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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"LINHAGEM DE LEVEDURA MODIFICADA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE, SEU METODO DE OBTENCAO E METODO DE
PRODUCAO DE ETANOL USANDO A MESMA".

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencao refere-se a uma linhagem de levedura
modificada Saccharomyces cerevisiae Devleela-1 depositada na IDA,
Microbial Culture Collection, Puna, india, tendo um nimero de acesso
MCC 0069 e um método de producéo de grande quantidade de etanol
em temperatura alta pela linhagem de levedura modificada. Mais
especificamente, a linhagem de levedura modificada Saccharomyces
cerevisiae produz etanol em uma faixa de temperatura de 25° C a 44°C
em concentragdo alta. A linhagem de levedura modificada é
osmotolerante, tolerante a etanol, termotolerante e autofloculante.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] A deplecdo de recursos de combustivel fossil criou uma
situacdo para a demanda continua e crescente por energia renovavel.
Uma das fontes mais comuns de combustivel € o etanol, que é
misturado com petréleo. O etanol € usado por outras industrias também,
desta maneira ha uma crescente demanda por etanol. Existem varios
métodos onde ou material de planta inteira ou grao inteiro é convertido
em amido, que seria separado da fonte original ou o amido é
diretamente convertido em acucar antes da fermentacdo. Existem
também métodos onde melaco ou suco da cana-de-aclcar, melaco da
raiz de beterraba € usado para fermentacdo para produzir etanol.
Fermentacdo € entdo realizada usando diferentes linhagens de
levedura. Em qualquer caso, é importante ter uma linhagem de levedura
que possa produzir quantidade grande de etanol no menor tempo
possivel.

[003] Apos fermentacdo, etanol € destilado, purificado,
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concentrado e desidratado antes de ser usado ou como etanol
combustivel ou como etanol potavel ou para outras aplicacdes
industriais. Desta maneira, quanto maior a concentracao de etanol no
caldo de fermentac&o, menor serd o custo de processamento a jusante.
Uma boa recuperacéo apés fermentacdo também reduz a quantidade
de afluente necesséria ser processada antes da sua liberacdo para o
ambiente. Desta maneira, uma boa linhagem comercial de levedura
deveria produzir concentracao alta de etanol razao pela qual ela deveria
ser capaz de crescer em alta concentracdo de acucar (osmotolerante),
na presenca de alta concentracao de etanol (tolerante a etanol), em alta
temperatura  (termotolerante) e deveria ser autofloculante.
Termotolerancia de linhagem de levedura é uma das propriedades mais
desejaveis de qualquer linhagem de levedura comercial/industrial uma
vez que a canas-de-agucar crescendo em regides em todo o mundo tém
estacao longa de temperatura ambiental alta, desta maneira, ter uma
linhagem de levedura que produza concentracéo alta de etanol em
temperatura alta sera um fato de grande importancia para a industria de
etanol.

[004] Autofloculacdo € uma propriedade desejavel de levedura
para fermentacdo de etanol. Floculacdo significa que uma vez a
fermentacéo ou agitacdo tendo terminado, a maior parte da populacéo
de micrébio se depositard no fundo. Desta maneira, autofloculacéo
ajuda durante o processo de destilacdo. Se a linhagem nao acumular
no fundo, entdo ela tende a bloquear a coluna de destilacao.

[005] Ha varios fatores de estresse sinérgico envolvidos em
producdo de etanol usando levedura. A levedura cresce em faixa de
temperatura otima de 25°C-32°C. Acima desta faixa de temperatura ha
uma depressdao em fermentacdo. Temperatura alta causa uma
diminuicdo em viabilidade celular, bem como mudancas em mitocondria

e fluidez da membrana plasmatica e ela também aumenta a
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sensibilidade da levedura a &cidos lactico e acético, o que causa
rendimentos de etanol menores. Ainda, grande quantidade de etanol
pode causar mudancas metabdlicas importantes em leveduras tais
como inibicdo de ATPase, desnaturagdo de varias enzimas glicoliticas
e mudancas na parede celular.

[006] Os processos em producao de etanol envolvem o uso de
melaco e suco de cana-de-acucar ou outra fonte de agUcares tais como
materiais de planta ou grdos, sua moagem ou Umidos ou sdlidos,
conversdo do amido e outro material lignocelulésico dessas matérias-
primas em acucar e entdo uso de linhagem de levedura para converter
acucares em etanol através do processo de fermentacdo em
temperatura ambiente é bem documentado na literatura. No entanto, ha
desafios envolvidos em temperatura alta.

[007] Séo feitos esforcos por todos os versados na técnica para
aperfeicoar o processo de fermentacdo de etanol ao aperfeicoar as
propriedades de linhagem de levedura a ser usada e algumas vezes
modificando o processo de fermentacdo (Benjaphokee e outros, 2012,
N. Biotechnol. 29(3)379-386; Lu e outros, 2012, J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 39(1) 73-80; Morimura e outros, 1997, J. Fermen. Bioeng.
83(3) 271-274; Banat e outros, 1992, W. J. Microbiol Biotechnol.
8(3)259-263). E estimado que menos de 1% de aumento em rendimento
de etanol gere um valor comercial de 100 milhdes de dblares
anualmente para a indastria do etanol. O artigo intitulado "Effects of
fermentation temperatura on the strain population of Saccharomyces
cerevisiae" de Torija, M. J., International Journal of Food Microbiology,
2003, Jan 15; 80(1): 47-53 relata que a viabilidade de células de
levedura diminuiu em temperatura alta, especialmente a 35° C. E
também relatado que rendimento de alcool € menor em temperatura alta
devido a efeito inibidor de etanol em temperatura alta.

[008] A Patente CN 103232948 B descreve uma linhagem de

Peticéo 870200056288, de 07/05/2020, pag. 10/51



4/34

Saccharomyces cerevisiae resistente a temperatura alta e métodos de
cultivo. O documento citado descreve rendimento de etanol de 3,9%
(v/v) em temperatura alta de 38°C. Ainda, ela descreve rendimento de
etanol de 12,2% (v/v) em temperatura alta de 40°C. O WO 2014/170330
descreve alelos de levedura envolvidos em capacidade maxima de
acumulo de alcool e tolerancia a niveis de alcool altos.

[009] A EP2837698A1 descreve linhagem de Saccharomyces
cerevisiae tendo tolerancia a etanol em concentracdes entre 14% (v/v)
— 16% (v/v). Esta linhagem pode ser usada em producgao de alimento
através de fermentacédo (incluindo bebidas), preferivelmente obtida por
fermentacbes de mostos tal como vinho, cerveja ou cidra. A
fermentacdo é conduzida em uma temperatura na faixa de a partir de
16° C a 28° C.

[0010] O WO 2014180820 A2 descreve célula de levedura que é
geneticamente modificada tendo uma osmotolerancia de 0,5 OsM ou
mais.

[0011] Desta maneira, ha uma necessidade na técnica de
desenvolver uma linhagem de levedura modificada produzindo grande
quantidade de etanol tendo propriedades tais como termotolerancia,
osmotolerancia, tolerdncia a etanol, que autoflocula. O método
aperfeicoado para producédo de etanol provendo concentragao alta de
etanol tem vantagens econdmicas, ambientais e industriais
significantes.

OBJETIVOS DA INVENCAO

[0012] O principal objetivo da presente invencdo € prover uma
linhagem de levedura modificada Saccharomyces cerevisiae tendo
namero de acesso MCC 0069 e tendo propriedades tais como
termotolerancia, osmotolerancia, tolerancia a etanol e autofloculagéo.
[0013] Um outro objetivo da presente invencgao € prover um metodo

para producao de etanol por linhagem de levedura modificada.
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[0014] Ainda um outro objetivo da presente invencdo é prover um
meétodo para obtencéo de linhagem de levedura modificada.

[0015] Ainda um outro objetivo da presente invencéo é prover um
método para producdo de etanol a ser usado como combustivel,
solvente, etanol potavel ou para aplicacéo industrial.

SUMARIO DA INVENCAO

[0016] A presente invencdo prové uma linhagem de levedura
modificada Saccharomyces cerevisiae tendo um numero de acesso
MCC 0069 e tendo propriedades de termotolerancia, osmotolerancia,
tolerancia a etanol e autofloculacdo. Em uma modalidade da presente
invencado, a linhagem de levedura modificada tendo um numero de
acesso MCC 0069 é naturalmente selecionada e exposta a UV.

[0017] Uma modalidade da invencdo também inclui métodos de
utilizacdo da linhagem modificada de levedura Saccharomyces
cerevisiae para produzir grande quantidade de etanol.

[0018] Em uma outra modalidade da invencdo, a linhagem de
levedura modificada é termotolerante.

[0019] Em uma modalidade adicional da invencéo, a linhagem de
levedura modificada € osmotolerante uma vez que ela cresce e fermenta
em concentracado alta de sacarose e outros mono- e dissacarideos e
produz concentracdo/rendimento alto de etanol, desta maneira é
também tolerante a etanol.

[0020] Em uma outra modalidade da invencado, a linhagem de
levedura modificada é autofloculante.

[0021] Em ainda uma outra modalidade da invencgao, producgao alta
de etanol €& obtida usando linhagem de levedura modificada
Saccharomyces cerevisiae em alta temperatura, alta concentracéo de
acucar e alta concentracdo de etanol resulta em custo significantemente
menor de entrada, processamento a jusante aperfeicoado e reducdo em

guantidade de afluente, desta maneira reduzindo o custo de tratamento
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de afluente.

[0022] Em uma outra modalidade da invencdo, um meétodo para
obtencao da linhagem de levedura modificada compreende as etapas
de:

a) submissédo da linhagem de Saccharomyces cerevisiae a
uma faixa de temperatura de 45°C a 47°C e uma concentracao de
acucar fermentavel de 20% para obter uma linhagem selecionada; e

b) tratamento da dita linhagem selecionada com luz
ultravioleta para obter a linhagem de levedura modificada.

[0023] Em uma modalidade da presente invencdo, é provido um
método para producdo de etanol a ser usado como combustivel,
solvente, etanol potavel e para aplicacéo industrial.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0024] A Figura 1 refere-se a producédo de etanol a 30° C usando
melaco de cana de acucar 20% por levedura modificada onde o eixo X
representa tempo de incubacdo em horas e 0 eixo Y representa
porcentagem de etanol.

[0025] A Figura 2 refere-se a producédo de etanol a 37° C usando
melaco de cana-de-acUcar por levedura modificada onde o eixo X
representa tempo de incubacdo em horas e o0 eixo Y representa a
porcentagem de etanol.

[0026] A Figura 3 refere-se a producéo de etanol a 42° C usando
melaco de cana-de-acucar 20% por levedura modificada onde o eixo X
representa tempo de incubacdo em horas e o eixo Y representa a
porcentagem de etanol.

[0027] A Figura 4 refere-se a comparacao de producédo de etanol
por linhagem isolada de levedura e linhagem modificada de levedura a
30° C usando melaco de cana-de-acucar como substrato em 8 h, 10
horas, 12 horas e 24 horas de incubacao. A série 1 representa linhagem

isolada ndo modificada de levedura e a série 2 representa linhagem
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modificada de levedura. O eixo X representa tempo de incubacéo e eixo
Y representa porcentagem de etanol.

[0028] A Figura 5 refere-se a comparacao de producéo de etanol
por linhagem isolada de levedura e linhagem modificada de levedura a
37° C usando melaco de cana-de-acucar como substrato em 48 h, 54 h
e 72 h de incubacdo. A série 1 representa linhagem isolada nao
modificada de levedura e a série 2 representa linhagem modificada de
levedura. O eixo X representa tempo de incubacao e o eixo Y representa
porcentagem de etanol.

[0029] A Figura 6 refere-se a perfil de HPLC (A) perfil de HPLC de
etanol produzido na presente invencao [perfil de HPLC mostra que
producédo de etanol durante fermentacdo de melago de cana-de-acgucar
€ quase livre de qualquer contaminacéao]; (B) perfil de HPLC de etanol
puro.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0030] Deve ser notado que qualquer terminologia usada aqui ndo
€ para descrever uma modalidade particular apenas e nao é limitante
em seu escopo ou de outro modo. Exemplos sdo: uso de formas no

singular "um?”,

uma" e "0", "a" pode também incluir referéncias no plural
a menos que claramente indicado ou mencionado no texto. Qualquer
derivado € claramente indicado no texto. Por exemplo, "um elemento”
ou "um método" poderia significar um ou mais elementos e um ou mais
meétodos. Todas as unidades, prefixos e simbolos podem ser denotados
em sua forma aceita no Sl.

[0031] Faixas numeéricas como mencionado no relatério séo
inclusivas dos numeros definindo a faixa e incluem cada inteiro dentro
da faixa definida.

[0032] A menos que de outro modo definido ou indicado, todos os
termos técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo significado como

geralmente compreendido por um versado comum na técnica a qual
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modalidades da presente invengcao pertencem. Muitos materiais e
meétodos similares ou modificados ou equivalentes aqueles descritos
aqui podem ser usados enquanto praticando as modalidades da
presente invengao sem fazer nenhuma experimentagao excessiva das
guais materiais e métodos preferidos séo descritos aqui. Os cabecalhos
providos enquanto descrevendo as modalidades e reivindicacfes da
presente invengao ndo sao uma limitagdo das modalidades da presente
invencdo. A terminologia que segue sera usada de acordo com
definicbes descritas abaixo. O termo "micro-organismo produtor de
alcool ou etanol" refere-se a qualquer organismo, incluindo levedura,
capaz de fermentacao e producao de etanol a partir de cana-de-agucar
tais como mono-, di- ou oligo-sacarideos originados de qualquer fonte,
por exemplo, cana-de-acucar, material lignoceluldsico, grédos ou
vegetais.

[0033] O termo "fermentacdo" significa quebra enzimatica,
anaerdbica, semianaerdbica ou aerobica de substancias organicas por
micro-organismos em que acucares de processo sdo convertidos em
etanol, dioxido de carbono (produto de refugo) e energia celular.
Métodos de fermentacdo e outras etapas ou métodos de producao de
etanol atravées de fermentacédo (incluindo separacdo de produto final,
destilacao, purificacdo e desnaturacao ou desidratacdo de etanol) sao
conhecidos e bem documentados na técnica.

[0034] O termo "osmotolerancia" significa uma linhagem de
levedura que pode crescer e produzir etanol a partir de concentragoes
altas de acucar, onde o0 acucar pode ser ou monossacarideos,
dissacarideos ou qualquer acucar presente apos sacarificacdo ou de
lignoceluldsico ou amido de qualquer fonte.

[0035] O termo "sacarificacdo" significa conversdo de amido ou
outro material lignocelulésico em agucares tais como monossacarideos,

dissacarideos, oligossacarideos, etc, pela acdo de enzimas. Métodos
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de sacarificacdo sdo bem conhecidos na técnica e podem ser realizados
por qualquer versado na técnica.

[0036] O termo "tolerancia a etanol (alcool)" significa habilidade de
levedura em produzir e ser funcional na presenca de concentragao alta
de etanol, tal como produzindo etanol em um meio contendo
concentracao alta de etanol.

[0037] O termo "termotolerancia” significa uma habilidade de uma
linhagem de levedura selecionada em crescer e permanecer funcional
tal como producéo de etanol em temperatura alta.

[0038] O termo "linhagem" significa uma linhagem de levedura
funcional que é produtora de etanol sob as condicbes descritas na
presente invencao, ou seus mutantes descritos aqui, por exemplo, a
linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae. O termo levedura
funcional ou mutantes significa uma linhagem de levedura obtida
diretamente ou indiretamente através de modificacdo genética incluindo
mutacédo induzida ou usando um agente quimico ou luz ultravioleta ou
através de selecao natural ou mutacao espontanea, que pode ser obtida
através de qualquer meio ou usando uma linhagem de referéncia que
retém tolerancia a etanol, termotolerancia e tolerdncia a acucar da
linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae.

[0039] O termo "rendimento" em geral significa a quantidade de
produto final tais como varios tipos de etanol, incluindo etanol
combustivel, etanol industrial ou etanol potavel, produzido durante
fermentacédo através dos métodos descritos aqui por meio de exemplos
de varias modalidades. Rendimento pode também se referir a
concentracao, volume, porcentagem ou concentracdo do produto final
no caldo de fermentacdo e através de quaisquer outros meios de
medicdo do produto final. O produto final preferido medido na presente
invencao € alcool e mais precisamente etanol, que pode ser separado,

purificado e concentrado usando os meétodos conhecidos daqueles
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versados na técnica. Em algumas modalidades da presente invencgéo o
rendimento de etanol usando linhagem de levedura Saccharomyces
cerevisiae esta na faixa de 9% a 21,82% v/v de etanol incluindo todos
os inteiros intermediarios e frag6es como descrito na presente invengao.
[0040] O etanol produzido pela presente invencgao € usado ou como
biocombustivel, solvente, etanol potavel ou para aplicacdo industrial.
Linhagem de Levedura

[0041] A presente invencdo prové linhagens de levedura
selecionadas do distrito de Baster do estado de Chhattisgarh, india, e
testadas quanto a producdo de etanol aperfeicoada/aumentada em
relacdo as linhagens industriais atualmente usadas de levedura e
condicdes de fermentacdo usadas na India.

[0042] A linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae foi
depositada no Microbial Culture Collection, Pune, India, que é uma
Autoridade Depositaria Internacional reconhecida, sob as condi¢cfes do
Tratado de Budapeste, e tem um nimero de acesso MCC 0069.

[0043] A linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae foi
selecionada de um painel de vinte linhagens de levedura isoladas de
extratos de planta de fermentacédo, tendo nivel alto de matéria seca.
Apos namero significante de experimentacdes, € a primeira purificacéo
da linhagem de levedura presente nos materiais de planta de
fermentacdo, manutencéo da cultura pura no laboratoério, checagem de
seu crescimento em temperatura alta através de inoculacdo das
linhagens de levedura em um melaco néo tratado contendo acucar
fermentavel (dependendo do processo de refino de acucar de suco de
cana-de-acucar que varia de fabrica para fabrica bem como regiao para
regido, pelo menos na india). As diluicbes foram feitas em agua da
torneira, misturadas com agar-agar, aquecidas para dissolver o agar-
agar e entdo plagueadas em placas de Petri (melaco aqui pode ser

autoclavado, se requerido). Todos os vinte isolados naturais foram
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cultivados adicionalmente em um meio de cultura contendo: extrato de
levedura, peptona, dextrose, agar conforme e quando necessario (0
meio sera conhecido como YPD) e agua de vidro destilada. Diluicdes
seriais de cada um dos isolatos naturais foram preparadas em agua de
vidro destilada estéril, densidade Optica foi medida e numero de
células/ml nesta densidade Optica foi contado espalhando-as em placas
YPD. Para selecionar uma linhagem que € mais tolerante a
temperaturas altas bem como concentra¢cdes de acucar em melaco,
todos os vinte isolados foram separadamente suspensos em agua
destilada estéril para obter um nimero de célula. Cada um dos isolatos
foi espalhado em placas de melaco. Vinte placas de cada um dos
isolatos foram incubadas em temperatura alta separadamente, até que
o crescimento foi visto. Dos vinte isolatos originalmente selecionados
para avaliacdo, dezessete ndo mostraram nenhum crescimento em
temperatura alta, entdo foram descartados. Trés isolatos que tinham tido
um namero meédio de colbnias crescendo por placas foram usados para
investigacGes adicionais. No entanto, as colonias eram misturas de
ambos os tamanhos pequeno e grande, desta maneira, para o proximo
conjunto de experimentos todas as colbnias de tamanho pequeno foram
descartadas. As col6nias grandes selecionadas aqui foram plaqueadas
adicionalmente em placas de melago conforme declarado acima e seu
crescimento foi novamente checado. Cada uma dessas colOnias foi
suspensa em meio YPD e espalhada em placas de melaco com
mencionado acima para obter colbnia Unica e também para checar
novamente que elas ndo eram uma mistura de unidades de formacgao
de colénia pequenas e grandes de células de levedura e séo clones
estaveis. Neste estagio dos trés isolatos selecionados para estudo
adicional, dois foram descartados como a colonia simples desses dois
isolatos produzidos novamente uma mistura de colbnias pequenas e

grandes, indicando que esses isolatos eram instaveis em processo de
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selecdo rigoroso (temperatura alta e concentracdo de acucar alto de
melaco) usado aqui. Na presente configuragcdo experimental, cada
colénia se originaria de uma célula de levedura Unica e os experimentos
foram projetados para selecionar um mutante presente na populacéo
que fermentaria concentracdo alta de acucar para produzir quantidade
grande de etanol em temperatura alta. Apés novo plaqueamento, trés
colonias (daqui em diante referidas como clones) que tinham mostrado
bom crescimento em alta temperatura em placas de melagco foram
selecionadas para estudo adicional. A repeticdo de estudos de
crescimento com esses clones como descrito antes aqui mostrou que
todas as trés colbnias produziram colbnias de tamanho uniforme que
indicou gque esses clones eram estaveis em concentragao de acUcar alta
bem como temperatura alta. Todos os trés clones foram entdo testados
quanto a producdo de etanol a partir de melaco sem nenhuma
suplementacao. Aqui, novamente dois dos clones foram descartados
porque a producdo de alcool era baixa. A quantidade de &lcool
produzida pelos dois ditos clones era -12% de alcool a 37° C e 40° C,
enguanto o terceiro clone produziu ~14% de alcool ambos a 37° C e 40°
C, mas havia cerca de 7-8% de acucar residual. Finalmente, apenas um
clone foi selecionado. 10x10° células por ml em agua destilada estéril
deste clone (5 ml em placa de Petri estéril com diametro de ~9
centimetros) foram expostas a luz UV [ultravioleta] e plagueadas em
placa de melaco contendo ~20% de acucar fermentavel a 45-47° C.
Durante o processo de selecao, melago néo purificado foi usado, o qual
contém guantidades muito grandes de sal, outros metais que podem ser
toxicos para muitos micro-organismos, acucares ambos fermentaveis e
alguma guantidade de acucar ndo fermentavel.

[0044] As colbnias aleatérias mostrando bom crescimento foram
selecionadas e testadas quanto a estabilidade e producéo de etanol em

temperatura alta e finalmente apenas um clone foi selecionado e
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nomeado Devleela-1. A linhagem foi identificada como Saccharomyces

cerevisiae e foi depositada no IDA, Microbial Cultura Collection, Pune,

India e tem um namero de acesso MCC 00609.

Tabela 1. Dados comparativos com relacéo as propriedades de

linhagem isolada de Saccharomyces cerevisiae, linhagem selecionada

de Saccharomyces cerevisiae e linhagem exposta a UV de

Saccharomyces cerevisiae

Linhagem Linhagem Linhagem
isolada de selecionada de | exposta a UV
Saccharomyce | Saccharomyce |de
S cerevisiae S cerevisiae Saccharomyce
S cerevisiae
Termotoleranci | Cultivo em Cultivo em Cultivo em

veio para cerca
de 40% de

melaco

de melaco de
até 70%

a melaco até 35° | melagco de até | melaco de até
C 45° C-47° C 45° C-47°C

Osmotolerancia | Cultivo até 10% | Mais de 20% Mais de 20%
de acucar de acucar de acucar
fermentavel em | fermentavel. fermentavel.
melaco que Concentracdo | Concentracéo

de melago de
até 70%

Producéo de

~10-13% até

~14% v/v até

~16% v/v até

etanol 35°C 40%. ~10% a 40° C. ~12,8%
42°C a42°C
Reuso de Eficiéncia Duas vezes Cinco vezes
in6culo apos reduzida ap0s | depois disso a | sem nenhuma
fermentacgé&o um uso eficiéncia reduz | mudanga em
eficiéncia
[0045] A linhagem de Saccharomyces cerevisiae exposta a UV
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produziu mais alcool do que a linhagem naturalmente selecionada de
Saccharomyces cerevisiae, com quase zero por cento de acuUcar
residual e indculo foi usado cinco vezes sem mudanca em eficiéncia de
producdo de alcool. Uma vez que ela produziu mais alcool, ela foi
também mais tolerante a etanol do que a linhagem naturalmente
selecionada de Saccharomyces cerevisiae.

[0046] A producédo de etanol foi testada em concentracdes
diferentes de acucar fermentavel em melaco bem como em
temperaturas diferentes separadamente. No primeiro conjunto,
producdo de etanol a partir de concentracdes de acUcar fermentavel
variando de 6% a 15% a 25° C foi testada. Similarmente, producéo de
etanol foi testada em outras temperaturas, por exemplo, 30° C, 33° C,
35° C, 37° C, 40° C, 44° C e 45° C. Os critérios para a selecédo foram
producdo de etanol maxima em temperatura maior do que 30° C,
preferivelmente em tempo minimo. Producdo de etanol também foi
testada onde cultura de semente foi preparada através de incubacéo a
170 rpm, mas apos inoculagéao fermentacéao foi continuada em condicéo
estatica na temperatura requerida.

[0047] Fermentacdo de etanol foi realizada em melaco diluido em
agua da torneira em um frasco tendo concentracdo diferente de
acucares fermentaveis que foi autoclavado por 20 minutos a 120° C.
Primeiro semente ou cultura de inicializacdo foi preparada através de
inoculacao de cada um dos trés clones em concentracdes diferentes de
melaco separadamente e cultivando por 18-20 horas a 25-37° C. Esta
cultura de inicializacdo ou semente foi usada para inocular o melago
fresco. Os frascos foram incubados nas temperaturas requeridas, em
um agitador giratério a 170 rpm e producdo de etanol foi testada apos
periodo de tempo diferente. Caldo de fermentacao integral foi destilado
e etanol foi coletado. Neste processo, 50% do volume original puderam

ser coletados. A concentracdo de etanol foi testada através do método
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de dicromato de potassio. Acucar fermentéavel residual em cada caso foi
também testado através do método DNS (acido di-nitrossalicilico). Dos
trés clones selecionados para crescimento a 45° C, um dos clones
falhou em produzir mais de 12% v/v de etanol mesmo a 30° C, entéo ele
foi descartado. Embora os dois clones tenham produzido mais de 14%
de etanol a 30° C, apenas um deles produziu mais de 14% v/v de etanol
em temperaturas mais de 30° C e foi selecionado para estudo adicional.
A linhagem foi testada adicionalmente através de cultivo em melaco
contendo 20,6% de acucar fermentavel a 45° C e para producéo de
etanol. Apds confirmacgéo que a linhagem modificada agora disponivel
é estavel, ela foi chamada Devleela-1.

[0048] Em modalidades da invencédo, o método de producédo de
etanol aperfeicoado resultou em rendimentos de alcool aumentados que
foram obtidos usando levedura modificada Saccharomyces cerevisiae
como um micro-organismo de producdo de etanol no processo de
fermentacéo.

Tolerancia a acucar e etanol

[0049] Em uma das modalidades, a linhagem modificada de
levedura mostra crescimento em concentracdo alta de sacarose
contendo outro material seco que esta presente no produto de refugo
de industria de cana-de-acUcar que é melaco de cana-de-acucar bem
como no suco de cana de acgucar ndo purificado e ndo diluido ou diluido.
A sacarose e outros acucares de reducdo presentes nesses meios
fermentaveis sem nenhuma suplementacdo ou na presenca de uma
fonte de nitrogénio na forma de sais inorganicos ou como sais de
amonio ou nitrato, ureia, sais de magnésio e sais de potassio ou fosfatos
ou magnésio séo utilizados pela linhagem modificada para crescer e ser
funcional e converter esses acucares em etanol. Os acUcares de
reducdo fermentaveis podem variar de 5% a 35% nesses meios,

especificamente sacarose. No entanto, a linhagem de levedura
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modificada poderia facilmente crescer em concentracao de melagco nao
tratado de 70% tendo acucar de reducdo de 45% na faixa de
temperatura de 30° C a 45° C. O acucar de reducdo pode ser ou
monossacarideos ou dissacarideos ou qualquer outra forma de acucar.
[0050] Producéo de etanol com fermentacédo sustentavel e alta em
temperatura alta resulta em gasto menor uma vez que fermentadores
nao requerem arrefecimento ou resfriamento e outros meios que estao
sendo geralmente usados para manter a viabilidade de levedura durante
fermentacdo. Desta maneira, ela é econbmica, ambientalmente
amigavel e tecnicamente benéfica para uso em uma linhagem
termotolerante de levedura em concentracéo alta de producéo de etanol
em temperatura alta.

Producéo de etanol

[0051] De acordo com a presente invencéo, etanol ou alcool etilico
€ o produto final preferido durante fermentacdo pela linhagem de
levedura modificada do meétodo reivindicado descrito aqui. Nas
modalidades preferidas o rendimento de etanol esta na faixa de 9% a
21,82% (producéao de etanol v/v). Os rendimentos de etanol obtidos a
partir do método reivindicado da presente invencao sao identificados
através de meétodos quimicos bem como através de andlise de
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC). Nas modalidades
descritas aqui, rendimento maior de etanol resulta em custos de entrada
menores e realizacdo econdmica maior a partir de producéo de etanol.
[0052] O processo de fermentacdo de producdo de etanol é
continuado até que rendimento suficiente de etanol seja produzido. O
processo de fermentac&o pode ser realizado por um periodo de 20 h a
80 h ou mais. De acordo com a presente invencdo, um versado na
técnica sera capaz de determinar qualquer variavel descrita na presente
invencao tal como concentracdo de acucar em meio de fermentacéo,

duracao de fermentacao ou temperatura de fermentacao para produzir
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rendimento desejado de etanol através da utilizacdo da linhagem de
levedura modificada de Saccharomyces cerevisiae.

[0053] A invencdo prové um método para producdo de etanol e
compreende a linhagem de levedura modificada de Saccharomyces
cerevisiae, meio contendo acucares, particularmente em um meio
liquido. Cultura da linhagem de levedura modificada € conduzida em
uma temperatura que apoia o crescimento e multiplicacdo da levedura
como descrito na presente invencdo. Em adicdo a pelo menos um
acucar, o meio pode também conter mais de um acucar, pode ou nao
conter fontes de nitrogénio como sais inorganicos ou organicos ou
qualquer outra fonte de nitrogénio, por exemplo, peptona, farinhas de
soja, etc, aminoacidos ou outros sais quimicos que apoiam o0
crescimento da linhagem de levedura modificada. Meios adequados
incluem, por exemplo, um meio produzido usando cana-de-agUcar que
€ ou suco de cana-de-acucar ou melaco obtido em estagios diferentes
de processamento durante producdo de cana-de-aglcar, com ou sem
suplementacdo com fonte de nitrogénio ou outros sais quimicos de
apoio de crescimento e multiplicacéo ou materiais naturais.

[0054] Em uma das modalidades da presente invencgéo, producao
de etanol alta € demonstrada pela pouca quantidade de niveis de agucar
fermentavel residual. Nivel de agucar fermentavel residual menor é um
indicador de taxa e quantidade de producéo de etanol. Uma producgao
de etanol ideal seria uma condi¢cédo onde acucar fermentavel residual é
0% e producédo de etanol € 100%, no entanto, isto ndo € possivel uma
vez que alguma quantidade de acUcares sera usada para o crescimento,
multiplicacdo e manutencao de micro-organismo.

[0055] Utilizacdo de 100% de acucares melhora o uso completo de
substratos desta maneira diminuindo significantemente o custo de
entrada de producédo de etanol. A linhagem de levedura modificada de

Saccharomyces cerevisiae rende mais etanol e menos agucares
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residuais devido a conversdo alta de acucar em etanol. Em uma
modalidade preferida da presente invencéao, nivel de acucar residual é
menos do que 1%, preferivelmente 0,3% e mais preferivelmente 0,02%.
O nivel de agucar residual menor é obtido em temperaturas maiores do
gue 30° C e preferivelmente maiores do que 35° C ou a 37° C ou a 40°
C.

[0056] Em ainda outra modalidade menos ou nenhum estresse
durante fermentacdo, embora mantendo tolerdncia a acucar alta,
tolerancia a etanol alta e tolerancia a temperatura alta, foi demonstrado
onde foi observado que glicerol ndo € produzido durante processo de
fermentacéo por linhagem de levedura. Producédo de glicerol durante
fermentacdo de etanol € um indicador de estresse onde ao invés de
etanol, glicerol é produzido. Linhagem de levedura modificada nao
produziu nenhum glicerol nas faixas de temperatura descritas na
presente invencao.

[0057] As modalidades da presente invengdo sao novamente
definidas nos exemplos nao limitantes. Deve ser compreendido que
esses exemplos embora indiguem certas modalidades da presente
invencao, sdo providos apenas a titulo de ilustracdo. A partir das
discussdes acima e exemplos dados aqui, qualquer versado na técnica
sera capaz de determinar as caracteristicas essenciais da presente
invencao e sem se afastar do espirito e escopo da presente invencao
pode fazer varias mudancas e modificacbes nas modalidades da
presente invencdo para adapta-la a varios usos e condigdes.
EXEMPLOS

Exemplo 1

Método para obtencédo de linhagem de levedura modificada de
Saccharomyces cerevisiae

[0058] Uma linhagem de levedura de Saccharomyces cerevisiae foi

selecionada de um painel de vinte linhagens de levedura isoladas dos
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extratos de planta de fermentacdo, tendo nivel alto de matéria seca.
Apos namero significante de experimentacéo, é primeira purificacdo da
linhagem de levedura presente nos materiais de planta de fermentacéo,
mantendo cultura pura no laboratério, checagem de seu crescimento em
temperatura alta que é a 45° C-47° C através de inoculacdo das
linhagens de levedura em um melago néo tratado contendo mais de
20% de acucar fermentével, a concentracdo de melaco pode variar entre
55%-60%. Aqui, o0 melaco recebido da fabrica € considerado como
100% e diluicbes foram feitas em agua da torneira, misturadas com
1,2% de agar-agar, aquecidas para dissolver o agar-agar e entao
plagueadas em placas de Petri.

[0059] As linhagens de levedura foram diretamente selecionadas
quanto ao seu crescimento em concentracao diferente de melago para
exemplos de a partir de 10% a 70% de melaco coletado de moinhos de
acucar diferentes em toda a India. Concentracbes de acUcar
fermentavel preferivelmente sacarose junto com outro acucar
fermentavel no melaco usado aqui variaram de 45% a 60% dependendo
da fonte de melaco. A concentracdo de melaco recebido da fabrica de
acucar foi considerada 100% e foi diluida com agua de acordo com a
necessidade engquanto também considerando a concentracdo de
acucares fermentaveis na concentracdo diluida ou de trabalho de
melaco. A linhagem de levedura descrita aqui cresce em concentragao
de melaco nao purificado de 70% que foi diluido em agua.

[0060] Todos os vinte isolatos naturais foram cultivados mais em um
meio de cultura contendo: extrato de levedura (10 gramas), peptona (10
gramas), dextrose (10 gramas), agar (10 gramas) como e quando
requerido, o0 meio sera conhecido como YPD, agua de vidro diluida 1000
mililitros. DiluicGes seriais de cada um dos isolatos naturais foram
preparadas em 1 ml de agua estéril, a densidade Optica a 600 nm

(nanometros) foi medida e o niumero de células/ml nesta densidade
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Optica foi contado espalhando-as em placas de YPD. Para selecionar
uma linhagem que € mais tolerante a temperatura alta bem como
concentracdo de acucar em melaco, todos os vinte isolatos foram
separadamente suspensos em agua destilada estéril para obter um
namero de célula de 10° células/mililitro (ml). Cem microlitros de cada
um dos isolatos foram espalhados em placas de melagco onde cada
placa tinha um didmetro de ~9 centimetros. Vinte placas de cada um
dos isolatos foram incubadas em ambas 45° C e 47° C, separadamente,
até que o crescimento foi visto.

[0061] Dos vinte isolados originalmente selecionados para
avaliacdo, dezessete ndo mostraram nenhum crescimento a 45° C,
entdo foram descartados. Trés isolatos que tinham uma média de 300
colonias crescendo por placas foram usados para investigacoes
adicionais. No entanto, as col6nias eram mistura de ambos os tamanhos
pequeno e grande, desta maneira, para o proximo conjunto de
experimentos todos os tamanhos de colbnia pequenos foram
descartados. As col6nias grandes selecionadas aqui foram plaqueadas
adicionalmente em placas de melaco como acima declarado e seu
crescimento foi novamente checado. Este processo foi repetido mais
cinco vezes (numero aleatério) e 10 colbénias mostrando bom
crescimento de cada um dos trés isolados originais foram selecionadas.
Cada uma dessas colbnias foi suspensa em um ml de meio YPD e
espalhada em placas de melago como acima mencionado para obter
colénia Unica e também checar novamente que elas ndo eram uma
mistura de unidades de formacdo de col6nia pequenas e grandes de
células de levedura e sao clones estaveis. Neste estagio, dos trés
isolados selecionados para estudo adicional, dois foram descartados
como a colbnia Unica desses dois isolatos produzidos novamente uma
mistura de colonias pequenas e grandes, indicando que esses isolatos

eram instaveis em processo de selecao rigoroso (temperatura alta e
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concentracao de acUcar alta de melaco) usado aqui. No presente ajuste
experimental, cada colbnia se originaria de uma célula de levedura Gnica
e 0s experimentos foram projetados para selecionar um mutante
presente na populacdo que fermentaria concentracdo alta de acucar
para produzir quantidade grande de etanol em temperatura alta. Apos
novo plagueamento, trés colonias (de agora em diante referidas como
clones) que tinham mostrado bom crescimento em ambas 45° C e 47°
C em placas de melaco contendo 20% de acucar fermentavel foram
selecionadas para estudo adicional. A repeticdo de estudos de
crescimento com esses clones como descrito antes aqui mostrou que
todos os trés clones produziram colonias de tamanho uniforme que
indicou que esses clones eram estaveis em concentracéo de acucar alta
bem como em temperatura alta. Todos os trés clones foram entéo
testados quanto a producéo de etanol a partir de melago sem nenhuma
suplementacao. Aqui, novamente dois dos clones foram descartados
porque a producdo de alcool era baixa.

[0062] As linhagens de levedura crescendo em concentracdes
maiores de melaco que estdo em e acima de 20% de melaco foram
avaliadas quanto a producéo de etanol usando concentracao diferente
de melaco a 30° C através de método quimico (E. A. Crowell e C. S.
Ough, Am. J. Enol. Vitic. 1979, 30, 1, 61-63). 50 ml de melaco diluido
em &gua da torneira em um frasco de 100 ml tendo concentracdo
diferente de acucares fermentaveis foram autoclavados por 20 minutos
a 120° C. Primeira cultura de semente ou inicializacao foi preparada
através de inoculacédo de cada uma das trés colénias em concentracao
diferente de melaco separadamente e cultivando-as por 20 h a 30° C.
Esta cultura de inicializacdo ou semente foi usada para inocular os 50
ml de melaco frescos conde concentracao de indculo final foi 10%. Os
frascos foram incubados nas temperaturas requeridas, em um agitador

giratério a 170 rpm e producdo de etanol foi testada a cada 6,0 horas
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até 72 horas de incubacéo. O total de 50 ml de caldo de fermentacéo foi
destilado e etanol foi coletado. Neste processo, quase 50% de
recuperacao foram obtidos. A concentracdo de etano foi testada através
do método de dicromato de potassio. Acucar fermentéavel residual em
cada caso foi também testado pelo método DNS (acido di-
nitrossalicilico).

[0063] Finalmente, apenas um clone foi selecionado e 1 x 106
células/ml deste clone foram expostas a luz UV [ultravioleta] 12
ergsmm?2 por 20 segundos para obter sobrevivéncia de 1,1% em uma
placa de melaco contendo 20% de acucar fermentavel a 45° C. Durante
0 processo de selecdo melaco néao purificado foi usado, o qual contém
guantidades muito altas de sais, outros metais que podem ser toXicos
para muitos micro-organismos, acucares ambos fermentaveis e alguma
quantidade de acucar nao fermentavel.

Exemplo 2

Fermentacédo de etanol usando melaco

[0064] A linhagem de producdo de etanol mais alta selecionada
apos observacéao de crescimento em concentracéo diferente de melacgo
foi entdo testada quanto a producdo de etanol em temperaturas
diferentes variando de 25° C a 44° C. Em um outro experimento
producdo de metanol foi testada em periodo de tempo diferente usando
temperatura 6tima onde producéo de alcool foi testada em periodo de
tempo diferente variando apos inoculacfes de 6 h, 12 h, 20 h, 24 h, 36
h, 40 h, 48 h, 54 h, 60 h, 66 h e 72 h até 96 h. A linhagem modificada de
Saccharomyces cerevisiae produziu rendimento de etanol maximo.
Exemplo 3

Preparacdo de reagente de dicromato de potassio

[0065] 0,5 grama de dicromato de potassio foi dissolvido em 5 ml de
agua de vidro destilada e a solucdo foi mantida em gelo. Depois disso

45 ml de acido sulfurico concentrado foram lentamente adicionados com
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mistura ocasional do teor. A solucao foi continuada a esfriar em gelo por
mais ~60 minutos e protegida da luz.

Exemplo 4

Estimativa de etanol

[0066] Um ml de amostra/produto destilado de etanol foi misturado
com um ml de reagente de dicromato de potassio e apdés mistura
completa a solucéo foi posta em um banho de agua preajustado a 80°
C por 10 minutos. Ele foi entdo esfriado para a temperatura ambiente e
a densidade optica foi registrada a 575 nm contra um branco de amostra
preparado com agua pura. A concentracdo de alcool foi calculada contra
uma curva padréo preparada usando etanol absoluto.

Exemplo 5

Estimativa de acucar fermentavel atravées do método de acido di-
nitrossalicilico

Preparacédo de reagente di-nitrossalicilico (DNS)

[0067] Em 100 ml de solucéo de hidréxido de sédio 1% feita em
agua destilada, 1,0 grama de acido di-nitrossalicilico, 200 miligramas de
fenol cristalino e 50 miligramas de sulfito de sodio foram dissolvidos
simultaneamente através de agitacdo constante. Ap6s todos o0s
ingredientes terem sido dissolvidos, a solucéo foi armazenada no escuro
até o uso. Obter volume de reagente separadamente um pouco antes
do uso e adicionar um pouco de sulfito de sédio, misturar bem e usar.
Exemplo 6

Estimativa de acUcar usando reagente DNS

[0068] Melaco foi diluido para a concentracéo requerida e um ml de
amostra foi misturado com um ml de reagente DNS e aquecido em um
banho de agua fervente por 15 minutos. Apoés esfriar para a temperatura
ambiente, a densidade 6ptica foi medida a 510 nm contra branco de
amostra preparado usando agua. A concentracdo de acucar foi

calculada usando uma curva padréo que foi preparada usando dextrose.
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Exemplo 7

Niveis de aclUcares fermentaveis residuais

[0069] Linhagem de levedura modificada mostrou pouco acucar
fermentavel residual e producdo de etanol alta como julgado pelos
métodos DNS (Miller, 1959, Analytical Chemistry, 31, 426-428).

[0070] Nivel de acucar residual foi menos do que 1% uma indicativa
de alta converséo de acucar fermentavel ou reduzido em etanol. Analise
de HPLC mostrou alguns picos menores que sdo menos do que 1% do
pico obtido para etanol, indicando que quase todo o agUcar fermentavel
converteu em etanol. Acucar residual era ou mais baixo que € 0,02% a
37°C e ligeiramente mais a 35°C e 40°C que é média 0,21%. Ainda,
apos término de fermentacdo o nivel de acgUcar residual ndo era
detectavel através do método usado na presente invengao.

[0071] Embora a presente invencéo descreva a producao de etanol
a partir de melaco de cana-de-acucar e suco de cana-de-acgUcar,
qualquer outro agucar fermentavel tais como extratos de planta ou sucos
de fruta contendo alto teor de acucar, etc, sera igualmente bom e seria
possivel que qualquer um versado na técnica fizesse varias
modificaces nos métodos descritos aqui como exemplo e atingisse
resultados similares. Tais modificacbes e mudancas das fontes de
acucar pretendem também se encaixar no escopo e espirito das
reivindicagdes apensas.

Tabela 2. Concentracdo de acucar residual apés fermentacdo a 37° C

No. Sr. Tempo de fermentacdo | Concentracdo de acucar total
1 0 hora 10,1%
2 12 horas 3,65%
3 24 horas 0,95%
4 36 horas 0,02%
5 48 horas N&o detectavel

[0072] O acucar total de melaco foi estimado apds tempo de
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fermentacdo requerido usando método DNS padréo.

Exemplo 8

Producé&o de etanol pelalinhagem de levedura isolada nao
modificada usando melago de cana-de-aclcar como substrato

a) Producéao de etanol pela linhagem de levedura "isolada néo
modificada" a 30°C

[0073] Cultura de semente foi preparada em melago 20% por 20 h
a 30° C e 170 rpm. Apods inoculagédo os frascos foram removidos em
pontos de tempo diferentes e a concentragcao de etanol foi medida
através do método de dicromato.

Tabela 3. Producao de etanol pela linhagem de levedura "isolada nao

modificada" a 30°C

No. Sr. Tempo de incubacéo (em h) | Porcentagem de etanol
(%)

1 6 3,12

2 8 3,45

3 10 4,68

4 12 6,68

5 24 8,25

6 48 10,24

b) Producé&o de etanol pela linhagem de levedura "isolada néo
modificada" a 37°C

[0074] Cultura de semente foi preparada em melago 20% por 20 h
a 30°C e 170 rpm. Apoés inoculacdo, os frascos foram removidos em
pontos de tempo diferentes e concentracdo de etanol foi mediada
através do método de dicromato.

Tabela 4. Producao de etanol pela linhagem de levedura "isolada nao

modificada" a 37°C
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No. Sr. Tempo de incubacéo (em h) | Porcentagem de etanol (%)
1 6 6,86

2 8 7,52

3 10 8,25

4 12 10,0

5 24 12,75

6 48 13,06

7 54 13,06

8 72 13,06

c) Producéo de etanol pela linhagem de levedura "isolada nao
modificada" a 42°C

[0075] Crescimento de linhagem de Ilevedura isolada néo
modificada foi relativamente pobre a 42°C.

Exemplo 9

Producao de etanol pela linhagem de levedura modificada usando
melagco de cana-de-acUcar como substrato

a) Producéao de etanol pela linhagem modificada de Saccharomyces
cerevisiae

[0076] Melaco foi coletado de fabrica de acgUcar local e acucar total
foi estimado através de método DNS padrdo. Frascos de 100 ml
contendo 50 ml de melaco diluido (de acordo com a concentragcdo de
acucar presente no melaco da fabrica) em 4gua da torneira, pH 4,5-5,2,
foram esterilizados através de autoclave. Cada frasco foi inoculado
usando cultura de semente 10% de 20 h (preparada na concentracao
de melacgo a ser usada para fermentacdo de 10% como concentracao
final de inéculo) e foi incubado a 30° C a 170 rpm. Dois frascos foram
removidos apds cada tempo de incubacao; etanol foi destilado e sua
concentracao foi estimada usando método de dicromato de potassio.
Tabela 5. Porcentagem de etanol em melaco de cana-de-acucar 20%
a 30°C & 170 rpm
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No. Sr. Tempo de incubacéo (em h) | Porcentagem de etanol (%)
1 6 2,88

2 8 4,2

3 10 6,2

4 12 7,0

5 24 10,2

6 30 15,36

7 36 15,36

8 48 15,37

b) Producé&o de etanol pela linhagem modificada de Saccharomyces

cerevisiae

[0077]

foi estimado através de métodos DNS padrdo. Frascos de 100 ml
contendo 50 ml de melaco diluido (de acordo com a concentracéo de
acucar presente no melaco da fabrica) em agua da torneira, pH 4,5-5,2,
foram esterilizados através de autoclave. Cada frasco foi inoculado
usando cultura de semente 10% de 20 h (preparada na concentragcao
de melaco a ser usado na fermentacédo, 10% como concentracao final
de in6culo) e foi incubado a 37° C a 170 rpm. Dois frascos foram

removidos ap0s cada tempo de incubacéo; etanol foi destilado e sua

Melaco foi coletado de fabrica de acucar local e agucar total

concentracao foi estimada usando método de dicromato de potassio.

Tabela 6. Porcentagem de etanol em melaco de cana-de-acucar 20%
a37°C & 170 rpm
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No. Sr. Tempo de incubacao (em h) | Porcentagem de etanol (%)
1 24 9,5
2 30 11,84
3 36 12,58
4 48 13,2
5 54 13,6
6 72 17,94
c) Producao de etanol pela linhagem modificada de Saccharomyces
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cerevisiae

[0078] Melago foi coletado de fabrica de acucar local e acucar total
foi estimado através de método de DNS padréao. Frascos de 100 ml
contendo 50 ml de melaco diluido (de acordo com a concentracéo de
acucar presente no melaco da fabrica) em agua da torneira, pH 4,5-5,2,
foram esterilizados através de autoclave. Cada frasco foi inoculado
usando cultura de semente 10% 20 h e (preparada na concentracéo de
melaco a ser usado para fermentacdo, 10% como concentracédo de
inoculo final) e foi incubado a 42° C a 170 rpm. Dois frascos foram
removidos ap0s cada tempo de incubacéo; etanol foi destilado e sua
concentracao foi estimada usando método de dicromato de potassio.
Tabela 7. Porcentagem de etanol em melaco de cana-de-acucar 20%
a42°C & 170 rpm

No. Sr. Tempo de incubacao (em h) | Porcentagem de etanol
(%)
1 24 7,5
2 48 10,8
3 72 11,44
Exemplo 10

Producéo de etanol por linhagem de levedura modificada usando
suco de cana-de-acucar como substrato

[0079] a) Producéo de etanol usando suco de cana-de-agucar a 30°
C pela linhagem modificada por UV de levedura na presenca de sulfato
de amoénio 0,5%. Semente foi preparada a 30°C por 20 h a 170 rpm e
entdo usada para inoculagdo para fermentagdo. Os frascos foram
incubados a 30°C, a 170 rpm, removidos em pontos de tempo diferentes
como indicado na tabela abaixo e concentracdo de alcool foi mediada
através do método de dicromato.

Tabela 8. Porcentagem de etanol em suco de cana-de-agUcar a 30°C
& 170 rpm
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No. Sr. Tempo de incubacéo (em h) | Porcentagem de etanol (%)
1 12 8,97

2 20 10,5

3 24 12,16

4 30 13,2

5 36 14,76

6 48 15,13

[0080] b) Suco de cana-de-acucar foi comprado de um vendedor
local e foi diluido para 20% em agua da torneira e sulfato de amdonio
0,5% (concentracéo final) foi adicionado a isto. Sulfato de amoénio foi
adicionado como uma fonte de nitrogénio para apoiar crescimento de
levedura. Semente foi preparada a 30°C por 20 h a 170 rpm e entéao
usada para inoculacédo para fermentacdo. Os frascos foram incubados
a 37°C, a 170 rpm, removidos em pontos de tempo diferentes como
indicado na tabela abaixo e concentracdo de alcool foi medida através
do método de dicromato.

Tabela 9. Porcentagem de etanol em suco de cana-de-agUcar a 37° C

& 170 rpm
No. Sr. Tempo de incubacéo (em h) | Porcentagem de etanol
(%)

1 6 7,56

2 12 12,8

3 20 15,6

4 24 19,24

5 30 21,08

6 36 21,80

7 48 21,82

[0081] c) Producéo de etanol usando suco de cana-de-acucar a
42°C pela linhagem modificada por UV de levedura na presenca de

sulfato de amdnio 0,5%. Semente foi preparada a 30°C por 20 h a 170
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rpm e entdo usada para inoculacgéo para fermentacao. Os frascos foram

incubados a 42°C a 170 rpm, removidos em pontos de tempo diferentes

como indicado na tabela abaixo e concentracdo de alcool foi medida

através do método de dicromato

Tabela 10. Porcentagem de etanol em suco de cana-de-acUcar a 42°

C&170 rpm
No. Sr. Tempo de incubacéo (em h) | Porcentagem de etanol
(%)
1 12 5,44
2 20 7,4
3 24 8,2
4 30 9,1
5 36 9,1
6 48 10,12
Exemplo 11

Producé&o de etanol a partir da linhagem de levedura modificada

usando arroz como substrato

[0082]

a) Producéo de etanol usando arroz como substrato: 100 g

foram tratados com 120.00U de a-amilase, 85-90° C, 12 horas seguido
por 250,00U de glicoamilase 55-60° C, 12 h. A mistura foi entdo

suplementada com sulfato de magnésio (40 mg/100 ml), cloreto de

amonio (80 mg/100 ml), hidrogeno fosfato de potassio (140 mg/100 ml),

extrato de levedura (40 mg/100 ml). A semente foi preparada a 30° C,

170 rpm por 18 horas. Fermentacao foi conduzida a 30° C, 170 rpm.

Tabela 11. Producéo de etanol a 30° C usando arroz como substrato

No. Sr. Tempo de incubacao (em h) Porcentagem de etanol (%)
1 11 2,8

2 20 8,2

3 24 10,7

4 36 11,2

5 48 12,08
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[0083] b) Producédo de etanol usando arroz como substrato: 100 g
de arroz foram tratados com 120,00U de a-amilase, 85-90° C, 14 horas
seguido por 250,00U de glicoamilase a 55-60° C por 11 h. A mistura foi
entdo suplementada com sulfato de magnésio (40 mg/100 ml), cloreto
de amonio (80 mg/100 ml), hidrogeno fosfato de potassio (140 mg, 100
ml) e extrato de levedura (40 mg/100 ml). Semente foi preparada a 30°
C, 170 rpm por 18 horas. Fermentacé&o foi conduzida a 37° C, 170 rpm.
A concentracdo de etanol foi testada através do método de dicromato
de potéassio. Acucar fermentavel residual em cada caso foi também
testado através do método DNS (&cido di-nitrossalicilico).

Tabela 12. Producao de etanol a 37° C usando arroz como substrato

No. Sr. Tempo de incubacgéo (em h) | Porcentagem de etanol
(%)

1 11 8,0

2 20 13,3

3 24 14,8

4 36 14,7

5 48 16,6

c) Producéo de etanol usando arroz como substrato:

[0084] 100 g foram tratados com 120,00U de a-amilase, 85-90°C,
12 horas seguido por 250,00U de glicoamilase 55-60° C, 12 h. A mistura
foi entdo suplementada com sulfato de magnésio (40 mg/100 ml),
cloreto de aménio (80 mg/100 ml), di-hidrogeno fosfato de potassio (140
mg/100 ml), extrato de levedura (40 mg/100 ml). Semente foi preparada
a 30°C, 170 rpm por 18 horas. Fermentacao foi conduzida a 40° C, 170
rom. Concentracdo de etanol foi testada através do método de
dicromato de potassio. Acucar fermentavel residual em cada caso foi
também testado através do método DNS (acido di-nitrossalicilico).
Tabela 13. Producéo de etanol a 40° C usando arroz como substrato
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No. Sr. Tempo de incubacéo (em | Porcentagem de etanol
h) (%)

1 11 2,8

2 19 11,2

3 24 14,7

4 35 14,4

5 43 14,08

[0085] d) Producéo de etanol usando arroz como substrato: 100 g
de arroz foram tratados com 120,00U de a-amilase, 85-90° C, 12 horas,
seguido por 250,00U de glicoamilase 55-60° C, 12 h. A mistura foi entéo
suplementada com sulfato de magnésio (40 mg/100 ml), cloreto de
amonio (80 mg/100 ml), di-hidrogeno fosfato de potassio (140 mg/100
ml), extrato de levedura (40 mg/100 ml). Semente foi preparada a 130°
C, 170 rpm por 18 horas. Fermentacéao foi conduzida a 42° C, 170 rpm.
Concentracéo de etanol foi testada através de método de dicromato de
potdssio. Acucar de fermentacdo residual em cada caso foi também
testado através do método DNS (acido di-nitrossalicilico).

Tabela 14. Producéo de etanol a 42° C usando arroz como substrato

No. Sr. Tempo de incubacgao (em h) | Porcentagem de etanol
(%)

1 11 4,92

2 20 9,1

3 24 10,01

4 35 10,75

5 44 9,7

6 48 8,6

Exemplo 12

Producao de etanol pela linhagem de levedura modificada usando
bajra como substrato

[0086] Producdo de etanol usando bajra como substrato apos
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tratamento com a-amilase 1200U a 85-90°C, 3 h, seguido por
glicoamilase 25000U 55-60°C, 3 h. A mistura foi entdo suplementada
com sulfato de magnésio (7 mg/100 ml), cloreto de amdnio (100 mg/100
ml), di-hidrogeno fosfato de potassio (50 mg/100 ml). Semente foi
preparada a 30°C, 170 rpm por 18 h e fermentacéo foi feita a 37°C, 170
rom. Concentracdo de etanol foi testada através do método de
dicromato de potassio. Acucar fermentavel residual em cada caso foi
também testado atraves do método de DNS (acido di-nitrossalicilico).

Tabela 15. Produgéo de etanol a 37°C usando bajra como substrato

No. Sr. Tempo de incubacao (em h) | Porcentagem de etanol (%)
1 22 6,1
2 48 5,7
3 72 5,2
Exemplo 13

Producéo de etanol pela linhagem de levedura modificada usando
milho como substrato

[0087] Producdo de etanol usando milho apds tratamento com
1200U de a-amilase a 85-90°C por 5 h seguido por 200,00U de
glicoamilase a 55-60°C por 18 h (ambos graus comerciais). Semente foi
preparada usando os respectivos substratos por 18 h a 30°C, 170 rpm.
Fermentacé&o foi conduzida a 37°C, 170 rpm. Concentracdo de etanol
foi testada através do método de dicromato de potassio. Acucar
fermentavel residual em cada caso foi também testado através do
método DNS (&cido di-nitrossalicilico).

Tabela 16. Producéo de etanol a 37° C usando amido de milho como

substrato
No. Sr. Tempo de incubacao (em h) | Porcentagem de etanol (%)
1 24 6,3
2 48 6,0
3 72 4.4
Exemplo 14
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Producéo de etanol pelalinhagem de levedura modificada usando
polpa de tronco de banana como substrato

[0088] Producdo de etanol usando polpa de tronco de banana
(substrato lignocelulésico) como substrato. A polpa foi suplementada
com cloreto de amonio (50 mg/100 ml), di-hidrogeno fosfato de potassio
(80 mg/100 ml) e sulfato de magnésio (20 mg/100 ml), extrato de
levedura (10 mg/100 ml), cloreto de célcio (10 mg/100 ml). Semente foi
preparado na polpa a 30°C, 170 rpm por 18 h. Fermentacéo foi
conduzida a 37°C, 170 rpm. Concentracao de etanol foi testada através
do método de dicromato de potéssio. Aclcar fermentavel residual em
cada caso foi também testado através do método DNS (acido
dinitrossalicilico).

Tabela 17. Producéo de etanol a 37°C usando polpa de tronco de

banana como substrato

No. Sr. Tempo de incubacao (em h) | Porcentagem de
etanol (%)

1 24 0,8

2 72 2,4
VANTAGENS DA INVENQAO

[0089] 1. Linhagem de levedura modificada tendo propriedades de

osmotolerancia, tolerancia a etanol, termotolerancia e autofloculacéo.

[0090] 2. Producédo de etanol alta usando linhagem de levedura
Saccharomyces cerevisiae em temperatura alta, concentracdo de
acucar alta e concentracdo de etanol alta resulta em custo
significantemente menor de entrada, processamento a jusante
aperfeicoado e reducdo em quantidade de afluente, desta maneira

reduzindo o custo de tratamento de afluente.
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REIVINDICACOES

1. Linhagem de levedura modificada de Saccharomyces cerevisiae
caracterizada por ter numero de acesso MCC 0069, em que a linhagem de
levedura modificada de Saccharomyces cerevisiae tendo nimero de acesso
MCC 0069 foi modificada por exposicdo a luz ultravioleta e apresenta
termotolerancia, tolerancia a etanol, autofloculacado e osmotolerancia.

2. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz etanol em faixa de
temperatura de 25°C a 44°C.

3. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz etanol em faixa de
temperatura de 37°C a 42°C.

4. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz etanol na faixa de 12,08%
a 21,82% [v/v] usando umsubstrato selecionado do grupo consistindo em suco
de cana-de- acucar, melaco de cana-de-agcUcar e arroz em uma faixa de
temperaturade 30 a 42°C para periodo de tempo de incubacéo na faixa de 30 a
72 horas.

5. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicagdo 4,
caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz etanol na faixa de 12,08%
a 15,36% [v/v] usando umsubstrato selecionado do grupo consistindo em suco
de cana-de- acucar, melaco de cana-de-agUcar e arroz em uma temperatura de
30°C para periodo de tempo de incubac¢éo na faixa de 30 a 48 horas.

6. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicagdo 4,
caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz etanol na faixa de 16,6%
a 21,82% [v/v] usando um substratoselecionado do grupo consistindo em suco
de cana-de-agucar, melagco de cana-de-acucar e arroz em uma temperatura de
37°C para periodo de tempo de incubacao na faixa de 48 a 72 horas.

7. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicacéo 4,

caracterizada pelo fato de que o melaco de cana-de- acucar usado para o
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cultivo da dita levedura estd em uma concentragéo na faixa de 10% a 70% e a
quantidade de concentracao de acucar fermentavel no dito melaco esté na faixa
de 45% a 60%.

8. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicagéao 1,
caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz quantidade grande de
etanol em nivel de aclcar residual de menos de 1% em temperaturas maiores
do que 30°C.

9. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz quantidade grande de
etanol em nivel de acucar residual de 0,3% em temperaturas maiores do que
35° C.

10. Linhagem de levedura modificada de acordo com a reivindicacao
8, caracterizada pelo fato de que a dita levedura produz quantidade grande de
etanol em nivel de acucar residual de 0,02% em temperaturas maiores ou iguais
a37°C.

11. Método para obtencdo da linhagem de levedura modificada de
Saccharomyces cerevisiae tendo numero de acesso MCC 0069, como definida
na reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) submeter a linhagem de Saccharomyces cerevisiae a uma faixa de
temperatura de 45° C a 47° C e em concentracdo de acuUcar
fermentavel de 20% para obter a linhagem selecionada; e

(b) tratar a dita linhagem selecionada com luz ultravioleta a 12 ergs/mm2
por 20 segundos para obter 1,1% de sobrevivéncia em uma placa de
melaco contendo 20% de acUcar fermentavel a 45°C para obter a
linhagem de levedura modificada de Saccharomyces cerevisiae
tendo numero de acesso MCC 0069.

12. Método para producao de etanol usando a linhagem de levedura
modificada de Saccharomyces cerevisiae tendo nimero de acesso MCC 0069,
como definida na reivindicacdo 1, a dita linhagem tendo termotolerancia,

tolerancia a etanol, autofloculacdo e osmotolerancia, caracterizado pelo fato de
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gue compreende as etapas de:

(a) inocular a dita linhagem de levedura modificada de Saccharomyces
cerevisiae tendo numero de acesso MCC 0069 em um substrato
selecionado do grupo consistindo em melaco de cana-de-agucar,
suco de cana-de-agUcar, extrato de planta, suco de fruta contendo
alto teor de acucar, bajra, amido de milho e polpa de tronco de
banana para obter uma cultura de levedura,;

(b) incubar a dita cultura de levedura por 6 a 96 horas em uma faixa de
temperatura de 25 a 45°C a 150 a 170 rpm; e

(c) obter etanol através da dita cultura de levedura apés 24 horas de

incubacéo.

13. Método de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato
de que a temperatura para o cultivo da dita levedura esta na faixa de 35°C a
40°C.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato
de que quantidade de etanol produzida pela dita levedura esta na faixa de
12,08% a 21,82% [v/v] usando um substrato selecionado do grupo consistindo
em suco de cana-de- agUcar, melaco de cana-de-acUcar e arroz em uma faixa
de temperatura de 30 a 42° C por periodo de tempo de incubacgéo na faixa de
30 a 72 horas.

15. Método de acordo com  a reivindicacdo 14, caracterizado pelo
fato de que quantidade de etanol produzido pela dita levedura esta na faixa de
12,08% a 15,36% [v/v] usando um substrato selecionado do grupo consistindo
em cana-de-acucar, melaco de cana-de-acucar e arroz em uma temperatura de
30°C por um periodo de tempo na faixa de 30 a 48 horas.

16. Método de acordo com a reivindicagcéo 14, caracterizado pelo fato
de que quantidade de etanol produzido pela dita levedura esta na faixa de
16,6% a 21,82% [v/v] usando um substrato selecionado do grupo consistindo
em suco de cana-de-aclUcar, melago de cana-de-aclcar e arroz em uma

temperatura de 37°C por um periodo de tempo de 48 a 72 horas.
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17. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado pelo fato
de que o melaco de cana-de-acUcar usado para o cultivo da dita levedura é
usado em uma concentracdo na faixa de 10% a 70% e a quantidade de
concentracdo de acucar fermentavel no dito melaco é de 45% a 60%.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado pelo fato
de que o etanol obtido € usado como biocombustivel, solvente, etanol potavel

e para aplicacao industrial.
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Data File C:\HPCHEM\1\DATA\LOHIT\RAISTD1.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Method

Last changed

RATSTD1
IIT RGP

[T TRN TN

1/1/2002 4:24:55 AM

C:\EPCHEM\1\METEODS\DEF _LC.M
1/1/2002 4:09:01 2M by IIT RGP

(modified after loading)

Location

: Vaal X

Sample Name: BRISTD1

6272

8712

7148

-

RID1 A, Refraciive Ingex Signal (LORMRAISTD1.D)
nRIU |
400000
300000
200000
100000
J
]
2
Azea Perxcent Reposzt
Sorced By Signal
Muleiplier 1.0000
Dilusien 1.0000
Sample Amount : 20.00000

[ng/ul]

Use Mulciplier & Dilution Facteor with ISTDs

S8ignal 1: RIDl R, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type Widch Area Height Area
3 [min) [min] [nRIU*s] [=RID] ]

] b ey | | | |
1 4.07¢ BV 0.2722 8.732449e6 4.665B2e5 B2.7624
2 6.272 WV 0.8555 4.4446leS €780.421l64 4.2129
23 6.712 VW 0.3555 2.07150eS5 6771.45752 1.9627
4 7.148 YV 0.7685 4.34665e5 6€712.25244 4.11596
S 8.257 W 0.6251 3.42436eS €572.56250 2.2455
6 9.316 VBA 0.TE817 3.50015e5 6647.20166 2.6964

Totals : 1.05512e7 5.00465e5

Results cbtained with enhanced integrator!

(not used in cale.)

w**% End of Beport ***%

(A) Perfil de HPLC mostra que produgéao de etanol durante fermentacao
de melacgo de cana-de-agucar € quase livre de qualquer contaminagao

Peticéo 870180040615, de 15/05/2018, pég. 63/64
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Data File C:\HPCHEM\I1\DATA\LOHIT\RAISTD1.D

Iinjection Date

1/1/2002 4:08:42 AM

Sample Name: RAISTDL

Sample Name : RAISTD1 Location : Vial 1
Acg. Operater : IIT KGP
Method s c:\ncmnx\u:ruona\ncr_x.c.u
La=t changed : 1/1/2002 4:09:01 2M by IIT KGP
(modified after loading)
NIHALiiiii;;llll!ﬂ!'llﬂll'UU!ﬂ”JM
nRIV_} 2
500000
00000
300000
200000-]
100000
0 r —n -J :3.
H i ‘ ® mir]
Area Percent Report
Sorted By - Signal
Mulsiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

3ample Amount

s 20.00000 ([ag/ul} (not used in calc.)
Use Muleiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: RIDI A, Refractive Index Signal

Peak RetTime Type

$ [min)

Widch Area Height Area
[min] [aRIU‘s] [(aRIU] L]

1.02¢
2.45%
2.772
3.96é%
7.802
9.126
$.497

40"‘0”!"

Totals :

§333d3s

I—1

I I I
0.7938 481.19724 7.13088 1.818e-3
0.2182 839.53784 50.93608 2.64%8e-3
0.2588 2508.92505 114.51443 7.913e-2
0.572€ 3.1€601e7 €.86447e8 $9.858¢
0.5360 1.60793e4 36€.20688 0.0507
0.5321 1.76€81¢e4 41€.45477 0.05s58
0.2088 7228.02783 416.65%510 0.0228

3.1704%7 €.8781%eS

Results obtained with enhanced integrator!

4e4 End of Report *4*

(B)Perfil de HPLC de etanol puro

Petic8o 870180040615, de 15/05/2018, pég. 64/64
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