peso do nitrito de s6dio e 0,1% em peso de
acido sulfarico concentrado, em seguida, foi imediatamente lavada com
agua, e foi armazenada em temperatura ambiente. Desse modo, uma
membrana de separagao A foi obtida.

(PRODUCAO DA MEMBRANA DE SEPARACAO B)

[069] 20,0 g de etanol e 10,8 g de glicerina foram adicionados
a um copo, e quando a mistura foi vigorosamente agitada, 20,0 g de tetra-n-
butoxititanio foi adicionado a mesma. Apés 5 minutos, enquanto o gel assim
obtido foi agitado com um bastéo de vidro, 6,0 g de amdnia aquosa 28% foi
adicionado a mesma. Depois que o gel se transformou em uma forma de
solugao turva, o gel foi novamente agitado por duas horas com um agitador.
A solugao turva assim obtida foi submetida a centrifugagao (2500 rpm, por 3
minutos). Sélidos de cor branca precipitados foram colocados novamente
em uma solugédo turva com o etanol, e a solugao turva foi submetida a
centrifugagao (2500 rpm, por 3 minutos). Os sdlidos brancos precipitados
foram recuperados. Os sélidos brancos assim obtidos foram secos sob
vacuo em temperatura normal, e foram adicionalmente secos em vacuo a
120 °C por 3 horas. Desse modo, um sélido branco em forma de pé foi obtido.

[070] O sdélido branco em forma de pd, assim obtido foi
preparado em uma solugéao diluida de acido cloridrico (sélido branco/agua/1
N de acido cloridrico = 1/5.5/3.5% em peso), e a solugao foi aplicada sobre
o filme de suporte de polisulfona. Goticulas de liquido na superficie foram

removidas soprando nitrogénio, e, em seguida, o conjunto foi seco por uma
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hora com um secador de ar quente a 90 °C. Desse modo, uma membrana
de separacgao B foi obtida.

(PRODUCAO DA MEMBRANA DE SEPARACAO C)

[071] O filme de suporte de polisulfona foi imerso por 2 minutos
em uma solugao aquosa contendo 2,0% em peso de m-fenilenodiamina e
2,0% em peso de e-caprolactama e, em seguida, uma solugao preparada
pela dissolugao de cloreto de acido trimésico em decano a uma
concentragao de 0,1% em peso foi aplicada sobre este a uma proporgao de
160 cm3¥m?2. Em seguida, a solugdo excedente foi removida e, portanto, uma
membrana de separagéo foi obtida. A membrana de separagao obtida dessa
forma foi tratada por 2 minutos em temperatura ambiente com uma solugao
aquosa contendo 0,07% em peso do nitrito de s6dio e 0,1% em peso de
acido sulfurico concentrado, em seguida, foi imediatamente lavada com
agua, e foi armazenada em temperatura ambiente. Desse modo, uma
membrana de separagao C foi obtida.

(PRODUCAO DA MEMBRANA DE SEPARACAO D)

[072] O filme de suporte de polisulfona foi imerso por 2 minutos
em uma solugao aquosa contendo 2,0% em peso de m-fenilenodiamina e
2,0% em peso de e-caprolactama e, em seguida, uma solugao preparada
pela dissolugao de cloreto de acido trimésico em decano a uma
concentragao de 0,1% em peso foi aplicada sobre este a uma proporg¢éao de
160 cm3/m?2. Em seguida, a solugéo excedente foi removida e, portanto, uma
membrana de separagéao foi obtida. A membrana de separagao obtida dessa
forma foi tratada por 60 minutos em temperatura ambiente com uma solugao
aquosa contendo 0,07% em peso do nitrito de s6dio e 0,1% em peso de
acido sulfurico concentrado, em seguida, foi imediatamente lavada com
agua, e foi armazenada em temperatura ambiente. Desse modo, uma

membrana de separag¢ao D foi obtida.
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(PRODUCAO DA MEMBRANA DE SEPARAGAO E)

[073] O filme de suporte de polisulfona foi imerso por 1 minuto em
uma solugdo aquosa contendo 2,0% em peso de m-fenilenodiamina e, em
seguida, uma solugao preparada pela dissolugao de cloreto de acido trimésico
em decano a uma concentragao de 0,1% em peso foi aplicada sobre este a uma
proporgdo de 160 cm3m?2. Entdo, o excesso de solugdo foi removido, e o
conjunto foi imerso em uma solugéo aquosa de carbonato de sédio 0,2% em
peso por 5 minutos. A membrana de separagao obtida dessa forma foi tratada
por 2 minutos em uma solugao aquosa de peroxisulfato de potassio ajustada a
uma concentragao de 1,0% em peso e pH 6,0, em seguida, foi imediatamente
lavada com agua, e foi armazenada em temperatura ambiente. Desse modo,
uma membrana de separagao E foi obtida.

(PRODUCAO DA MEMBRANA DE SEPARACAO F)

[074] O filme de suporte de polisulfona foi revestido com uma
solugao aquosa contendo 1,0% em peso de piperazina, 0,2% em peso de 1,3-
bis (4-piperidil)-propano, 0,5% em peso de sulfato dodecil de sddio e 1,0% em
peso de fosfato trissédico, e foi seco ao ar em temperatura ambiente por 2
minutos. Posteriormente, uma solugdo preparada pela dissolugao de uma
mistura de cloreto de acido isoftalico e cloreto de acido trimésico (relagdo de
peso de 2:1) em decano a 1,0% em peso foi aplicada sobre este a uma proporgéo
de 160 cm3/m?, e o conjunto foi tratado termicamente por 5 minutos com o ar
quente a 100 °C. O conjunto foi, em seguida, imediatamente lavado com agua e
foi armazenado em temperatura ambiente. Desse modo, uma membrana de
separacgao F foi obtida.

(PRODUCAO DA MEMBRANA DE SEPARACAO G)

[075] O filme de suporte de polisulfona foi revestido com uma
solugdo aquosa contendo 1,0% em peso de piperazina, 0,2% em peso de 1,3-

bis (4-piperidil)-propano, 2,0% em peso de sulfato dodecil de sodio e 1,0% em

Petigdo 870180124294, de 31/08/2018, pag. 47/62



34/45

peso de fosfato trissédico, e foi seco com ar quente a 80°C por 30 segundos.
Posteriormente, uma solugao preparada pela dissolugdo de uma mistura de
cloreto de acido isoftalico e cloreto de acido trimésico (relagédo de peso de 1:1)
em decano a 0,5% em peso foi aplicada sobre esta a uma proporgao de 160
cm3/m?, e o conjunto foi tratado por aquecimento por 5 minutos com o ar quente
a 100 °C. O conjunto foi, em seguida, imediatamente lavado com agua e foi
armazenado em temperatura ambiente. Desse modo, uma membrana de
separagao G foi obtida.
EXEMPLO 1

[076] Uma UTC-60 (membrana de nanofiltragcdo (NF) de
poliamida reticulada fabricada pela Toray Industries, Inc.) foi utilizada como
membrana de separagao para avaliar a taxa de remog¢ao do alcool isopropilico,
a taxa de remogéao da glicose, e o desempenho da permeagéo. A UTC-60 teve
uma taxa de remogéao de alcool isopropilico de 35%, uma taxa de remogao de
glicose de 95%, e um desempenho de permeagao de 1,1 m3m?d, e a diferenga
entre a taxa de remogao da glicose e a taxa de remogao de alcool isopropilico
foi de 60%. Além disso, o raio médio de poros da UTC-60, mensurado por
espectroscopia de vida média de pésitrons foi de 2,5 nm a 3,5 nm.

[077] Uma solugao aquosa modelo ajustada a uma temperatura
de 25 °C e em pH 6,5 foi fornecida a uma pressao de operagao de 0,5 MPa, e as
concentragdes de glicose, concentragéo de sacarose, concentragdes de furfural,
concentragdes de 5-hidroximetilfurfural e concentragdes de vanilina da agua
permeada e da agua da fonte de agua foram mensuradas usando um
refratbmetro (RID-6A, fabricado pela Shimadzu Corp) ou um absorcidmetro
ultravioleta-visivel (UV VISIBLE SPECTROPHOTOMETER 2450, fabricado pela
Shimadzu Corp), e as respectivas taxas de remogao foram determinadas. Os
resultados estao resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto na Tabela 1, uma

vez que a UTC-60 teve altas taxas de remogao de glicose e sacarose, e baixas
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taxas de remogao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina, verificou-se que a
membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagédo a partir de um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou hexose.
EXEMPLO 2

[078] A operacéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a UTC-20 (membrana de nanofiltragdo (NF) de poliamida
reticulada fabricada pela Toray Industries, Inc.) foi utilizada como membrana de
separagao. A UTC-20 teve uma taxa de remogéao de alcool isopropilico de 30%,
uma taxa de remocéao de glicose de 84%, e um desempenho de permeacgao de
0,8 m¥m?2d, e a diferenga entre a taxa de remogao da glicose e a taxa de remogao
de alcool isopropilico foi de 54%. Além disso, o raio médio de poros da UTC-20,
mensurado por espectroscopia de vida média de pdsitrons foi de 3,5 nm a 4,0
nm.

[079] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, uma vez que a UTC-20 teve altas taxas de remogao de glicose e
sacarose, e baixas taxas de remog¢ao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina,
verificou-se que a membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagao
a partir de um monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou
uma hexose.

EXEMPLO 3

[080] A operacéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a membrana de separagao A foi usada como uma membrana de
separagao. A membrana de separagao A teve uma taxa de remogao de alcool
isopropilico de 70%, uma taxa de remogédo de glicose de 99,5%, e um
desempenho de permeacdo de 1,3 m3m2d, e a diferenca entre a taxa de
remocgao da glicose e a taxa de remogao de alcool isopropilico foi de 29,5%.

Além disso, o raio médio de poros da membrana de separagédo A, conforme
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mensurado por espectroscopia de vida média de pdésitrons foi de 0,8 nm a 1,0
nm.

[081] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, a membrana de separagao A apresentou alta taxa de remogao de
glicose e sacarose, e verificou-se que nado havia quase nenhuma saida da
glicose e sacarose para o lado da permeagao. Por outro lado, uma vez que as
taxas de remocgao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina foram menores em
comparagao com a taxa de remogao da glicose e sacarose, verificou-se que a
membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagédo a partir de um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose.

EXEMPLO 4

[082] A operacgéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a membrana de separagéo C foi usada como uma membrana de
separagao. A membrana de separagao C teve uma taxa de remogao de alcool
isopropilico de 62%, uma taxa de remogao de glicose de 99%, e um desempenho
de permeagcio de 1,6 m3¥m?d, e a diferenga entre a taxa de remogao da glicose
e a taxa de remocgao de alcool isopropilico foi de 37%. Além disso, o raio médio
de poros da membrana de separagdo C, conforme mensurado por
espectroscopia de vida média de pésitrons foi de 1,0 nm a 1,5 nm.

[083] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, a membrana de separagao C apresentou alta taxa de remogao de
glicose e sacarose, e verificou-se que nao havia quase nenhuma saida da
glicose e sacarose para o lado da permeagao. Por outro lado, uma vez que as
taxas de remocgao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina foram menores em

comparagao com a taxa de remogao da glicose e sacarose, verificou-se que a
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membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagédo a partir de um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose.
EXEMPLO §

[084] A operacgéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a membrana de separagéo D foi usada como uma membrana de
separagao. A membrana de separagao D teve uma taxa de remogéao de alcool
isopropilico de 60%, uma taxa de remogédo de glicose de 98,5%, e um
desempenho de permeagido de 1,7 m3/m2d, e a diferenga entre a taxa de
remocgao da glicose e a taxa de remogao de alcool isopropilico foi de 38,5%.
Além disso, o raio médio de poros da membrana de separagao D, conforme
mensurado por espectroscopia de vida média de pdsitrons foi de 1.0 nm a 1,7
nm.

[085] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, a membrana de separagao D apresentou alta taxa de remogao de
glicose e sacarose, e verificou-se que nado havia quase nenhuma saida da
glicose e sacarose para o lado da permeagao. Por outro lado, uma vez que as
taxas de remocao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina foram menores em
comparagéao com a taxa de remogao da glicose e sacarose, verificou-se que a
membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagédo a partir de um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose.

EXEMPLO 6

[086] A operacéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a membrana de separagao E foi usada como uma membrana de
separagao. A membrana de separagao E teve uma taxa de remogao de alcool
isopropilico de 75%, uma taxa de remogao de glicose de 98%, e um desempenho
de permeagio de 0,9 m3/m?d, e a diferenga entre a taxa de remogao da glicose

e a taxa de remocgao de alcool isopropilico foi de 23%. Além disso, o raio médio
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de poros da membrana de separagdo E, conforme mensurado por
espectroscopia de vida média de pésitrons foi de 0,8 nm a 1,5 nm.

[087] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, a membrana de separagao E apresentou alta taxa de remogao de
glicose e sacarose, e verificou-se que nado havia quase nenhuma saida da
glicose e sacarose para o lado da permeagao. Por outro lado, uma vez que as
taxas de remocgao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina foram menores em
comparagao com a taxa de remogao da glicose e sacarose, verificou-se que a
membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagédo a partir de um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose.

EXEMPLO 7

[088] A operacéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a membrana de separagao F foi usada como uma membrana de
separagao. A membrana de separagao F teve uma taxa de remogao de alcool
isopropilico de 32%, uma taxa de remogao de glicose de 90%, e um desempenho
de permeagcio de 1,5 m3m?d, e a diferenga entre a taxa de remogao da glicose
e a taxa de remocgao de alcool isopropilico foi de 58%. Além disso, o raio médio
de poros da membrana de separagdo F, conforme mensurado por
espectroscopia de vida média de pésitrons foi de 2,5 nm a 3,5 nm.

[089] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, a membrana de separagao F apresentou alta taxa de remogao de
glicose e sacarose, e verificou-se que nado havia quase nenhuma saida da
glicose e sacarose para o lado da permeagao. Por outro lado, uma vez que as
taxas de remocgao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina foram menores em

comparagao com a taxa de remogao da glicose e sacarose, verificou-se que a
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membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagao a partir de um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose.
EXEMPLO 8

[090] A operacéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a membrana de separagao G foi usada como uma membrana de
separagcdo. A membrana de separagado G teve uma taxa de remogao de alcool
isopropilico de 36%, uma taxa de remogao de glicose de 95%, e um desempenho
de permeagio de 1,3 m3m?d, e a diferenga entre a taxa de remogao da glicose
e a taxa de remocgao de alcool isopropilico foi de 59%. Além disso, o raio médio
de poros da membrana de separagdo G, conforme mensurado por
espectroscopia de vida média de pésitrons foi de 2,5 nm a 3,5 nm.

[091] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, a membrana de separagédo G apresentou alta taxa de remog¢ao de
glicose e sacarose, e verificou-se que nao havia quase nenhuma saida da
glicose e sacarose para o lado da permeagao. Por outro lado, uma vez que as
taxas de remocgao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina foram menores em
comparagao com a taxa de remogao da glicose e sacarose, verificou-se que a
membrana foi capaz de remover os inibidores da fermentagédo a partir de um
monossacarideo e/ou um oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose.

EXEMPLO COMPARATIVO 1

[092] A operacgéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a UTC-70U (membrana de osmose reversa (RO) de poliamida
reticulada fabricada pela Toray Industries, Inc.) foi utilizada como membrana de
separagdo. A UTC-70U teve uma taxa de remogao de alcool isopropilico de
96,2%, uma taxa de remogdo de glicose de 99,9%, e um desempenho de
permeacao de 0,7 m3/m2d, e a diferenga entre a taxa de remogéo da glicose e a

taxa de remogao de alcool isopropilico foi de 3,7%. Além disso, o raio médio de
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poros da UTC-70U, mensurado por espectroscopia de vida média de pdsitrons
foi de 0,25 nm a 0,35 nm.

[093] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugdo aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser
observado na Tabela 1, a UTC-70U teve alta taxa de remogao de glicose e
sacarose, porém as taxas de remog¢ao de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina
também estavam elevadas. Portanto, verificou-se que é dificil para a membrana
remover inibidores da fermentagdo a partir de um monossacarideo e/ou um
oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose.

EXEMPLO COMPARATIVO 2

[094] A operacéo foi realizada da mesma forma como no Exemplo
1, exceto que a membrana de separagao B foi usada como uma membrana de
separagao. A membrana de separagao B teve uma taxa de remogao de alcool
isopropilico de 1%, uma taxa de remocao de glicose de 29%, e um desempenho
de permeagio de 2,0 m3m?d, e a diferenga entre a taxa de remogao da glicose
e a taxa de remocao de alcool isopropilico foi de 28%. Além disso, provavelmente
porque o diametro dos poros da membrana de separagao de B era muito grande,
o raio médio de poros da membrana de separagao de B nao pode ser mensurado
por espectroscopia de vida média de pdsitrons.

[095] Além disso, os resultados da avaliagao realizada utilizando
a solugao aquosa modelo, estdo resumidos na Tabela 1. Como pode ser visto
na Tabela 1, uma vez que a membrana de separagao B teve baixa taxa de
remogao de glicose e sacarose, verificou-se que um monossacarideo e/ou um
oligossacarideo de uma pentose e/ou uma hexose fluiu por esta.

EXEMPLO 9

[096] Um componente do tipo espiral SU-620 (fabricado pela

Toray Industries, Inc., com area de membrana de 28 m?) contendo a UTC-60

usada no Exemplo 1 como membrana de separagao, foi adquirido, e este

Petigdo 870180124294, de 31/08/2018, pag. 54/62



41/45

componente do tipo espiral SU-620 foi usado para tratar 100 L de uma solugao
(1), contendo 1,0% em peso de glicose, 1000 ppm de furfural, 1000 ppm de 5-
hidroximetilfurfural e 1000 ppm de vanilina a uma taxa de recuperacao de 60%.
Como resultado, 40 L de uma solugéo (2), contendo 2,4% em peso de glicose,
1150 ppm de furfural, 1.200 ppm de 5-hidroximetilfurfural e 1150 ppm de vanilina
foi obtida. A agua foi adicionada a solugdo (2) para ajustar a concentragao de
glicose para 1,0% em peso e, portanto, uma solugao (3) contendo 480 ppm de
furfural, 500 ppm do 5-hidroximetilfurfural e 480 ppm de vanilina foi obtida.

[097] A solugao (3) foi tratada novamente usando o SU-620 a uma
taxa de recuperacgao de 60%, e, como resultado, uma solugao (4), contendo 2,4%
em peso de glicose, 550 ppm de furfural, 600 ppm de 5-hidroximetilfurfural e 550
ppm de vanilina foi obtida. A agua foi adicionada a solugéo (4) para ajustar a
concentragao de glicose para 1,0% em peso e, assim, uma solugao (5) contendo
230 ppm de furfural, 250 ppm do 5-hidroximetilfurfural e 230 ppm de vanilina foi
obtida.

[098] A solugéo (5) foi adicionalmente tratada usando o SU-620 a
uma taxa de recuperagao de 60%, e, como resultado, uma solugao (6), contendo
2,4% em peso de glicose, 290 ppm de furfural, 310 ppm de 5-hidroximetilfurfural
e 290 ppm de vanilina foi obtida. A agua foi adicionada a solugéao (6) para ajustar
a concentragdo de glicose para 1,0% em peso e, assim, uma solugao (7)
contendo 120 ppm de furfural, 130 ppm do 5-hidroximetilfurfural e 120 ppm de
vanilina foi obtida.

[099] Uma solugao (0) que continha apenas 1,0% em peso de
glicose e nao continha furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina foi preparada.

[0100] A razao para ajustar a concentragao de glicose de cada
solugcao para 1,0% em peso foi para avaliar as taxas de crescimento do bacilo
de célon e da levedura que sera descrita a seguir, a uma concentragao

equivalente de glicose.
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[0101] As medicbes das concentragdes de glicose, furfural, 5-
hidroximetilfurfural e vanilina foram realizadas utilizando cromatografia liquida de
alto desempenho. Ou seja, uma unidade de transporte de liquido por
cromatografia liquida (LC-10AD, fabricado pela Shimadzu Corp) foi usada, e uma
coluna de fase reversa disponivel comercialmente (coluna ODS) e uma coluna
de separagao de agucar disponivel comercialmente (CAPCELL PAK NH2SG)
foram utilizadas para realizar a separagao. As respectivas concentragoées foram
mensuradas utilizando um refratdmetro (RID-6A, fabricado pela Shimadzu Corp)
ou um absorcidmetro ultravioleta-visivel (SPD-10A, fabricado pela Shimadzu
Corp) como detectores.

[0102] As solugbes (0), (1), (3) e (7) foram utilizadas como
substrato, e as taxas de crescimento do bacilo de célon e das leveduras foram
avaliadas. Desse modo, o efeito das concentracbes de furfural, 5-
hidroximetilfurfural e vanilina sobre a fermentacgao foi investigada.

[0103] As taxas de crescimento do bacilo de célon e leveduras
foram avaliadas pelo seguinte método.

[0104] O bacilo de célon (Escherichia coli W3110) e as leveduras
(Saccharomyces cerevisiae NBRC2260) foram utilizados como microorganismos
sob investigagado. O bacilo de célon e a levedura foram submetidos a cultura
agitada (cultura geral) a 30 °C por 24 horas, com meio LB (triptona 1%, extrato
de levedura 0,5% e cloreto de sédio 1%) para o bacilo de célon e em meio YPD
( 2% de triptona, 1% de extrato de levedura e 2% de glicose) para a levedura.
Como meio de avaliagédo, os meios de avaliagéo (0), (1), (3) e (7) foram
preparados pela adi¢cao de efluente de milho para as solugdes (0), (1), (3) e (7)
para se obter uma concentragao final de 5%, e ajustando as solugées para o pH
7. Para cada 50 mL desses meios de avaliagao ((0), (1), (3) e (7)), 3 ml de
efluente da cultura obtida apds a cultura total foi adicionado, e as misturas foram

submetidas a cultura sob agitagdo a 30 °C por 24 horas. O crescimento da
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quantidade do bacilo de célon e da levedura apdés 24 horas de cultura foi
calculado medindo a absorbancia a 600 nm (valor ODsoo). Enquanto o valor
ODeoo do bacilo de célon ou da levedura apos 24 horas no meio de avaliagao (0)
foi obtido como 100, as respectivas taxas de crescimento no meio de avaliagao
(1), (3) e (7) estao resumidas na Tabela 2.

[0105] Particularmente, o meio de avaliagdo (7), contendo
concentragdes de 120 a 130 ppm de furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina,
apresentaram taxas de crescimento do bacilo de célon e da levedura quase
iguais as taxas de crescimento obtidas no meio de avaliagao (0), que nao contém
furfural, 5-hidroximetilfurfural e vanilina, e, portanto, um efeito notavel de

remogao dos inibidores da fermentagéao foi observado.

TABELA 1-1
Exer1nplo Exerznplo Exemplo 3 Exemplo 4 Exemplo 5
N = Membrana de | Membrana de | Membrana de
Tipo de Membrana de Separagao UTC-60 UTC-20 Separagao A | Separagao C | Separagao D
Taxa de remogao de alcool isopropilico (%) 35 30 70 62 60
Taxa de remogao de glicose (%) 95 84 99,5 99 98,5
Taxa de remogao de glicose (%) - taxa de
remogao de alcool isopropilico ?I%) 60 54 29,5 37 38,5
Desempenho de permeag&o (m¥m?d) 1,1 0,8 1,3 1,6 1,7
Taxa de remogao de glicose (%) 92 80 99 98,5 97
Taxa de remogao da sacarose (%) 99 88 99,9 99,9 99
Solucao 5
aquosa Taxa de remogao de furfural (%) 9 10 90 83 80
modelo Taxa de remogao de 5
hidroximetitfurfural (%) 13 12 93 89 86
Taxa de remogao da vanilina (%) 10 10 90 84 82
Raio médio de poros com base no método
de mensuragao por espectroscopia de vida 2,5-3,5 3,54,0 0,8-1,0 1,0-1,5 1,0-1,7
média de pésitrons (nm)
TABELA 1-2
Exemplo Exemplo
Exemplo 6 | Exemplo 7 | Exemplo 8
Comparativo 1 Comparativo 2
Membrana | Membrana | Membrana
de de de Membrana de
Tipo de Membrana de Separagao UTC-70U
Separagao | Separagao | Separagao Separagao B
E F G
Taxa de remogao de alcool
75 32 36 96,2 1
isopropilico (%)
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Exemplo Exemplo
Exemplo 6 | Exemplo 7 | Exemplo 8
Comparativo 1 Comparativo 2
Taxa de remogao de glicose (%) 98 90 95 99,9 29
Taxa de remogao de Glicose (%) -
taxa de remogao de alcool 23 58 59 3,7 28
isopropilico (%)
Desempenho de permeagao
0,9 1,5 1,3 0,7 2
(m¥m?2d)
Taxa de remogao de
97 87 89 99,9 28
glicose (%)
Taxa de remogao da
99 95 97 99,9 33
sacarose (%)
Solugao
Taxa de remogao de
aquosa 86 7 8 99,9 0
furfural (%)
modelo
Taxa de remogao de 5-
90 8 10 99,9 0
hidroximetilfurfural (%)
Taxa de remogao da
90 8 1 99,9 0
vanilina (%)
Raio médio de poros com base no
método de mensuragao por
0,8-1,5 2,5-35 2,5-3,5 0,25-0,35 Nao mensuravel
espectroscopia de vida média de
positrons (nm)
TABELA 2
Meio de Avaliagao 1) (3) (7) (0)
Solugéo (1) | @) (7) (0)
Concentragéo de Glicose (% em peso) 1,0 1,0 1,0 1,0
Concentragéao de furfural (ppm) 1000 | 480 120 0
Concentragéo de 5-hidroximetilfurfural (ppm) | 1000 | 500 130 0
Concentragdo de vanilina (ppm) 1000 | 480 120 0
Taxa de crescimento do bacilo de célon (-) 5 18 92 100
Taxa de crescimento da levedura (-) 23 62 96 100

APLICABILIDADE INDUSTRIAL

[0106] O método de produgdo de um composto proveniente de

uma biomassa a base de polissacarideo da presente invengao pode ser

adequadamente utilizado quando sacarideos sao produzidos pelo uso de uma
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biomassa a base de polissacarideo como matéria-prima, e quando os sacarideos

assim obtidos sao convertidos em produtos quimicos pela fermentacgéao.
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REIVINDICACOES

1. METODO PARA REMOVER INIBIDORES DE
FERMENTACAO DE UMA BIOMASSA A BASE DE POLISSACARIDEOS,
caracterizado por compreender:

pelo menos uma etapa de sacarificagdo que produz uma solugao
de agucar contendo 1) um monossacarideo e um oligossacarideo ou 2) um
monossacarideo ou 3) um oligossacarideo a partir de um produto que pode ser
obtido pela hidrélise da biomassa a base de polissacarideos;

uma etapa de fermentagdo que fermenta a solugdo de agucar
contendo 1) o monossacarideo e oligossacarideo ou 2) o monossacarideo ou 3)
o oligossacarideo proveniente da biomassa a base de polissacarideos; e

uma etapa de tratamento que remove um inibidor da fermentagao
selecionado do grupo que consiste em furfural, 5-hidroximetilfurfural, vanilina,
guaiacol, acido acético e acido férmico com o uso de uma membrana de
nanofiltragdo compreendendo pelo menos uma selecionada dentre o grupo que
consiste em uma membrana de nanofiltracdo de poliéster, uma membrana de
nanofiltragéo de polimero de vinil, uma membrana de nanofiltragédo de acetato
de celulose e uma membrana de filtragao de poliamida, que possui uma taxa de
remogao da glicose e uma taxa de remog¢ao de alcool isopropilico que satisfazem
simultaneamente as relagdes (1) e (Il), quando uma solugdo aquosa de glicose
de 0,5 kg/m3 (500 ppm) em pH 6,5 a 25°C e uma solugdo aquosa de alcool
isopropilico de 0,5 kg/m3 (500 ppm) em pH 6,5 a 25°C sio, respectivamente,
permeadas através da membrana a uma pressao de operagao de 0,5 MPa, em
uma etapa anterior a etapa de fermentagao:

() Taxa de remogéo da glicose = 80%,

(I) Taxa de remogao de glicose - taxa de remogao de alcool
isopropilico 2 20%.

2. METODO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
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pelo tratamento para a remo¢ao de um inibidor de fermentagdo com o uso de
uma membrana de nanofiltragao permitir a remog¢ao do inibidor de fermentagao
e a concomitante concentragao de qualquer um entre celulose, hemicelulose,
monossacarideo e/ou oligossacarideo.

3. METODO, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
por um tratamento adicional para a concentragao do composto com o uso de
uma membrana de osmose reversa poder ser realizado apds o tratamento para
remogcao de um inibidor de fermentagdo com o uso de uma membrana de
nanofiltracéo, e antes da etapa de fermentacao.

4, METODO, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado
pelo tratamento para a remo¢ao de um inibidor de fermentagdo com o uso de
uma membrana de nanofiltragido ser realizado uma ou mais vezes de modo a
obter um teor do inibidor de fermentagdo na solugdo de agucar obtida
imediatamente antes da etapa de fermentagao na faixa de 500 ppm ou menos.

5. METODO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pela membrana de nanofiltragdo possuir poros com um raio médio de poro
medido por espectroscopia de vida média de pésitrons de 0,8 nm a 4,0 nm.

6. METODO, de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado

pelo raio médio de poro ser de 2,5 nm a 4,0 nm.
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