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Relatério Descrito da Patente de Invencdo Para: “METODO DE
PRODUGAO DE OLEO BIOLOGICO” .

Campo da Invencao

A invengdo se destina a métodos para a conversdo de
matéria 1lignocelulédésica em produtos combustiveis. Mais
especificamente, a invengdo se destina a métodos para a
geragdo de um produto de Oleo Dbioldgico a partir de
componente (s) especifico(s) da matéria lignocelulédsica.

Antecedentes da Invencgdo

Com o continuo prego elevado do petrdleo e dos seus
crescentes custos de importagdo em muitos paises, a
producdo de combustiveis alternativos (“biocombustiveis”)
estd se tornando cada vez mais importante. Uma quantidade
significativa de ©pesquisas nesse campo se focou na
conversao de matéria lignocelulédsica em produtos
combustiveis tais como o etanol de modo a fornecer matéria-
prima alternativa e renovavel para fontes de matérias-
primas empobrecidas derivadas de hidrocarbonetos.

A matéria lignoceluldsica consiste em polimeros de
hidratos de carbono (celuloses e hemiceluloses) e no
polimero fendélico lignina. As tecnologias existentes para a
conversao de matéria lignocelulédsica em produtos
combustiveils geralmente utilizam uma série de etapas que

envolvem o fracionamento da biomassa seqguidas de
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sacarificagdo e fermentagdo. As etapas de sacarificagao e
fermentacgdo sao freqientemente complexas e aumentam
significativamente o custo do processo. Além disso, a
hidrélise da celulose e da hemicelulose em acucares simples
adequados para fermentagdo é significativamente prejudicada
pela presenga de lignina fortemente ligada. As tecnologias
existentes gastam energia significativa na diminuigdo do
teor de lignina de fragdes que contém acgucar de forma a
aumentar a acessibilidade por enzimas hidroliticas.

A lignina representa uma proporgcdoc significativa de
matéria lignoceluldsica e confere outro recurso utilizédvel
além dos componentes de celulose e de hemicelulose. No
entanto, uma grande parte dos métodos de conversdo de
biomassa falha na utilizag¢do eficaz do componente de
lignina que em vez disso val para o lixo. Além disso,
muitos dos existentes processos de producgdo produzem apenas
etanol. Enquanto o etanol é utilizado como um combustivel,
o conteudo energético em uma base de volume é de cerca de
30% menos do que os combustiveis fésseis atualmente
utilizados, e ndo é pratico nos motores a diesel atuais. O
etanol também atrai agua, o que dificulta o armazenamento e
0 manuseamento.

Existe uma necessidade de métodos melhorados de

conversdo de matéria lignoceluldsica em produtos que
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contenham energia, tais como os biocombustiveis. Também
existe uma necessidade para métodos de produgdo de
biocombustiveis que explorem melhor o potencial de produgdo
de energia da lignina.

Sumario da Invengéo

Em um primeiro aspeto, é fornecido um método de
diluicdo da biomassa lignocelulésica, em gque o método
compreende as etapas de:

(a) fracionamento da hemicelulose da biomassa com um
solvente,

(b) remogdo da hemicelulose fracionada a partir da
restante biomassa depois da etapa (a); e

(c) diluigdo da 1lignina e da celulose a partir da
restante biomassa através de um solvente.

Em um segundo aspeto, ¢é fornecido um método para
produgdo de um produto de 6leo bioldgico a partir de
biomassa lignocelulédsica, em que o método compreende as
etapas de:

(a) fracionamento da hemicelulocse da biomassa através
de um solvente,

(b) remogao fracionada da hemicelulose a partir da
restante biomassa depois da etapa (a); e

(c) diluigdo da lignina e da celulose, depois da etapa

(a) com um solvente, a partir da restante biomassa com um
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solvente,

em que a etapa de diluigdo (c) produz o produto de
6leo bioldgico.

Em um terceiro aspeto, é fornecido um método de modo a
produzir um produto de &leo bioldégico a partir da biomassa
lignocelulédsica, em que o método que compreende as etapas
de:

(a) fracionamento de hemicelulose da biomassa através
de um solvente,

(b) remog¢do da hemicelulose fracionada a partir da
restante biomassa depois da etapa (a):;

(c} fracionamento, quer de:

(i) lignina

(ii) celulose

a partir da biomassa restante depois da etapa (a); e

(d) diluicdo tanto da lignina como da celulose como de
ambas da etapa (c),

onde a diluicdo na etapa (d) produz o produto de 6leo
biolégico.

Em uma modalidade do terceiro aspeto, o fracionamento
na etapa (c) é realizado utilizando um &lcool, um &lcool
aquoso, ou agua. O &lcool, o &lcool aquoso, ou a agua podem
ser utilizados de modo a fracionar a lignina ou a celulose

sob condigdes supercriticas.
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Em uma modalidade do primeiro, segundo ou terceiro
aspeto, o fracionamento da hemicelulose na etapa (a) ¢é
efetuado utilizando a&gua subcritica.

Em uma outra modalidade do primeiro, segundo ou
terceiro aspeto, o fracionamento da hemicelulose utilizando
agua subcritica é realizado a uma temperatura entre cerca
de 100 °C e cerca de 300 °C.

Em uma modalidade adicional do primeiro, segundo ou
terceiro aspeto, o fracionamento da hemicelulose utilizando
dgua subcritica é realizado a uma pressdo de entre cerca de
2 MPa (20 bar) e cerca de 4 MPa (40 bar).

Em uma modalidade adicional do primeiro, segundo ou
terceiro aspeto, o fracionamento da hemicelulose utilizando
dgua subcritica é realizado a cerca de 190 °C e cerca de 3
MPa (30 bar).

Em uma modalidade do primeiro, segundo ou terceiro
aspeto, o componente da hemicelulose fracionada da etapa
(b) & submetido a sacarificagcdo de forma a produzir um
sacarideo fermentdvel. O sacarideo pode ser fermentado de
modo a produzir um alcool selecionado a partir do grupo que
consiste em etanol, butanol, xilitol, manitol e arabinol.

Em um quarto aspeto, ¢é fornecido um método para a
produgdo de um produto de &6leo biolégico, em que o método

compreende a etapa de dilui¢cdo de um material que
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compreende uma ou ambas:

(i) lignina;

(ii) celulose,

utilizando um solvente, em que a referida diluigéo
produz o produto de 6leo bioldgico.

Em uma modalidade do primeiro, segundo, terceiro ou
quarto aspeto, a diluicdo é feita utilizando um solvente
que é um agente algquilante. O agente alquilante pode ser
selecionado a partir do grupo que consiste em um alquil
halido, um alquilsulfato, uma olefina e um algquilfosfato. O
agente alquilante pode ser um alcool. O &lcool pode ser um
alcool Cl a C6. O &alcool Cl a C6 pode ser etanol, metanol
ou butanol.

O solvente pode ser aquoso. O solvente aquoso pode
compreender pelo menos um por cento de &agua com base no
peso total de solvente. O solvente aquoso pode compreender
pelo menos 80 por cento de &gua com base no peso total do
solvente. O solvente aquoso pode compreender pelo menos 90
por cento de Adgua com base no peso total do solvente.

Em uma modalidade do primeiro, segundo, terceiro ou
quarto aspeto, a diluigdo é efetuada a uma temperatura de
entre cerca de 230 °C e cerda de 360 °C.

Em uma outra modalidade do primeiro, segundo, terceiro

ou quarto aspeto, a diluicdo é efetuada a uma pressdo de
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entre cerca de 14 MPa (140 bar) e cerca de 24 MPa (240
bar).

Em uma modalidade do primeiro, segundo, terceiro ou
quarto aspeto, a diluicdo é efetuada a uma temperatura de
entre cerca de 230 °C e cerca de 360 °C, e a uma pressdo de
entre cerca de 14 MPa (140 bar) e cerca de 24 MPa (240
bar) .

Em uma outra modalidade do primeiro, segundo, terceiro
ou quarto aspeto, a diluigdo é efetuada a uma temperatura
de cerca de 320 °C e uma pressdo de cerca de 18 MPa (180
bar) .

Em uma modalidade do segundo, terceiro ou quarto
aspeto, a etapa de diluigdo converte substancialmente toda
a lignina em produto de 6leo bioldgico.

Em uma modalidade do segundo, terceiro ou quarto
aspeto, a etapa de diluigdo converte substancialmente toda
a celulose em produto de 6leo bioldgico.

Em uma modalidade do segundo, terceiro ou quarto
aspeto, a etapa de diluicdo converte substancialmente toda
a celulose e substancialmente toda a lignina em produto de
6leo bioldgico.

Em um quinto aspeto, é fornecido um produto de &éleo
biolégico obtido através do método do primeiro, segundo,

terceiro ou quarto aspeto.
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Em um sexto aspeto, é fornecido um produto de &leo
bioldgico obtido através do método do primeiro, segundo,
terceiro ou quarto aspeto.

O produto de dleo bioldégico de qualquer um dos aspetos
anteriores pode ser utilizado como um biocombustivel, ou um
aditivo de biocombustivel.

Em um sétimo aspeto, ¢é fornecido um método para
produgdo de um O6leo bioldégico a partir da matéria
celuldsica, em que o método compreende as etapas de:

(a), dissolugdo da hemicelulose a partir da matéria
lignoceluldésica utilizando um solvente,

(b) remogdo da hemicelulose dissolvida a partir da
restante matéria sélida depois da etapa (a); e

(c) diluigdo da lignina e da celulcose a partir da
restante matéria sdélida depois da etapa (a) utilizando um
solvente,

em que a etapa (¢) de diluicdo da 1lignina e da
celulose produz o 6leo bioldgico.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a matéria

lignocelulédsica é constituida por 10% - 35% de

hemicelulose, 15% - 45% de celulose e 2% - 35% de lignina.
Em uma modalidade do sétimo aspeto, a matéria

lignocelulédsica é constituida por 20% - 35% de

hemicelulose, 20% - 45% de celulose e de 20% - 35% de
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lignina.

Em uma outra modalidade do sétimo aspeto, o solvente
da etapa (c) é um &lcool aquoso que compreende ndo mais do
que dez &tomos de carbono.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, o &lcool aquoso é
etanol ou metanol.

Em uma modalidade adicional do sétimo aspeto, o &lcool
aquoso compreende 1% - 30% de &lcool em peso.

Em uma outra modalidade do sétimo aspeto, o alcool
aquoso compreende 5% - 30% de &lcool em peso.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, o &lcool aquoso
compreende cerca de 25% de &4lcool em peso.

Em uma outra modalidade do sétimo aspeto, o &lcool
aquoso compreende cerca de 20% de alcool em peso.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c) é
efetuada a uma temperatura de reagdo de entre 250 °C e 400
°C.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c) é
efetuada a uma temperatura de reacdo de entre 280 °C e 350
°C.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c) é
efetuada a uma temperatura de cerca de 320 °C.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c) é

efetuada a uma pressdc de reagao de entre 12 MPa e 24 MPa.
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Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c) é
efetuada a uma pressdo de reacdo de cerca de 20 MPa.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a lignina e a
celulose da etapa (c) estdo na forma de pasta.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a pasta compreende
entre 2% e 45% de matéria sdélida em peso.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a pasta compreende
entre 2% e 30% de matéria sdélida em peso.

Em uma outra modalidade do sétimo aspeto, a pasta
compreende cerca de 5% de matéria sdélida em peso.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c) é

efetuada entre 2 minutos e 60 minutos.

(O

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c)
efetuada entre 2 minutos e 40 minutos.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa (c) é
efetuada entre 5 minutos e 30 minutos.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa de
diluicdo da hemicelulose (a) é efetuada a uma temperatura
de reacdo entre 100 °C e 250 °C, e a uma pressdo de reacdo
entre 0,2 MPa e 5 MPa.

Em uma outra modalidade do sétimo aspeto, a etapa do
solvente (a) é um &cido aquoso e o tratamento é realizado a
um pH abaixo de 6,5.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a etapa do
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solvente (a) & uma base agquosa e o tratamento é realizado a
um pH acima de cerca de 7,5.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, o solvente da
etapa (a) é &gua.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, o método ainda
compreende o pré-tratamento da matéria lignocelulédsica
antes da etapa de diluicdo da hemicelulose (a).

Em uma modalidade adicional do sétimo aspeto, o pré-
tratamento compreende a produgdo de uma pasta que
compreende uma mistura de um solvente e de particulas
derivadas a partir da matéria lignocelulédsica.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, as particulas tém
um tamanho entre cerca de 50 micrdémetros e cerca de 500
micrémetros.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, as particulas tém
um tamanho entre cerca de 100 micrémetros e cerca de 400
micrémetros.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a pasta compreende

o

entre cerca de 5 e cerca de 20% de matéria
lignocelulédsica.

Em uma outra modalidade do sétimo aspeto, a lignina &
fracionada a partir da restante matéria sdlida depois da

etapa (a) antes da realizagdo da etapa de diluigdo (c) de

modo a produzir o 6leo bioldgico.



10

15

20

12

Em uma outra modalidade do sétimo aspeto, a celulose é
fracionada a partir da restante matéria sdélida depois da
etapa (a) antes da realizagdo da etapa de diluigdo (c) de
modo a produzir o éleo biolédgico.

Em uma modalidade do sétimo aspeto, a hemicelulose
dissolvida removida na etapa (b) é sujeita a sacarificagdo
de forma a produzir um sacarideo fermentavel.

Em uma modalidade adiciocnal do sétimo aspeto, o
sacarideo ¢é fermentado de modo a produzir um &lcool
selecionado a partir do grupo gque consiste em etanol,
butanol, xilitol, manitol e arabinol.

Em um oitavo aspeto, ¢é fornecido um método para
producdo de um produto de Oleo bioldgico a partir de um
material que compreende lignina e celulose, em que o método
compreende o tratamento do material com um &lcool aquoso
supercritico a uma temperatura de reacdo entre 180 °C e 350
°C e uma pressdo de reagdao de 8 MPa e 26 MPa, em que OS
referidos tratamentos solvatam a lignina e a celulose
produzindo o produto de déleo biolédgico.

Em uma modalidade do oitavo aspeto, o material ¢é
tratado a uma temperatura de reacgdo entre 280 °C e 350 °C e
a uma pressdo de reagdo entre 12 MPa e 24 MPa.

Em uma modalidade do oitavo aspeto, o &lcool aquoso

compreende 1% a 30% de alcool em peso.
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Em uma modalidade do oitavo aspeto, o &alcool aquoso
compreende 5% a 30% de &lcool em peso.

Em uma outra modalidade do oitavo aspeto, o &lcool
aquoso é etanol.

Em um nono aspeto, é fornecido um 6éleo bioldbgico
obtido através do método do sétimo ou oitavo aspeto.

Em um décimo aspeto, é fornecido um 6leo biolégico
obtido através do método do sétimo ou oitavo aspeto.

Breve Descricdo Dcs Desenhos

Uma modalidade preferida da presente invencdo seré
agora descrita, através de um exemplo Unico, com referéncia
aos desenhos anexos em que:

A Figura 1 é um gradfico que mostra os resultados de um
ensaio de &4cido dinitrosalicilico (DNS) efetuado em
amostras de licor de hemicelulose submetidas a
sacarificagdo utilizando enzimas hidroliticas. As leituras
da absorvéncia (Isyq, no mOD) de controlos de substratos
apenas e de controlos de enzimas apenas foram subtraidas as
leituras obtidas a partir de amostras de enzima-substrato.
Os numero de amostras sd&o mostrados no eixo horizontal. O
eixo vertical mostra a quantidade relativa de actcares
redutores presentes em cada amostra.

A Figura 2 é um grafico que mostra os resultados de

uma andlise de cromatografia de permeacido em gel (GPC), de
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uma fragdo de o6leo pesado produzido de acordo com o©s
métodos da invencéio. Eixo vertical: intensidade
normalizada; eixo horizontal: peso molecular; trago claro:
tempo de retencdo 15 minutos; trago escuro: tempo de
retencdo 30 minutos.

A Figura 3 é um grafico que mostra os resultados da
andlise térmica gravimétrica (TGA) de uma fracdo de d&leo
pesado produzido de acordo com os métodos da invengdo. Eixo
vertical: percentagem de massa perdida; eixo horizontal:
temperatura (°C); trago: representa os resultados a partir
da produgdo de 6leo pesado utilizando um tempo de retengao
de 30 minutos.

A Figura 4 é um cromatograma que mostra os resultados
de uma andlise de espectroscopia de cromatografia de massa
de g&s (GCMS) de &éleos dietilicos extraiveis de éteres
derivados da fase aquosa de uma emulsdoc de d6leo produzida
de acordo com os métodos da invencdo. Picos: 2,342 (Eter, 1
- propenil propil), 5,600 (2 ciclopentenona-l-ona, 2-metil-
), 6,949 (Fenol), 8,483 (Fenol, 2-metoxi-), 9,690 (2,3-
Dimetilhidroquinona), 10,590 (Fenol, d-etil-2-metoxi-}),
10,625 (1, 2-Benzenodiol, 4-metil-), 11,433 (Fenol, 2=
metoxi-4-propil-), 11,731 (Vanilina), 12,374 (Fenol, 2-
metoxi-).

A Figura 5 é um cromatograma que mostra os resultados
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de uma anédlise de espectroscopia de cromatografia de massa
de gas (GCMS) de uma fragdo de 6leo pesado produzido de
acordo com os métodos da invencéao dissolvido em
tetrahidrofurano. Picos: 10,585 (Fenol, 4-etil-2-metoxi-),
11,433 (Fenol, 2-metoxi-4-propil-), 17,067 (Acido oleico),
17,742 (2-isopropil-10-metilfenantreno), 18,343 (3-(3-
hidréxi-4-metoxifenil)-1-alanina), 18,442 ((=)-
Nortrachelogenina), 18,686 (4cido 1-Fenantrenecarboxilico,
1, 2, 3, 4, 4a, 9, 10, 1l0O0a-octa-hidro-1,4a-dimetil-7-(1-
metiletil) -, éster metilico, [IR-(1l.alfa., 4a.beta,
10a.alfa.)]), 18,981 (4cido 1l-Fenantrenecarboxilico, 1, 2,

3, 4, 4a, 9, 10, l0a-octa-hidro-1,4a-dimetil-7-(1-

metiletil)-, [1R (l.alfa, 4a.beta,l10a.alfa)]), 20,016 (7-
(3,4-metilenodidxi) - tetrahidrobenzofuranona), 21,368
(Carinol).
Definigdes

Conforme utilizado nesta aplicagdo, a forma singular

A\Y A\Y 144 AN} r”

um”, uma” e “o” incluem as referéncias no plural a menos
que o contexto indique claramente o contrdrio. Por exemplo,
o termo “uma particula” também inclui uma pluralidade de
particulas.

Conforme wutilizado neste documento, o termo “que
compreende” significa “que inclui”. Variacdes da palavra

“compreendendo”, como “compreende” e “compreendem”, tém da
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mesma forma significados variados. Assim, por exemplo, um
material “compreendendo” lignina e celulose pode ser
exclusivamente constituido por lignina e celulose ou pode
incluir outras substancias.

Conforme utilizado neste documento, os termos “matéria
lignoceluldsica” e “biomassa lignocelulésica” sdo
utilizados indistintamente e tém o mesmo significado. Os
termos incluem qualquer substédncia que compreenda lignina,
celulose e hemicelulose.

Conforme utilizado neste documento, o termo “solvente
aquoso” se refere a um solvente que contenha pelo menos um
por cento de &gua com base no peso total do solvente.

Conforme utilizado neste documento, o “etanol aquoso”
se refere a um solvente de etanol que contenha pelo menos
um por cento de agua com base no peso total do solvente.

Conforme utilizado neste documento, 0 termo
“sacarideo”, abrange qualquer molécula que compreenda uma
ou mais unidades de monossacarideos. Exemplos de sacarideos
incluem, mas ndo estdc limitados a, celulose, hemicelulose,
polissacarideos, oligossacarideos, dissacarideos e
monossacarideos. “Sacarideos” também incluem
glicoconjugados, tais como glicoproteinas e glicolipideos.
Todas as formas estereoisoméricas e enantioméricas de

sacarideos s&o abrangidas pelo termo.
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Conforme utilizado neste documento, uma substéncia
“supercritica” (por exempld, um solvente supercritico) se
refere a uma substdncia que ¢é aquecida acima da sua
temperatura critica e pressurizada acima da sua pressao
critica (isto é, uma substéncia a uma temperatura e presséo
acima do seu ponto critico). O termo “supercritico” abrange
igualmente as condig¢des de temperatura e/ou pressdo que s&o
uma pequena, embora ndo substancial, quantidade (por
exemplo, cerca de 5%) abaixo do ponto critico da substéncia
em questdo (isto é, “subcritico”). Dessa forma, o termo
“supercritico” também abrange o comportamento oscilatdrio
em torno do ponto critico de uma substédncia (isto é, o
movimento a partir de condigdes supercriticas até condicgdes
subcriticas e vice-versa). Por exemplo, um solvente que tem
um ponto critico de 305 graus Kelvin e 4,87 atmosferas
pode, para efeitos da presente invengdo, ser ainda
considerado como sendo “supercritico” a uma temperatura
ligeiramente inferior (por exemplo, entre 290 graus e 305
graus Kelvin) e/ou a uma pressdo um pouco menor (por
exemplo, entre 4,63 e 4,87 atmosferas).

Deve ser entendido que a utilizacdo, neste documento,
do termo “cerca de” em referéncia a um valor numérico
recitado (por exemplo, uma pressdo de reacdo, temperatura e

PH), inclui o valor numérico citado e os valores numéricos
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dentro de mais ou menos dez por cento do valor citado.

Sera entendido que a utilizac¢do do termo “entre” ao se
referir a uma escala de valores numéricos engloba os
valores numéricos em cada extremidade da escala. Por
exemplo, uma escala de temperatura entre 10 °C e 15 °C é
inclusiva das temperaturas de 10 °C e de 15 °C.

Qualquer descricdo de documentos anteriores & técnica
neste documento, ou declaracdes neste documento derivadas
ou com base em tais documentos, ndo é uma admissdo de que
os documentos ou declaragdes derivados fazem parte do
conhecimento comum geral da técnica relevante na Austréalia
ou em qualquer outro lugar.

Para efeitos de descricdo todos os documentos
referidos neste documento sdo incorporadocs por referéncia,
exceto se declarado de outra forma.

Descricdo Detalhada da Invencéao

A invengdo confere métodos para geracdo de um produto
de 6leo bioldgico a partir da matéria lignoceluldsica sem a
necessidade de hidrdélise enzimdtica ou fermentacdo. A
matéria lignocelulésica tratada de acordo com os métodos da
invengdo é geralmente submetida a uma etapa de remocdo de
hemicelulose seguida por conversdo direta da restante
matéria (que  compreende predominantemente lignina e

celulose) em um produto de o6éleo bioldégico estédvel. O
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produto de &6leo bioldgico pode ser utilizado diretamente,
processado de forma a gerar outros produtos (por exemplo,
combustiveis), ou utilizado como aditivo do combustivel. A
hemicelulose separada de acordo com os métodos da invengao
pode ser convertida em produtos tais como os alcoois.

As tecnologias existentes tém demonstrado que a
matéria lignoceluldsica pode ser solubilizada com solventes
supercriticos. ©No entanto, muitas vezes, os produtos
gerados contém quantidades significativas de conteudos como
alcatrdo e sd3o dificeis de processar. Se acredita que os
trés componentes principais da matéria lignoceluldsica
(isto é, lignina, celulose e hemicelulose) tém diferentes
reatividades. Em particular, se pensa que a hemicelulose ¢
propensa a excessivas conversdes levando a materiais
altamente instdveis e/ou carbonizados, enquanto se acredita
que as outras duas fragdes (lignina e celulcse), reagem
mais lentamente. As altas temperaturas associadas com O
tratamento supercritico sdo suscetivels de induzir a
dissolucao da hemicelulose bem antes da lignina e da
celulose reagirem de forma significativa. Desse modo os
acucares derivados da hemicelulose, desidratam rapidamente,
criando vinculos duplos e moléculas ciclicas altamente
reativas (por exemplo, furfural), que polimerizam

facilmente e que produzem contetdos do tipo alcatrdo se néao
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estiverem estabilizadas. Isso compromete de forma significa
a eficiéncia das etapas subseqgiientes (por exemplo, a
sacarificacdo e a fermentacédo) utilizadas nas atuais
tecnologias de modo a gerar os biocombustiveis. Os métodos
da invencgdo contornam este problema através do fornecimento
de uma primeira etapa de separacdo da hemicelulose sob
condicdes suaves, minimizando desse modo a desidratagdo do
aglcar e a formacdo de moléculas do tipo alcatrdo durante o
processamento dos componentes de lignina e de celulose.

A solubilizagdo da matéria lignoceluldsica utilizando
as tecnologias atuais é geralmente um precursor para as
seguintes etapas de sacarificagdo e de fermentacgao
necessarias para a produgdo de biocombustivel. Estas etapas
adicionais sado muitas vezes complexas e aumentam
significativamente o custo do processo. Além disso, a
sacarificacdo da celulocse e/ou da hemicelulose solubilizada
em cadeias de aglcar de um comprimento adequado para a
fermentacdo ¢é geralmente prejudicada pela presenga de
lignina fortemente ligada. Os métodos da invengdo contornam
este problema ao facilitarem a conversdo direta de lignina
e de celulose em um produto de 6leo bioldgico, sem terem a
necessidade das etapas de sacarificagdo e de fermentacgao.

Sem estar limitado a um mecanismo ou modo de acgao

particular, se acredita que o tratamento da matéria que
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compreende lignina e celulose de acordo com os métodos da
invengdo facilita a dilatacdo da lignina e/ou da celulose e
a estabilizagdo quimica do produto de 6éleo bioldgico
formado, minimizando, dessa forma, a polimerizacdo em
contetdos do tipo alcatrdo. Se acredita gque a dilatacgéao
mecidnica da celulose e/ou da lignina ajuda a “abrir” o
substratoc o tornando mais acessivel para hidrdlise e
despolimerizagdo. A estabilizacdo quimica do produto de
6leo bioldgico pode ocorrer através de varias interacdes,
que incluem a alquilagdo e a eliminacdo de radicais livres.
Por exemplo, a alquilagdo dos grupos reativos em celulose
e/ou lignina ¢é suscetivel de prevenir que as espécies
altamente reativas se polimerizem. Além disso, a eliminacéo
de radicais 1livres através do solvente (por exemplo,
através da formacdo de radicais hidroxi e/ou de radicais
etoxi) pode converter radicais aromdticos em radicais né&o
aromaticos. Isto pelo seu lado pode reduzir o potencial de
ligagdo cruzada envolvendo os produtos aromdticos e o 6leo
biolégico.

De acordo com 1isso, o processamento da matéria
lignoceluldsica, de acordo com os métodos da invengéo
contorna uma série de deficiéncias associadas com oS
métodos de produgdo de biocombustivel existentes e também

confere meios para exploragao do potencial de producdc de
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energia da lignina.
Matéria lignocelulésica

Os métodos descritos neste documento s&o adequados
para produgdo de um produto de 6leo bioldgico a partir de
um material que compreende lignina e celulose. Pode ser
utilizado qualquer material que compreende lignina e
celulose. O material pode incluir qualguer numero de
substéncias, além de lignina e de celulose. Em alternativa,
o material pode ser constituido predominantemente por
lignina e celulose, ou ser constituido apenas por lignina e
celulose. Em certas modalidades, o material utilizado nos
métodos da invengdo compreende adicionalmente proteinas.

Em certas modalidades, o material utilizado nos
métodos da invencdo é matéria lignoceluldsica. Em geral, a
matéria lignoceluldsica se refere a uma substédncia que
compreende os componentes da lignina, da celulose e da
hemicelulose.

A proporgdo relativa de 1lignina, hemicelulose e
celulose em uma dada amostra ira depender da natureza da

matéria lignocelulédsica.

Por exemplo, em algumas modalidades a matéria
lignocelulédsica utilizada nos métodos da invencéao
compreende 2 - 35% de lignina, 15 - 45% de celulose e 10 -

35% de hemicelulose.
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Em outras modalidades, a matéria lignocelulébsica
utilizada nos métodos da invencdo compreende 20 - 35% de
lignina, 20 - 45% de celulose e 20 - 35% de hemicelulose.

Em outras modalidades, o <conteudo de 1lignina na

matéria lignoceluldsica é mais do que 35%, ou menos do de
20%, o conteudo de celulose é mais do que 45% ou menos do
que 20%, e o conteudo de hemicelulose é mais do que 35% ou
menos do que 20%.

Em algumas modalidades, a matéria lignocelulédsica
compreende pelo menos cerca de 10% de lignina, pelo menos
cerca de 15% de celulose, e pelo menos cerca de 10% de
hemicelulose.

Em outras modalidades, a matéria 1lignocelulédsica
compreende pelo menos cerca de 15% de lignina, pelo menos
cerca de 20% de celulose, e pelo menos cerca de 15% de
hemicelulose.

Em modalidades adicionais, a matéria lignoceluldsica
compreende pelo menos cerca de 20% de lignina, pelo menos
cerca de 25% de celulose, e pelo menos cerca de 20% de
hemicelulose.

Em algumas modalidades, a matéria 1lignocelulédsica
compreende pelo menos cerca de 25% de lignina, pelo menos
cerca de 30% de celulose, e pelo menos cerca de 25% de

hemicelulose.
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O destinatédrio qualificado ird reconhecer que os

métodos descritos neste documento ndo sdo constrangidos

pelas proporgdes relativas de lignina, hemicelulose e
celulose em uma determinada fonte de matéria
lignocelulésica.

A matéria lignoceluldésica para utilizacdo nos métodos
da invencgdo pode ser derivada a partir de qualquer fonte.

Por exemplo, a matéria das plantas lenhosas pode ser
utilizada como uma fonte de material lignocelulédsico.
Exemplos de plantas lenhosas adequadas incluem, mas néo
estdo limitados a, pinheiro (por exemplo, Pinus radiata),
vidoeiro, eucalipto, bambu, faias, abeto, abeto branco,
cedro, salgueiro, choupo e 4lamo. As plantas lenhosas podem
ser plantas 1lenhosas rebentadas por touga (por exemplo,
salgueiro rebentado por touga, alamo rebentado por touga).

A titulo de exemplo, apenas, a proporgao de
hemicelulose na matéria das plantas lenhosas pode ser de
entre cerca de 15% e cerca de 40%, a proporcdo de celulose
pode ser de entre cerca de 30% e cerca de 60%, e a
proporgdo de lignina pode ser de entre cerca de 5 % e cerca
de 40%. De preferéncia, a proporcdo de hemicelulose da
matéria das plantas lenhosas estd entre cerca de 23% e
cerca de 32%, a proporgdo de celulose entre cerca de 38% e

cerca de 50%, e a proporgdo de lignina entre cerca de 15% e
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cerca de 25%.

Adicionalmente ou em alternativa, a matéria da planta
fibrosa pode ser wutilizada como uma fonte de matéria
lignoceluldsica, exemplos ndo limitativos dos quais incluem
(por exemplo, switchgrass - Panicum virgatum) capim, aparas
de grama, linho, sabugo de milho, palha de milho, canas,
bambu, bagaco de cana, cénhamo, sisal, Jjuta, canibas,
palha, palha de trigo, bananeira, algodoeiro, céanhamo de
hibisco, casca de arroz, e os pelos do coco.

Fontes agricolas adequadas da matéria lignoceluldsica
incluem, mas ndo se limitam a, culturas agricolas, residuos
de colheita, e residuos de instalacg¢des de processamento de
grdos (por exemplo, cascas de trigo / aveia, Dbarbas de
milho etc.) Em geral, as matérias-primas agricolas podem
incluir galhos, arbustos, canas, milho e palha de milho,
culturas energéticas, florestas, frutas, flores, graos,
ervas, plantas herbéaceas, folhas, cascas, agulhas, troncos,
raizes, mudas, culturas lenhosas de curta rotacgao,
arbustos, gramineas de transigdo, A&rvores, cipds, madeiras
duras e madeiras macias.

Adicionalmente ou em alternativa, a matéria
lignocelulésica pode ser derivada a partir de florestas
comerciais ou virgens (por exemplo, arvores, mudas, restos

de madeira tais como galhos, folhas, cascas, troncos,
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raizes e produtos derivados da transformagdo de materiais).

Adicionalmente ou em alternativa, os produtos e
subprodutos que compreendem a matéria lignoceluldsica podem
ser utilizados como uma fonte de material lignocelulédsico.
Exemplos ndoc limitativos incluem materiais relacionados com
madeira e residuos lenhosos (por exemplo, residuos
agricolas, ou residuos de processamentos florestais ou de
madeira, residuos ou subproduto que saem dos produtos de
madeira, dos residuos das serragens e das fabricas de papel
e dos cortes rasos, serragens, painéis de particulas e
folhas) e produtos industriais (por exemplo, polpa, papel,
lamas do fabrico de papel, placas de cartdo, tecidos e
roupas, dextrano, e rayon).

A matéria lignoceluldsica pode, opcionalmente, ser
pré-tratada antes da realizagdo dos métodos da invencgao.
Por exemplo, podem ser utilizados métodos mecanicos e/ou
quimicos de forma a romper a estrutura da matéria
lignocelulésica. Exemplos ndoc limitativos de métodos de
pré-tratamento mecénico incluem presséao, gradagem,
agitagdo, corte, moagem, compressao / expansdo, ou outros
tipos de ag¢do mecénica. O pré-tratamento da matéria
lignoceluldésica pode ser efetuado utilizando um aparelho
mecdnico, por exemplo, uma extrusora, um recipiente de

pressdo, ou um reator de batelada.
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Os métodos de pré-tratamento podem incluir o
tratamento com calor. Por exemplo, podem ser utilizados
métodos de pré-tratamento com explosdo a vapor de modo a
romperem a estrutura da matéria lignoceluldsica. Em geral,
os métodos de pré-tratamento com explosdo a vapor envolvem
a exposicdo da matéria ao vapor de alta pressdao em um
ambiente contido antes de o produto resultante ser
explosivamente descarregado para uma pressdo atmosférica. O
pré-tratamento com explosdo a vapor pode envolver
adicionalmente a agitacdo da matéria lignocelulésica.

Em modalidades preferidas, a matéria lignoceluldsica
para utilizacdo nos métodos da invencdo ¢é fornecida na
forma de uma pasta. A pasta pode ser gerada, por exemplo,
através da conversdo da matéria lignoceluldsica em um pé de
tamanho de particulas adequado (por exemplo, através de
gradagem, agitacgao, trituracéo, moagem, compressao /
expansdo e/ou outros tipos de acg&o mecédnica) e da mistura
com um liquido adequado (por exemplo, &gua ou alcool
aquoso) .

0 tamanho das particulas de matéria sélida incluida na
mistura pode estar entre cerca de 10 micrémetros e cerca de
10.000 micrémetros. Por exemplo, o tamanho das particulas
de matéria sdélida incluida na mistura pode ser de pelo

menos cerca de 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000,
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7.000, 8.000 ou 9.000 micrémetros. Em alternativa, o
tamanho da particula pode estar entre cerca de 10
micrémetros e 50 micrdmetros, entre cerca de 10 micrdémetros
e cerca de 100 micrémetros, entre cerca de 10 micrdmetros e
cerca de 400 micrémetros, entre cerca de 10 micrémetros e
cerca de 500 micrémetros, entre cerca de 100 micrdmetros e
cerca de 200 micrémetros, entre cerca de 100 micrémetros e
cerca de 300 micrémetros, entre cerca de 100 micrdémetros e
cerca de 500 micrdémetros, ou entre cerca de 100 micrdmetros
e cerca de 1.000 micrdmetros.

Em uma modalidade, o tamanho das particulas esta entre
cerca de 100 micrémetros e cerca de 400 micrdémetros.

Em outra modalidade, o tamanho das particulas esta
entre cerca de 50 micrdmetros e cerca de 500 micrémetros.

Em outra modalidade, o material sélido é serradura e o
tamanho da particula se situa entre «cerca de 150
micrémetros e cerca de 300 micrémetros.

A concentracdo de residuos sdélidos na pasta pode ser
elevada (por exemplo, acima de cerca de 50% p/v). Em
alternativa, a concentragdo de residuos sélidos na pasta
pode estar entre 1% e cerca de 50%, entre cerca de 1% e
cerca de 40%, entre cerca de 1% e cerca de 30%, entre cerca
de 1% e cerca de 20%, ou entre cerca de 1% e cerca de 10%

p/v.
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Em certas modalidades, a concentracdo de residuos
sélidos na pasta estd entre cerca de 5% e cerca de 20% p/v.

Em uma modalidade, o material sdélido é serradura e a
concentragdo de residuos sélidos na pasta é de cerca de 10%
p/v.

Em modalidades alternativas, os métodos da invencédo
sdo realizados utilizando um material que compreende
lignina sem celulose. Conforme utilizado neste documento um
material que compreende lignina “sem celulose” sera
entendido ccmo incluindo um material sem celulose, mas
também um material que compreenda uma pequena quantidade de
celulose (conforme pode ser o caso depois da purificacdo ou
do fracionamento da lignina a partir de um material mais
complexo) .

Em outra modalidade alternativa, os métodos da
invengdo sdo realizados utilizando um material que
compreende celulose sem lignina. Conforme utilizado neste
documento um material que compreende celulose “sem lignina”
sera entendido como incluindo um material sem lignina, mas
também um material que compreenda uma pequena quantidade de
lignina (conforme pode ser o caso depois da purificacdo ou
do fracionamento da celulose a partir de um material mais
complexo) .

Uma ou mais etapas de pré-tratamento podem ser
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efetuadas de forma a separar, concentrar e/ou purificar a
lignina e/ou a celulose a partir das matérias-primas que
compreendam substédncias adicionais.

Fracionamento de hemicelulose

Os métodos da invengdo podem ser utilizados de forma a
gerarem um produto de Oleo bioldégico a partir de qualquer
material que compreenda lignina e celulose.

Em certas modalidades, o material é matéria
lignocelulésica. Em modalidades onde o material é matéria
lignocelulésica, a hemicelulose pode ser fracionada antes
de converter a lignina e a celulose em um 6leo biolédgico.

O “fracionamento” da hemicelulose a partir da matéria
lignocelulésica conforme contemplado neste documento se
refere a um processo em gque a hemicelulose é parcialmente
ou totalmente separada dos outros componentes (por exemplo,
da lignina e/ou da celulose) da mesma matéria.

Depois do fracionamento da hemicelulose, a restante
matéria sélida que compreende predominantemente lignina e
celulose pode ser tratada com um solvente de forma a
produzir um produto de éleo biolégico utilizando os métodos
da invencdo.

Em modalidades alternativas, a restante matéria sélida
pode ser separada ou substancialmente separada em

componentes de lignina e de celulose, em que cada uma ou



10

15

20

31

ambas podem ser tratadas de modo a produzir um produto de
6leo bioldgico utilizando os métodos da invencéao.

A matéria lignocelulédésica pode, opcionalmente, ser
pré-tratada antes do fracionamento da hemicelulose, por
exemplo, conforme descrito na secdo acima intitulada
“Fracionamento da matéria lignocelulésica”. O fracionamento
da hemicelulose a partir da matéria lignocelulédsica envolve
geralmente a clivagem de ligagdes guimicas especificas. Por
exemplo, as ligagdes covalentes cruzadas entre a
hemicelulose e a lignina podem ser quebradas de modo a
facilitar o fracicnamento. Isto pode envolver a clivagem
das 1ligag¢des éster, por exemplo, entre o carbono-a da
subunidade fenilpropanica em lignina e o grupo carboxilato

livre de acidos urénicos e acidos aromaticos em

hemicelulose.
Adicionalmente ou em alternativa, a clivagem de
ligagdes éster entre o carbono-« da subunidade

fenilpropénica em lignina e hidroxilos em hemicelulose tais
como a L-arabinose (0-5), D-glicose ou D-manose (0-6), 0-2
xilose, 0O-3 xilose ou hidroxilo glicosidico (0-1) também
podem ocorrer durante o fracionamento das cadeias de
hemicelulose da lignina.

O fracionamento da hemicelulose também pode envolver a

clivagem das ligagdes existentes entre a hemicelulose e a
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celulose (por exemplo, liga¢des de hidrogénio) e/ou as
ligacdes dentro da estrutura da hemicelulose (por exemplo
as ligacdes B(l - 4) entre as unidades de monossacarideo ou
ligagbes de ramos laterais a(l - 6).

O fracionamento da hemicelulose, de acordo com OsS
métodos da invencdo ird geralmente envolver a utilizacdo de
um ou mais solventes. Qualgquer solvente capaz de diluir a
hemicelulose pode ser potencialmente utilizado, exemplos
ndo limitativos dos quais incluem agua, solugdes &cidas
aquosas, solugdes alcalinas aquosas e solventes organicos.
Condigcdes de reacdo apropriadas para a dissolugdo da
hemicelulose a partir da matéria lignocelulésica dependerdo
do solvente ou solventes especificos utilizados, e da
natureza do material lignocelulédsico inicial.

De preferéncia, o fracionamento da hemicelulose &
efetuado sob condigdes suaves, minimizando desse modo a
desidratagdo do agucar e a formagdo de moléculas do tipo
alcatrdo através da polimerizacéo.

Em modalidades preferidas, a hemicelulose é fracionada
através da dissolugdo em solugdo aquosa. Em geral, a
dissolugdo da hemicelulose em solugdo aquosa tipicamente
também envolverd a hidrdlise parcial da hemicelulose.
Exemplos de solug¢des aquosas adequadas para a dissolucgéao e

hidrélise parcial da hemicelulose incluem solucdes &acidas
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aquosas, solucgdes alcalinas aquosas e solugdes aquosas de
pH neutro (isto é, pH de cerca de 7,0).

Uma solucdo alcalina aquosa adequada pode ter um pH
acima de cerca de 7,0, ou acima de 7,5. Por exemplo, uma
solucdo alcalina aquosa adequada pode ter um pH entre cerca
de 7,0 e cerca de 11,0. Em certas modalidades, a solugdo
alcalina aquosa tem um pH entre cerca de 7,0 e cerca de
10,5, entre cerca de 8,0 e cerca de 10,5, entre cerca de
7,0 e cerca de 10,0, entre cerca de 7,0 e cerca de 9,5,
entre cerca de 7,0 e cerca de 9,0, entre cerca de 7,0 e
cerca de 8,5, entre cerca de 7,0 e cerca de 8,0, entre
cerca de 7,2 e cerca de 8,0, ou entre cerca de 7,0 e 7,5.

Uma solucgdo &cida aquosa adequada pode ter um pH
abaixo de cerca de 7,0, ou abaixo de cerca de 6,5. Por
exemplo, uma solug¢do &cida aquosa adequada pode ter um pH
entre cerca de 2,0 e cerca de 7,0, ou entre cerca de 3,0 e
cerca de 7,0. Em certas modalidades, a soluc¢do Acida aquosa
tem um pH entre cerca de 3,5 e cerca de 6,0, entre cerca de
3,5 e cerca de 7,0, entre cerca de 4,0 e cerca de 7,0,
entre cerca de 4,5 e cerca de 7,0, entre cerca de 5,0 e
cerca de 7,0, entre cerca de 5,5 e cerca de 7,0, entre
cerca de 6,0 e cerca de 7,0, entre cerca de 6,0 e cerca de
6,8, ou entre cerca de 6,5 e cerca de 7,0.

Em uma modalidade preferida, a hemicelulose ¢é
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fracionada a partir da biomassa lignoceluldsica em solugédo
aquosa de pH neutro (por exemplo, pH 7,0) ou pH
substancialmente neutro.

Em outra modalidade preferida, a hemicelulose &
fracionada a partir de biomassa lignoceluldsica na solugdo
aquosa a um pH entre cerca de 6,5 e cerca de 7,5.

Em outra modalidade preferida, a hemicelulose &
fracionado a partir de biomassa lignocelulésica na solugao
adcida aquosa a um pH de cerca de 2,0.

Na maioria dos casos, o pH da mistura de reagdo pode
ser ajustado através da adigdo de um &cido ou de uma base
adequada.

Exemplos ndo limitativos de A&cidos adequados que
possam ser utilizados de forma a ajustar o pH de uma
mistura de reacdo incluem o A&acido cloridrico, o A&cido
trifluorocacético, o é&acido sulfurico, o acido sulfuroso e
édcidos organicos tais como o acido propidnico, o acido
latico, o acido citrico ou o adcido glicdélico.
Adicionalmente ou em alternativa, o diéxido de carbono pode
ser adicionado & mistura de reacdo de modo a obter um pH
dcido (isto é, um pH abaixo de 7,0).

Exemplos ndo limitativos de bases adequadas que podem
ser utilizadas de forma a ajustar o pH de uma mistura de

reacdo incluem hidréxido de sdédio, hidrdéxido de potéssio,
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hidréxido de amébnio, carbonatos e bicarbonatos.

Os métodos através dos quais pode ser determinado o pH
de uma mistura de reacdo sdo conhecidos na técnica, e
descritos, por exemplo em Gallagher e Wiley (Eds) Current
Protocols Essential Laboratory Techniques John Wiley &
Sons, Inc (2008).

A dissolucdo da hemicelulose, em solugdo agquosa pode
ser efetuada a qualquer temperatura de reacgao (em
combinacdo com qualquer uma das escalas ou valores de pH
acima referidos). Por exemplo, a dissolug¢do da hemicelulose
em solucdo aquosa pode ser efetuada a uma temperatura de
reacdo de entre cerca de 120 °C e cerca de 250 °C. Em
certas modalidades da invencdo, a temperatura de reacgao
estd entre cerca de 130 °C e cerca de 250 °C, entre cerca
de 140 °C e cerca de 250 °C, entre cerca de 150 °C e cerca
de 250 °C, entre cerca de 160 °C e cerca de 250 °C, entre
cerca de 170 °C e cerca de 250 °C, entre cerca de 180 °C e
cerca de 250 °C, entre cerca de 190 °C e cerca de 250 °C,
entre cerca de 200 °C e cerca de 250 °C, entre cerca de 210
°C e cerca de 250 °C, entre cerca de 220 °C e cerca de 250
°C, entre cerca de 230 °C e cerca de 250 °C, entre cerca de
240 °C e cerca de 250 °C, entre cerca de 120 °C e cerca de
240 °C, entre cerca de 120 °C e cerca de 230 °C, entre

cerca de 120 °C e cerca de 220 °C, entre cerca de 120 °C e
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210 °C, entre cerca de 120 °C e cerca de 200 °C, entre
cerca de 120 °C e cerca de 190 °C, entre cerca de 120 °C e
cerca de 180 °C, entre cerca de 120 °C e cerca de 170 °C,
entre cerca de 120 °C e cerca de 160 °C, entre cerca de 120
°C e cerca de 150 °C, entre cerca de 120 °C e cerca de 140
°C ou entre cerca de 120 °C e cerca de 130 °C.

Em uma modalidade preferida, a hemicelulose ¢é
fracionado a partir da matéria lignocelulédsica a
temperaturas de reacdo que variam de cerca de 120 °C a
cerca de 190 °C.

As temperaturas de reacdo adequadas podem ser obtidas,
por exemplo, através da realizacdo do ©processo de
dissoluc¢do da hemicelulose em um aparelho mecénico tal como
um reator de batelada ou vaso de pressdao. A execugao da
dissolucdo da hemicelulose em um aparelho mecdnico, também
pode permitir a alteragdo da pressdo aplicada as
temperaturas de funcionamento previstas.

A hidratagdo da hemicelulose em solugdo aquosa pode
ser efetuada a qualquer pressdao de reagdo (em combinagao
com qualquer uma das escalas / valores de temperaturas de
reacdo e/ou do pH de reagdo acima referidos).

Por exemplo, a dissolug¢do da hemicelulose em solugdo
aquosa pode ser efetuada a uma pressdo de reagdo de entre

cerca de 0,1 MPa (1 bar) e cerca de 25 MPa (250 bar), entre
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cerca de 0,1 MPa (1 bar) e cerca de 10 MPa (100 bar), entre
cerca de 0,1 MPa (1 bar) e cerca de 5 MPa (50 bar), de
preferéncia entre cerca de 0,2 MPa (2 bar) e cerca de 5 MPa
(50 bar), e mais de preferéncia entre cerca de 1 MPa (10
bar) e cerca de 4 MPa (40 bar).

Em uma modalidade preferida, a hemicelulose ¢é
fracionada a partir da matéria lignoceluldsica a uma
pressdo de reagcdo de entre cerca de 0,2 MPa (2 bar) e cerca
de 5 MPa (50 bar).

Em outra modalidade preferida, a hemicelulose &
fracionada a partir da matéria lignoceluldésica a uma
pressdo de reagdo de entre cerca de 1 MpPa (10 bar) e cerca
de 4 MPa (40 bar).

Em geral, as rea¢des sdo efetuadas por um periodo de
tempo suficiente para dissolver substancialmente toda a
hemicelulose, ou, a mailoria da hemicelulose da matéria
lignocelulésica.

Por exemplo, uma reagdo pode ser efetuada sob
condigdes definidas por uma combinacdo de qualquer uma das
escalas / valcores da temperatura de reacdo, da pressdao de
reacdo e/ou do pH de reacdo acima referidos durante menos
de 20 minutos. Em algumas modalidades, a reacgdo é efetuada
durante entre cerca de 2 minutos e cerca de 20 minutos. Em

outras modalidades, a reagdo é efetuada a partir de entre
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cerca de 5 minutos e cerca de 15 minutos. Em outras
modalidades, a reacdo é efetuada por um periodo de mais de
20 minutos.

Condicdes de reagdo Otimas para a dissolugdo da
hemicelulose da matéria lignocelulédsica irdo, em ultimo
caso, depender de fatores que incluem o tipo de material
lignocelulédésico sob tratamento e os solventes especificos
utilizados. Por exemplo, os fatores tais como a temperatura
e o0 pH da mistura de reacdo, a isotonicidade, a quantidade
de material lignoceluldésico e solvente, e a duragdo do
tempo de reagdo podem ser variados de modo a otimizar a
reacao.

Condigdes de reacao 6timas serdo facilmente
perceptivels para o destinatario qualificado na analise da
hemicelulose dissolvida, que pode ser efetuada utilizando
métodos padrdo geralmente conhecido na técnica. Por
exemplo, a hemicelulose dissolvida pode ser analisada
utilizando técnicas de espectroscopia. As técnicas de
espectroscopia adequadas incluem, mas ndo estdo limitadas
a, espectroscopia de infravermelho préximo, espectroscopia
de infravermelho da transformada de Fourier, espectroscopia
de ressonédncia magnética nuclear, espectroscopia de Raman,
micro espectrofotometria UV e difracdo de raios X.

Adicionalmente ou em alternativa, a hemicelulose dissolvida
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pode ser quantificada pela cromatografia liquida de elevada
performance, por exemplo, utilizando os métodos descritos
em Bjerre et al., “Quantification of solubilized
hemicellulose from pretreated 1lignocellulose by acid
hydrolysis and high performance liquid chromatography”,
(1996) na publicacdo Riso -R-855 (EN), Rise Laboratdrio
Nacional.

Em uma modalidade preferida, a hemicelulose é
fracionada a partir da matéria lignocelulésica a uma
temperatura de reagdo de entre cerca de 100 °C e 250 °C, e
uma pressdo de reacdo de entre cerca de 0,2 MPa (2 bar) e
cerca de 5 MPa (50 bar). O pH da mistura de reacgdo pode ser
de cerca de 7,0, ou acima de cerca de 7,0 ou abaixo de 7,0.
O pH da mistura de reacdo pode ser de cerca de 2,0.

Em outra modalidade preferida, a hemicelulose &
fracionada a partir da matéria 1lignoceluldsica a uma
temperatura de reag¢do de entre cerca de 100 °C e 250 °C, e
uma pressdo de reacdo de entre cerca de 1 MPa (10 bar) e
cerca de 4 MPa (40 bar). O pH da mistura de reacdo pode ser
de cerca de 7,0, acima de cerca de 7,0 ou abaixo de 7,0. O
pH da mistura de reagdo pode ser de cerca de 2,0.

Em outra modalidade ©preferida, o componente da
hemicelulose é fracionado a partir da matéria

lignocelulésica utilizando &gqua a um pH de reacdao de cerca
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de 7,0 e a uma temperatura de reagdo de cerca de 210 °C.

Em certas modalidades da invencdo a hemicelulose €
fracionada a partir da matéria lignocelulédésica por
dissolucdo com um solvente subcritico. No contexto da
presente especificagdo, um solvente subcritico é um fluido
a uma temperatura e ©pressdo abaixo do seu ponto
termodindmico critico.

Em uma modalidade, a hemicelulose ¢é dissolvida
utilizando &gua subcritica. Por exemplo, a agua subcritica
pode ser utilizada a temperaturas de menos do que cerca de
374 °C e a uma pressdo de menos de cerca de 22,1 MPa (221
bar). Temperaturas e pressdes de reagdo apropriadas podem
ser facilitadas, por exemplo, através da realizagdo do
processo de dissolugdo da hemicelulose, em um reator de
batelada, um vaso de pressdo ou uma autoclave.

Em certas modalidades, a dissoluc¢do da hemicelulose na
dgua subcritica pode ser efetuada a uma temperatura de
reacdo de entre cerca de 100 °C e cerca de 270 °C. Em
outras modalidades, a temperatura de reagdo estd entre
cerca de 120 °C e cerca de 270 °C, entre cerca de 140 °C e
cerca de 270 °C, entre cerca de 160 °C e cerca de 270 °C,
entre cerca de 180 °C e cerca de 270 °C, entre cerca de 200
°C e cerca de 270 °C, entre cerca de 220 °C e cerca de 270

°C, entre cerca de 240 °C e cerca de 270 °C, entre cerca de
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260 °C e cerca de 270 °C, entre cerca de 100 °C e cerca de
250 °C, entre cerca de 100 °C e cerca de 230 °C, entre
cerca de 100 °C e cerca de 210 °C, entre cerca de 100 °C e
cerca de 190 °C, entre cerca de 100 °C e cerca de 170 °C,
entre cerca de 100 °C e cerca de 150 °C, ou entre cerca de
100 °C e cerca de 130 °C.

A dissolugdo da hemicelulose na 4&gua subcritica
efetuada a qualquer uma das temperaturas acima mencionadas
pode ser efetuada, por exemplo, a uma pressdo de menos de
cerca de 22 MPa (220 bar), menos de cerca de 20 MPa (200
bar), menos de cerca de 16 MPa (160 bar), menos de cerca de
12 MPa (120 bar), menos de cerca de 8 MPa (80 bar), menos
de cerca de 4 MPa (40 bar), menos de cerca de 3 MPa (30
bar), menos de cerca de 2 MPa (20 bar), ou cerca de 1 MPa
(10 bar).

Em uma modalidade, a hemicelulose ¢é fracionada a
partir da matéria lignocelulésica através da dissolugdao na
dgua subcritica a uma temperatura de cerca de 190 °C e uma
pressé&o de cerca de 3 MPa (30 bar).

Os componentes de hemiceluloses dissolvidos podem ser
removidos da matéria sdélida restante (que compreende
substancialmente lignina e celulose), utilizando quaisquer
meios adequados. Por exemplo, a restante matéria sdélida que

compreende lignina e celulose pode ser fisicamente retida
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através da passagem da mistura através de um ou mais
filtros de tamanho apropriado através dos quais pode passar
a fracdao de hemicelulose dissolvida. A matéria sdélida pode
ser retida no(s) filtro(s) e lavada se desejado.

Adicionalmente ou em alternativa, a centrifugacdo pode
ser utilizada de forma a separar a hemicelulose dissolvida
da matéria sdélida restante. Em um sistema continuo, pode
ser utilizado o fluxo em contra corrente de sdélidos e
liquidos de modo a facilitar a separacdo.

Em certas modalidades, ¢é wutilizado um aparelho de
hidrociclone de forma a separar a fracdo de hemicelulose
dissolvida da restante matéria sdélida que compreende
lignina e <celulose. Um hidrociclone é um equipamento
estatico que aplica forga centrifuga para uma mistura
ligquida, de forma a promover a separacdo de componentes
pesados, neste caso a restante matéria sdélida, dos
componentes leves, neste caso a fracdo de hemicelulose
dissolvida. Em geral, um hidrociclone pode funcionar de
modo a separar a hemicelulose da restante matéria sélida
conforme se segue. O hidrociclone dirige o fluxo de entrada
tangencial perto do topo de um <c¢ilindro vertical,
convertendo a velocidade do material gque entra em um
movimento rotativo criando desse modo a forga centrifuga. A

restante matéria sélida se move para fora em direcdo a
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parede do cilindro onde se aglomera e se move em espiral
para baixo da parede até uma saida. A fracdo de
hemicelulose dissolvida se move em direcdo ao eixo do
hidrociclone e para cima para uma saida diferente.

Depois do fracionamento da hemicelulose, a restante
biomassa que compreende predominantemente lignina e
celulose pode ser tratada com um solvente de modo a
produzir um produto de 6leo bioldgico utilizando os métodos
da invencéo.

Em alternativa, a restante biomassa pode ser
fracionada em componentes de lignina e de celulose, um ou
ambos dos quais podem ser tratados de modo a produzir um
produto de 6leo bioldgico wutilizando os métodos da
invencéo.

Produgdo de o6leo bioldégico a partir de celulose e de
lignina

Os métodos da invengdo conferem um meio para gerar um
produto de 6leo biolégico a partir de material que
compreende lignina e celulose utilizando um solvente sob
condigbes de reacgao definidas. Em geral, o produto de éleo
bioldgico é estavel. O produto de 6leo biolégico pode estar
na forma de uma emulsdo.

Sem estar limitado a um mecanismo ou modo de acéio

particular, se acredita que um solvente utilizado de acordo
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com os métodos da invencdo facilita a dilatacdo mecénica da
lignina e da celulose presentes no material sob tratamento.
Isto pode ser responsavel por um numero de efeitos, que
incluem, por exemplo, assistir a “abertura” do substrato
tornando-o mais acessivel e mais propenso a hidrélise e a
despolimerizag¢do. Além disso, a prépria dilatacdo pode
interromper as ligag8es de hidrogénio no substrato (por
exemplo, aquelas presentes entre a celulose e a lignina).
Por exemplo, no caso em que é utilizada uma solucgdo de
alcool aquoso (por exemplo, etanol aquoso ou metanol
aquoso) de forma a gerar um produto de déleo bioldgico de
acordo com os métodos da invengdo, se acredita que o alcool
€ capaz de penetrar os compdbdsitos de lignina / celulose,
uma vez gque é menos polar do que a A&gua. Sob certas
condi¢des de reagdo se acredita que a agua dissolve as
substlncias orgdnicas, tais como os hidrocarbonetos e, que
por isso, também pode interagir de perto com o substrato de
modo a facilitar a dilatacdo. Se acredita que a dissolucgdo
do substrato pode ser facilitada, pelo menos em parte, pela
hidrélise mediada pelos solventes (por exemplo, catélise
base e acida). Por exemplo, a hidrbélise dos hidratos de
carbono pode ocorrer predominantemente através da hidrdlise
das ligagdes glicosidicas, enquanto a hidrélise da lignina

(isto é a despolimerizag¢do da lignina) pode ser facilitada
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através da hidrélise da ligacdo do éter (onde o éter contém
pelo menos um aromatico). Além disso, se acredita que a
desidratacdo dos hidratos de <carbono pode levar a
eliminacdo de agua e formagdo de ligag¢des duplas.

Em geral, se acredita que a dissolugdo da lignina
surge pelo menos em parte a partir da clivagem das ligagdes
quimicas dentro da estrutura ramificada da lignina, tal
como ligacdes de éter ou carbono - carbono. Exemplos
especificos de ligag¢des na estrutura da lignina que podem
ser clivadas incluem, mas ndo estdo limitados, a ligag¢des
B-0-4 (por exemplo, éter p-aril fenilpropénico), ligagdes
5-5 (por exemplo bifenilos e dibenzodioxocino), ligag¢des PB-
5 (por exemplo fenilcoumaran), ligagdes p-1 (por exemplo,
propano 1,2-diaril), ligag¢des o-0-4 (por exemplo, Eter o-
aril fenilpropanicos), ligagdes 4-0-5 (por exemplo, éter
diaril) e ligacgdes PB-B (por exemplo, estruturas de ligagdes
B-B). Se acredita que a dissolugdo da celulose surge pelo
menos em parte, a partir das ligagdes quimicas, que
incluem, por exemplo, ligag¢des B-1,4 entre as unidades de
D-glucose. A dissolugdo pode envolver adicionalmente a
clivagem de ligagdes existentes entre a 1lignina e a
celulose (por exemplo, ligagdes de hidrogénio e ligacgdes
éter).

Também é postulado que um solvente utilizado de acordo
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com os métodos da invengdo pode atuar como um agente de
estabilizag¢do quimica. Outra vez sem estar limitado a um
mecanismo ou modo de ag¢do particular, a estabilizagdo pode
ocorrer através de varias interacdes tanto com
intermedidrios de reacgdo como produto de 6leo bioldgico. A
estabilizacdo quimica pode ser afetada, por exemplo,
através da alquilagdo, arilag¢do, interagdo com grupos
fendlicos e/ou eliminacdo dos radicais livres. Em geral, a
estabilizacdo quimica serve para evitar a ligacgdo cruzada e
a polimerizacgdo, eventos que se acredita aumentarem O
rendimento dos conteudos do tipo alcatrdo. Além disso, a
eliminacdo de radicais livres através do solvente (por
exemplo, através da formagdo de radicais hidroxil e/ou
radicais etoxi) pode ter o efeito de converter radicais
aromaticos em radicais n&o aromdticos. Isto, por seu lado,
pode reduzir o potencial da ligagdo cruzada gque envolve
aromaticos no produto de éleo bioldgico.

De acordo com os métodos da invencdo, a conversdo de
material que compreende lignina e celulose em um produto de
6leo Dbioldébgico é realizado utilizando um solvente a
temperaturas elevadas. Mais uma vez, sem estar ligado a um
mecanismo ou modo de agdo especifico, se acredita que as
temperaturas elevadas facilitam as reagdes de

descarboxilacdo e de eliminacgdo (desidratacdo) em que a
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maior parte do oxigénio contido na biomassa é removido como
gads de didéxido de carbono e agua, respectivamente.

Qualquer material que compreenda lignina e celulose
pode ser utilizado de forma a executar os métodos da
invencdo. O material pode incluir gqualquer numero de
substancias em adicd&o a lignina e a celulose. Em
alternativa, 0 material pode ser predominantemente
consistido por lignina e celulose, ou apenas consistido por
lignina e celulose.

Em modalidades preferidas, o material ¢é matéria
lignoceluldésica ou ¢é derivado a partir da matéria
lignocelulédsica.

Em modalidades alternativas, os métodos sdo utilizados
de forma a gerarem o 6leo bioldgico a partir de um material
gue compreende lignina a partir do qual a celulose foi
completamente ou substancialmente removida (como pode ser o
caso depois da purificagdo ou do fracionamento da lignina a
partir de um material mais complexo).

Em outras modalidades alternativas, os métodos sao
utilizados de forma a gerarem 6leo bioldgico a partir de um
material que compreende celulose a partir do qual a lignina
foi completamente ou substancialmente removida (como pode
ser o caso depois da purificagdo ou do fracionamento da

celulose a partir de um material mais complexo).
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Os métodos para a producdo de ©&éleo bioldgico
fornecidos neste documento geralmente envolvem o tratamento
de um material que compreende lignina e celulose, com um
solvente. Quando o material ¢é matéria lignocelulébsica, é
contemplada a possibilidade de a hemicelulose ser primeiro
fracionada e removida antes da geracgdo do 6leo bioldgico a
partir da lignina / celulose. De preferéncia, a
hemicelulose é fracionada e removida através da utilizacéo
dos métodos descritos acima na secédo intitulada
“Fracionamento da hemicelulose”.

Em modalidades preferidas da invencéo, o O6leo
bioldégico é gerado a partir de material gue compreende
matéria de 1lignina e de celulose fornecida na forma de
pasta. A pasta pode ser formada, por exemplo, através da
redugdo da matéria em um pd de tamanho de particulas
adequado (por exemplo, wutilizando gradagem, agitagéo,
trituragdo, moagem, compressdo/expansdo e/ou outros tipos
de acdo mecénica) e misturando com um liquido apropriado
(por exemplo, um solvente agquoso).

Em certas modalidades, a pasta é formada a partir da
matéria sdbélida que compreende a lignina e a celulose
restante depois do fracionamento da hemicelulose a partir
da matéria lignocelulésica (por exemplo, conforme descrito

na sec¢do acima intitulada “Fracionamento da matéria
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lignoceluldésica”).

O tamanho das particulas de matéria sdélida incluidas
na pasta pode ser de cerca de 10 micrémetros e cerca de
10.000 micrémetros.

Por exemplo, o tamanho das particulas

de matéria sdélida incluida na mistura pode ser de pelo

menos cerca de 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000,
7.000, 8.000 ou 9.000 micrbémetros. Em alternativa, o
tamanho da particula pode estar entre cerca de 10
micrémetros e cerca de 50 micrémetros, entre cerca de 10
micrémetros e cerca de 100 micrémetros, entre cerca de 10
micrémetros e cerca de 400 micrdmetros, entre cerca de 10
micrémetros e cerca de 500 micrdémetros, entre cerca de 100
micrémetros e cerca de 200 micrémetros, entre cerca de 100
micrémetros e cerca de 300 micrémetros, entre cerca de 100
micrémetros e cerca de 500 micrdémetros entre cerca de 100
micrdémetros e cerca de 500 micrémetros, ou entre cerca de

100 micrémetros e cerca de 1.000 micrémetros.

Em uma modalidade, o tamanho das particulas estd entre

cerca de 100 micrdémetros e cerca de 400 micrémetros.

Em outra modalidade, o tamanho das particulas estéa

entre cerca de

Em outra

entre cerca de

50 micrémetros e cerca de 500 micrémetros.

modalidade, o tamanho das particulas esté

150 micrémetros e cerca de 300 micrdémetros.

A concentracdo de residuos sdlidos na pasta pode ser
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superior a cerca de 50% p/v. Em alternativa, a concentragao
de residuos sdélidos na pasta pode ser entre 1% e cerca de
50%, entre cerca de 1% e cerca de 40%, entre cerca de 1% e
cerca de 30%, entre cerca de 1% e cerca de 20%, ou entre
cerca de 1% e cerca de 10% p/v.

A concentracdo de residuos sdélidos na pasta pode ser
de cerca de 5%, cerca de 10%, cerca de 15%, cerca de 20%,
cerca de 25% ou cerca de 30% p/v.

Em certas modalidades, a concentragdo de residuos
sélidos na pasta estd entre cerca de 4% e cerca de 30% p/v.

Em certas modalidades, a pasta compreende entre cerca
de 2% e cerca de 45% de matéria sdlida em peso.

Em certas modalidades, a pasta compreende entre cerca
de 2% e cerca de 30% de matéria sdlida em peso.

Em certas modalidades, a pasta compreende cerca de 5%
de matéria sdélida em peso.

Qualquer solvente capaz de gerar um produto de O&leo
biolégico a partir de material que compreende lignina e/ou
celulose sob condicgdes de reacdo descritas neste documento
pode ser wutilizado. O solvente pode ser utilizado sob
condicdes supercriticas, condic¢cdes subcriticas, ou em
condigdes que oscilam acima e abaixo do ponto critico
termodinédmico do solvente.

Em modalidades preferidas, o solvente é um solvente
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aquoso (por exemplo, um solugdo Aacida aquosa, uma solugéao
alcalina aquosa, ou uma solugdo aquosa de pH neutro (isto
é, pH de «cerca de 7,0)). No contexto da presente
especificag¢do, um “solvente aquoso” ¢é um solvente que
contém pelo menos um por cento de Agua com base no peso
total do solvente. A proporc¢do de solvente com a agua pode
estar acima de cerca de 0,01 (isto é, 1 parte do solvente:
99 partes de 4gua). De preferéncia, a proporgdo do solvente
com a agua ¢é igual ou superior a cerca de 0,11 (isto é, 1
parte do solvente: 9 partes de agua). Mais de preferéncia,
a proporgdo de solvente com a agua é igual ou superior a
cerca de 0,25 (isto é, 1 parte do solvente: 4 partes de

dgua). O solvente aquoso pode incluir &dgua e entre cerca de

1

o°

e 40% em peso de solvente.

Em certas modalidades o solvente é um agente
alquilante. O agente alquilante ira, em geral, compreender
uma cadeia alquil que tem um grupo de saida apropriado. A
transferéncia de wuma cadeia alquil a partir do agente
alquilante até ao compdsito de lignina/celulose pode
facilitar a dissolucdo e/ou estabiliza¢éo gquimica do
compdésito.

Exemplos n&o limitativos de agentes alquilantes
adequados incluem alquil halidos, alquilsulfatos, olefinas,

alquilfosfatos e alcoois.
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Exemplos n&o limitativos de alquil halidos incluem
cloreto de metilo, cloreto de isopropilo, brometo de etilo,
e iodeto de metilo.

Exemplos ndo limitativos de alquilarométicos incluem
xilenos, e trimetilbenzenos.

Exemplos ndo limitativos adequados de olefinas incluem
monoolefinas tais como etileno, propileno, n-buteno,
isobutileno, l-penteno, l-hexeno, ciclohexeno, e l-octeno.

Um exemplo ndo limitativo de uma diolefina adequada é
o 1,3-butadieno.

De preferéncia, é utilizado o &lcool (por exemplo, uma
solugcdo de &lcool aquoso) como solvente para os métodos de
producdo do 6leo bioldégico descritos neste documento. Os
dlcools adequados podem ter entre cerca de um e cerca de
dez &tomos de carbono. Exemplos ndo limitativos de &lcoois
preferidos incluem metanol, etanol, &lcool isopropilico,
dlcool isobutilico, &lcool pentilo, hexanol e iso-hexanol.

Em certas modalidades, o &lcool aquoso compreende
entre cerca de 1% e cerca de 30% de &lcool em peso.

Em certas modalidades, o &lcool aquoso compreende
entre cerca de 5% e cerca de 30% de &4lcool em peso.

Em certas modalidades, o 4&lcool aquoso compreende
cerca de 25% de &lcool em peso.

Em certas modalidades, o &lcool aquoso compreende
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cerca de 20% de &lcool em peso.

Em certas modalidades, o solvente compreende uma
mistura de 4lcoois aquosos (por exemplo, uma mistura aquosa
que compreende metanol e pelo menos um outro &lcool, uma
mistura aquosa que compreende etanol e pelo menos um outro
dlcool, wuma mistura aquosa que compreende metanol ou
etanol, ou uma mistura aquosa que compreende metanol e
etanol e pelo menos um outro alcool).

Em certas modalidades, o solvente compreende uma
mistura de adlcoois aquosos que compreende entre cerca de 5%
e cerca de 30% de alcool em peso, que compreende entre
cerca de 5% e cerca de 30% de 4&alcool em peso, que
compreende cerca de 25% de 4&alcool em peso, ou que
compreende cerca de 20 % de alcool em peso.

Em modalidades preferidas da invencgdo, o solvente
utilizado de forma a produzir 6leo biocldégico a partir do
material que compreende lignina e/ou celulose é etanol.

Em modalidades particularmente preferidas, o &lcool
aquoso é etanol. A proporgdo de etanol com a agua pode ser
igual ou superior a cerca de 0,01 (isto é, 1 parte de
etanol: 99 partes de agua). De preferéncia, a proporgdo de
etanol com a &gua é igual ou superior a cerca de 0,11 (isto
é, 1 parte de etanol: 9 partes de 4&gua). Mais de

preferéncia, a proporgdo de etanol com a agua é igual ou
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superior a cerca de 0,25 (isto é, 1 parte de 4&lcool: 4
partes de &agua).

Em certas modalidades, o etanol aquoso compreende
entre cerca de 1% e cerca de 30% de etanol em peso.

Em certas modalidades, o etanol aquoso compreende
entre cerca de 5% e cerca de 30% de etanol em peso.

Em certas modalidades, o alcool aquoso compreende
cerca de 25% de etanol em peso.

Em certas modalidades, o 4&lcool aquoso compreende
cerca de 20% de etanol em peso.

Utilizando os métodos da invencdo, os materiais que
compreendem a lignina e a celulose podem ser convertidos em
um produto de &leo bioldgico utilizando um solvente (por
exemplo, qualquer um ou mais dos 4&lcoois especificos,
alcoois aquosos, ou misturas de &lcoois aquosos acima
referidos) com uma temperatura de reacdo ou uma escala de
temperaturas de reacdo de entre cerca de 200 °C e cerca de
400 °C, ou entre cerca de 250 °C e cerca de 400 °C. Em
certas modalidades, a temperatura de reacdo ou a escala de
temperaturas de reacdo estd entre cerca de 230 °C e cerca
de 360 °C, entre cerca de 230 °C e cerca de 350 °C, entre
cerca de 230 °C e cerca de 340 °C, entre cerca de 230 °C e
cerca de 330 °C, entre 230 °C e cerca de 320 °C, entre

cerca de 230 °C e cerca de 310 °C, entre cerca de 230 °C e
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cerca de 300 °C, entre cerca de 230 °C e cerca de 290 °C,
entre cerca de 230 °C e cerca de 280 °C, entre cerca de 230
°C e cerca de 270 °C, entre cerca de 230 °C e cerca de 260
°C, entre cerca de 230 °C e cerca de 250 °C, entre cerca de
230 °C e cerca de 240 °C, entre cerca de 230 °C e cerca de
350 °C, entre cerca de 240 °C e cerca de 350 °C, entre
cerca de 250 °C e cerca de 350 °C, entre cerca de 260 °C e
cerca de 350 °C, entre cerca de 270 °C e cerca de 350 °C,
entre cerca de 280 °C e cerca de 350 °C, entre cerca de 290
°C e cerca de 350 °C, entre cerca de 300 °C e cerca de 350
°C, entre cerca de 310 °C e cerca de 350 °C, entre cerca de
320 °C e cerca de 350 °C, entre cerca de 330 °C e cerca de
350 °C, ou entre cerca de 340 °C e cerca de 350 °C. Em
certas modalidades, a temperatura da reacdo é de 320 °C.
Utilizando os métodos da inveng¢do, qualguer uma das
temperaturas de reagdo ou escalas de temperaturas de reacao
acima mencionadas podem ser combinadas com uma pressdo de
reagdo ou uma escala de pressdes de reacdo de entre cerca
de 10 MPa (100 bar) e cerca de 30 MPa (300 bar), entre
cerca de 12 MPa (120 bar) e cerca de 24 MPa (240 bar),
entre cerca de 14 MPa (140 bar) e cerca de 24 MPa (240
bar), entre cerca de 15 MPa (150 bar) e cerca de 24 MPa
(240 bar), entre cerca de 16 MPa (160 bar) e cerca de 24

MPa (240 bar), entre cerca de 17 MPa (170 bar) e cerca de
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24 MPa (240 bar), entre cerca de 18 MPa (180 bar) e cerca
de 24 MPa (240 bar), entre cerca de 19 MPa (190 bar) e
cerca de 24 MPa (240 bar), entre cerca de 20 MPa (200 bar)
e cerca de 24 MPa (240 bar), entre cerca de 21 MPa (210
bar) e cerca de 24 MPa (240 bar), entre cerca de 22 MPa
(220 bar) e cerca de 24 MPa (240 bar), entre cerca de 23
MPa (230 bar) e cerca de 24 MPa (240 bar), entre cerca de
12 MPa (120 bar) e cerca de 22 MPa (220 bar), entre cerca
de 12 MPa (120 bar) e cerca de 18 MPa (180 bar), entre
cerca de 12 MPa (120 bar) e cerca de 16 MPa (160 bar),
entre cerca de 12 MPa (120 bar) e cerca de 14 MPa (140
bar), entre cerca de 14 MPa (140 bar) e cerca de 23 MPa
(230 bar), entre cerca de 14 MPa (140 bar) e cerca de 22
MPa (220 bar), entre cerca de 14 MPa (140 bar) e cerca de
21 MPa (210 bar), entre cerca de 14 MPa (140 bar) e cerca
de 20 MPa (200 bar), entre cerca de 14 MPa (140 bar) e
cerca de 19 MPa (190 bar), entre cerca de 14 MPa (140 bar)
e cerca de 18 MPa (180 bar), entre cerca de 14 MPa (140
bar) e cerca de 17 MPa (170 bar), entre cerca de 14 MPa
(140 bar) e cerca de 16 MPa (160 bar), entre cerca de 14
MPa (140 bar) e cerca de 15 MPa (150 bar), ou cerca de 20
MPa (200 bar).

Utilizando os métodos da invengdo, a conversdo da

matéria que compreende lignina e celulose em um &leo
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biolégico pode ser efetuada utilizando uma combinacgdo de
qualguer uma das temperaturas de reacdo / escalas de
temperaturas de reacdo acima mencionadas e de pressdes de
reacdo / escalas de pressdes de reagdo a um adequado pH de
reacdo. Por exemplo, o pH pode ser neutro, &cido (isto §&,
inferior a 7,0) ou béasico (isto é, superior a 7,0). Em
certas modalidades, o pH estd entre cerca de 6,5 e 7,5.

Em geral, as reagbles para a produgdo de O&leo
bioldégico, de acordo com a invengdo sao efetuadas por um
periodo de tempo suficiente para converter substancialmente
toda a lignina e celulose no material, ou a maioria da
lignina e da celulose no material em um biocombustivel. Por
exemplo, uma reacdo definida por qualquer combinagdo de
valores / escalas de valores de temperatura, pressdo e/ou
pH acima mencionados podem ser efetuados por um periodo de
entre 2 e 60 minutos. Em algumas modalidades, a reagdo é
efetuada por entre cerca de 2 minutos e cerca de 40
minutos. Em outras modalidades, a reacdo ¢é feita durante
entre cerca de 5 minutos e cerca de 40 minutos. Em outras
modalidades, a reacdoc é efetuada durante entre cerca de 5
minutos e cerca de 30 minutos. Em outras modalidades, a
reacdo é efetuada por um periodo de menos do que cerca de
20 minutos.

As condig¢des de reagdo especificas utilizadas para os
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métodos de produgdo de Oéleo bioldgico fornecidas neste
documento irdo depender de fatores tais como o tipo de
solvente utilizado, se o solvente é aquoso e se assim for a
percentagem de Aagua no solvente, a quantidade da matéria-
prima, o tipo especifico de matéria-prima e assim por
diante. Por exemplo, fatores tais como a temperatura e o pH
da mistura de reagdo, a 1isotonicidade, a gquantidade de
matéria-prima, a quantidade de solvente, e a duragdo do
tempo de reagdo podem ser variados de modo a otimizar a
reacao.

A composigdo do solvente (por exemplo, percentagem de
dgua se aquoso) e a temperatura / pressdo utilizada durante
a reagdo podem ser otimizadas de modo a maximizar o
rendimento e/ou reduzir o tempo de processamento. Em
modalidades preferidas, toda ou quase toda a lignina e
celulose em uma determinada matéria-prima é convertida em
produto de 6leo bioldgico.

As condigdes de reacdo desejadas podem ser obtidas,
por exemplo, ao realizar a reagdo em um aparelho mecénico
adequado capaz de manter o aumento da temperatura e/ou o
aumento da pressdo. Um aparelho mecénico adequado vai, em
geral, incluir qualquer aparelho conferido com meios de
aquecimento adequados, que é projetado de modo a gerar e a

suportar a pressdo.
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Sera entendido que um solvente utilizado de modo a
produzir um &6leo bioldégico, de acordo com os métodos da
invengdo pode fazé-lo em condigdes de temperatura e presséo
que estdo acima do ponto critico do solvente (isto é&,
supercritico), abaixo do ponto critico do solvente (ou
seja, subcritico) e/ou no ponto critico do solvente. O
ponto critico do solvente utilizado nos métodos ira
depender de fatores tais como a porcentagem de &gua (se for
utilizado um solvente aquoso) e o estado quimico do
material sob tratamento. Por exemplo, o ponto critico de um
determinado solvente é suscetivel de mudar ao longo de uma
determinada reagdo enquanto o material de entrada se torna
dissolvido. Também se prevé que as condicgdes de reacdo, de
acordo com os métodos da inveng¢do podem oscilar em volta do
ponto critico de uma substancia (isto €, movimento a partir
de condigdes supercriticas até condicdes subcritica e vice-
versa) .

Em certas modalidades, o material que compreende

lignina e celulose (por exemplo, uma pasta que compreende

2

o

a 45% de matéria sé6lida em peso) é convertido em um
produto de O6leo bioldégico utilizando &lcool aquoso como
solvente (por exemplo, qualquer um dos solventes de etanol
aquoso especificos acima referidos) a uma temperatura de

reagao ou uma escala de temperaturas de reacdo de entre
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cerca de 250 °C e 400 °C e uma pressdo de reagdo ou uma
escala de pressdes de reacdo entre cerca de 10 MPa (100
bar) e cerca de 25 MPa (250 bar), durante um periodo de
cerca de 2 minutos e cerca de 60 minutos. De preferéncia, o
alcool aquoso ¢é etanol aquoso. De preferéncia, o etanol
aquoso compreende entre cerca de 1% e cerca de 30% de
etanol em peso, e mais de preferéncia entre cerca de 5% e
cerca de 30% de etanol em peso. Ainda mais de preferéncia,
0 etanol aquoso compreende cerca de 20% ou cerca de 25% de
etanol em peso.

Em modalidades adicionais, o material que compreende
lignina e celulose (por exemplo, uma pasta que compreende

2

o\

a 30% de matéria sélida em peso) é convertido em um
produto de O6leo biolégico utilizando etanol aquoso que
compreende entre cerca de 15% e cerca de 30% de etanol em
peso, a uma temperatura de reacdo ou a uma escala de
temperaturas de reagdo de entre cerca de 280 °C e 350 °C e
a uma pressdo de reagdo ou a uma escala de pressdes de
reacdo de entre cerca de 15 MPa (150 bar) e cerca de 25 MPa
(250 bar), durante um periodo de entre cerca de 5 minutos e
cerca de 30 minutos.

Em outras modalidades, o material que compreende

lignina e celulose (por exemplo, uma pasta que compreende

2

oo

a 30% de matéria sdélida em peso) é convertido em um
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produto de &leo bioldgico utilizando etanol aquoso que
compreende entre cerca de 20% e cerca de 25% de etanol em
peso, a uma temperatura de reagdo ou a uma escala de
temperaturas de reag¢do de entre cerca de 280 °C e 330 °C, e
a uma pressdo de reagdo ou a uma escala de pressdes de
reacdo de entre cerca de 18 MPa (180 bar) e cerca de 22 MPa
(220 bar), durante um periodo de entre cerca de 5 minutos e
cerca de 20 minutos.

Em outras modalidades, o material que compreende
lignina e celulose (por exemplo, uma pasta que compreende

4

o°

a 30% de matéria sbélida em peso) é convertido em um
produto de 6leo bioldgico utilizando etanol aquoso que
compreende entre cerca de 20% e cerca de 25% de etanol em
peso, a uma temperatura de reacdo ou a uma escala de
temperaturas de reagdo de entre cerca de 280 °C e 330 °C, e
a uma pressao de reagdo ou a uma escala de pressdes de
reacgdo de entre cerca de 18 MPa (180 bar) e cerca de 22 MPa
(220 bar), durante um periodo de entre cerca de 5 minutocs e
cerca de 20 minutos.

Em uma modalidade, ¢é formado um produto de &éleo
bioldégico a partir de um material que compreende lignina e
celulose com a utilizacdo de etanol aquoso (1 parte de
etanol: 99 partes de agua) a uma temperatura de reacdo de

cerca de 320 °C e a uma pressdo de reacdo de cerca de 18
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MPa (180 bar).

Em uma modalidade, ¢é formado um produto de &leo
biolégico a partir de um material que compreende lignina e
celulose com a utilizagdo de etanol aquoso (1 parte de
etanol: 9 partes de &4gua) a uma temperatura de reacdo de
cerca de 320 °C e uma pressdo de reagdo de cerca de 18 MPa
(180 bar).

Em outra modalidade, ¢é formado um produto de &leo
bioldégico a partir de um material que compreende lignina e
celulose com a utilizacdo de etanol aquoso (1 parte de
etanol: 4 partes de agua) a uma temperatura de reagdo de
cerca de 320 °C e uma pressdo de reacgdo de cerca de 18 MPa
(180 bar).

Producgdo de 6leo bioldgico a partir de celulose

Em modalidades alternativas da invencdo, um produto de
6leo Dbioldégico ¢é gerado wutilizando um material que
compreende celulose (por exemplo, material celulédsico) a
partir do qual a lignina foi completamente ou
substancialmente removida (como pode ser o caso depois da
purificagdo ou do fracionamento da celulose a partir de um
material mais complexo). O 6leo biolégico pode ser gerado a
partir do material utilizando qualquer um dos métodos (que
incluem condicdes de reacdo) descritos na secdo acima

intitulada “producdo de 6leo bioldgico a partir de celulose
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e lignina”.

A matéria lignoceluldsica pode ser utilizada de modo a
produzir material celuldsico a partir do qual a lignina foi
completamente ou substancialmente removida.

Por exemplo, o material celulédsico a partir do qual a
lignina foi completamente ou substancialmente removida pode
ser obtido através do fracionamento da lignina (e,
opcionalmente, da hemicelulose) a partir da matéria
celulésica, conforme descrito na secdo abaixo intitulada
“producgdo de 6leo bioldgico a partir de lignina”.

Em alternativa, o material celuldésico pode ser gerado
através do fracionamento da celulose a partir da matéria
lignocelulédésica. Em modalidades preferidas, o fracionamento
é efetuado depois de uma etapa inicial de fracionamento da
hemicelulose conforme descrito na secdo acima intitulada
“Fracionamento da hemicelulose”.

O fracionamento da <celulose a partir da matéria
lignoceluldsica pode ser atingido utilizando um solvente.

Exemplos de solventes adequados e métodos através dos
quais a celulose pode ser dissolvida sdo descritos na
Patente dos EUA n°® 2,179,181, na Patente dos EUA n°
3,447,939, na Patente dos EUA n° 4,097,666, na Patente dos
EUA n°® 4,302,252, na Patente dos EUA n° 5,410,034 e na

Patente dos EUA N° 6,824,599.
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Exemplos de métodos através dos quais a celulose pode
ser dissolvida incluem desintegragdo hidrolitica através da
utilizacdo de vapor superaquecido a pressdo elevada.
Adicionalmente ou em alternativa, a celulose pode ser
dissolvida utilizando liquidos ibénicos, ou aminas
terciéarias.

Os solventes adequados para fracionamento da celulose
a partir da matéria lignocelulédsica ou formas modificadas
dessa (por exemplo matéria lignocelulédsica com a
hemicelulose removida ou substancialmente removida)
incluem, mas ndo estdo limitados a, &gua, solucdes acidas
aquosas, solugdes alcalinas aquosas e solventes organicos.

De preferéncia a celulose é fracionada a partir da
matéria lignoceluldsica ou uma forma modificada,
utilizando, para isso, um solvente aquoso. Em geral, o
fracionamento da celulose através da dissolugdo em solugdo
aquosa também ird envolver a hidrélise parcial da celulose.

O solvente aquoso pode ser um solvente &cido aquoso,
um solvente basico aquoso, ou um solvente aquoso de pH
neutro (isto é de pH de cerca de 7,0). Uma solugdo aquosa
badsica adequada tera um pH superior a cerca de 7,0. Por
exemplo, uma solvente base aquoso adequado, pode ter um pH
entre cerca de 7,0 e cerca de 12,0. Um solvente A&cido

aquoso apropriado pode ter um pH de menos do que cerca de
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7,0. Por exemplo, um solvente adequado &cido aquoso pode
ter um pH entre cerca de 7,0 e cerca de 2,0.

A dissolucdo da celulose em um solvente aguoso pode
ser efetuada a qualquer temperatura de reagdo adequada (em
combinacdo com qualquer uma das escalas de valores de pH
acima referidas).

Por exemplo, a temperatura de reagdo pode ser entre 80
°C e 400 °cC. Em certas modalidades da invencéao, a
temperatura de reagdo é entre cerca de 100 °C e cerca de
400 °C, entre cerca de 120 °C e cerca de 400 °C, entre
cerca de 140 °C e cerca de 400 °C, entre cerca de 160 °C e
cerca de 400 °C, entre cerca de 180 ° C e cerca de 400 °C,
entre cerca de 200 °C e cerca de 400 °C, entre cerca de 220
°C e cerca de 400 °C, entre cerca de 240 °C e cerca de 400
°C, entre cerca de 260 °C e cerca de 400 °C, entre cerca de
280 °C e cerca de 400 °C, entre cerca de 300 °C e cerca de
400 °C, entre cerca de 320 °C e cerca de 400 °C, entre
cerca de 340 °C e cerca de 400 °C, entre cerca de 360 °C e
cerca de 400 °C, entre cerca de 380 °C e cerca de 400 °C,
entre cerca de 80 °C e 380 °C, entre cerca de 80 °C e cerca
de 360 °C, entre cerca de 80 °C e cerca de 340 °C, entre
cerca de 80 °C e cerca de 320 °C, entre cerca de 80 °C e
cerca de 300 °C, entre cerca de 80 °C e cerca de 280 °C,

entre cerca de 80 °C e cerca de 260 °C, entre cerca de 80
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°C e cerca de 240 °C, entre cerca de 80 °C e cerca de 220
°C, entre cerca de 80 °C e cerca de 200 °C, entre cerca de
80 °C e cerca de 180 °C, entre cerca de 80 °C e cerca de
160 °C, entre cerca de 80 °C e cerca de 140 °C, entre cerca
de 80 °C e cerca de 120 °C, entre cerca de 80 °C e cerca de
100 °C, ou entre cerca de 80 °C e cerca de 90 °cC.

Em uma modalidade, a celulose é dissolvida e
parcialmente hidrolisada utilizando &gua a um pH de cerca
de 7,0 e uma temperatura de reacdo de cerca de 340 °C.

A dissolugdo da celulose em solugdo aquosa pode ser
efetuada a qualquer pressdo de reagdo (em combinacdo com
qualquer wuma das escalas de valores de temperatura de
reagdo e/ou pH de reacdo acima referidas).

Por exemplo, a dissolugdo da celulose em solucao
aquosa pode ser efetuada a uma pressdo de reacdo de entre
cerca de 0,01 MPa (0,1 bar) e cerca de 25 MPa (250 bar),
entre cerca de 0,01 MPa (0,1 bar) e cerca de 10 MPa (100
bar), entre cerca de 0,01 MPa (0,1 bar) e cerca de 5 MPa
(50 bar), de preferéncia entre cerca de 0,02 MPa (0,2 bar)
e cerca de 5 MPa (50 bar) e mais de preferéncia entre cerca
de 1 MPa (10 bar) e cerca de 4 MPa (40 bar).

Em geral, as reacgdes sdo efetuadas durante um periodo
de tempo suficiente para dissolver (isto é, fracionar)

substancialmente toda a celulose, ou, a maioria da
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celulose.

Por exemplo, uma reacgdo sob condigbes definidas
através de uma combinacdo de qualquer um dos valores ou
escalas de pH de reagdo e/ou temperatura de reagao e/ou
pressdao de reagdo acima referidos podem ser realizados
durante menos de 20 minutos. Em algumas modalidades, a
reacdo é feita durante entre cerca de 2 minutos e cerca de
20 minutos. Em outras modalidades, a reacdo é efetuada a
partir de entre cerca de 5 minutos e cerca de 15 minutos.
Em outras modalidades, a reacdo é efetuada por um periodo
de mais do gque 20 minutos.

As condigbdes de reagdo O6timas para a dissolugdo da
celulose, dependem, em Ultima insténcia, de fatores que
incluem a pureza do tipo de celulose sob tratamento e o
solvente especifico utilizado. Por exemplo, fatores tais
como a temperatura e o pH da mistura de reagdo, a
isotonicidade, a quantidade de material celuldsico e de
solvente, e a duracdo do tempo de reacdo podem ser variados
de forma a otimizar a reacéio.

As condig¢des de reacdo oStimas serdo rapidamente
aparentes para o destinatdrio qualificado na analise da
celulose dissolvida, que pode ser efetuada wutilizando
métodos padrdo geralmente conhecidos na técnica. Por

exemplo, a celulose dissolvida pode ser analisada
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utilizando técnicas de espectroscopia. As técnicas de
espectroscopia adequadas incluem, mas ndo estdo limitados
a, espectroscopia de infravermelho préximo, espectroscopia
de infravermelho da transformada de Fourier, espectroscopia
de ressondncia magnética nuclear, microscopia de Raman,
micro espectrofotometria UV e difracdo de raios X.
Adicionalmente ou em alternativa, a celulose solubilizada
pode ser quantificada através da cromatografia liquida de
alta performance.

Em certas modalidades, o fracionamento da celulose a
partir da matéria lignocelulésica pode ser obtida através
do tratamento com &gua supercritica. Em geral, a Aagua pode
ser conduzida a um estado supercritico através do
aquecimento a uma temperatura acima de cerca de 370 °C sob
pressédo de cerca de 22,0 MPa (220 bar).

As condigdes supercritica podem ser alcancadas, por
exemplo, através da condugcdo da reacdo em um aparelho
mecanico adequado capaz de manter a temperatura elevada
e/ou a pressdo elevada. Exemplos de um aparelho mecénico
adequado incluem uma autoclave, um reator supercritico, ou
qualquer aparelho dotado com meios de aquecimento adequados
e projetado de forma a suportar as pressdes utilizadas. Em
geral, o aparelho ira fornecer de preferéncia um meio de

mistura de um solvente com o material que compreende a
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celulose e trazendo / mantendo o solvente na mistura para
um estado supercritico.

O material celuldsico a partir do qual a lignina foi
completamente ou substancialmente removida ainda pode ser
tratado ou modificado antes da conversdo em um &leo
biolégico utilizando os métodos da invencdo. Isto pode ser
feito de modo a auxiliar ou a melhorar as caracteristicas
guimicas ou fisicas do material que contem celulose de tal
modo que €& mals apropriado para a conversdo de &leo
utilizando os métodos descritos neste documento.

Produgdo de déleo bioldégico a partir da lignina

Em modalidades alternativas da invencdo, é gerado um
produto de O&leo bioldégico wutilizando um material que
compreende lignina a partir do qual a celulose foi
completamente ou substancialmente removida (como pode ser o
caso depois da purificagdo ou do fracionamento da lignina a
partir de um material mais complexo). O éleo biolégico pode
ser gerado a partir do material utilizando qualquer um dos
métodos (que incluem condicdes de reacdo), descritos na
segcdo acima intitulada “produgédo de 6leo bioldgico a partir
da celulose e lignina”.

O material que compreende lignina a partir do qual a
celulose foi completamente ou substancialmente removida

pode ser obtido através do fracionamento da celulose (e,
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opcionalmente da hemicelulose) a partir da matéria
lignoceluldsica, conforme descrito na secdo abaixo acima
“6leo bioldgico de producgédo a partir de celulose”.

Em alternativa, o material pode ser gerado através do
fracionamento da 1lignina da matéria lignocelulédsica. Em
modalidades preferidas, o fracionamento é efetuado depois
de uma etapa inicial de fracionamento da hemicelulose,
conforme descrito na secdo acima intitulada “Fracionamento
da hemicelulose”.

O fracionamento da lignina da matéria lignocelulédsica
pode ser alcangado, por exemplo, por tratamento com um
solvente supercritico. Em modalidades preferidas, o)
fracionamento é efetuado depois de uma etapa inicial de
fracionamento da hemicelulose, conforme descrito na secéo
acima intitulada “Fracionamento da hemicelulose”.

Em geral, um solvente supercritico ¢é um solvente
aquecido acima da sua temperatura critica e pressurizado
acima da sua pressdo critica de tal forma que exibe
propriedades de ambos, de um gds e de um liquido. No
entanto, serd entendido que o termo ‘“supercritico”,
conforme wutilizado neste documento também abrange as
condigdes de temperatura e/ou de pressdo que estdo uma
pequena, embora ndo substancial, quantidade (por exemplo,

cerca de 5%) abaixo do ponto supercritico da substdncia em



10

15

20

71

questdo (isto é, “subcritica”). De acordo com isso, o termo
“supercritico” também abrange o comportamento oscilatodrio
em torno do ponto supercritico de uma substdncia (isto é
movimento a partir de condicdes supercriticas até condicgdes
subcriticas e vice-versa).

Pode ser utilizado qualquer solvente supercritico que
seja capaz de diluir a lignina a partir da biomassa.
Exemplos ndo limitativos de solventes adequados incluem o
6xido nitroso, o didéxido de enxofre, os solventes a base de
aménia, as aminas, o didéxido de carbono e as misturas
desses.

0 fracionamento da lignina com um solvente
supercritico pode ser efetuado a uma temperatura que seja
pelo menos a temperatura critica para e} solvente
selecionado e, de preferéncia, acima da temperatura
critica. Quando tais temperaturas operacionais sao
contempladas, a pressdo aplicada durante a reagdo serd pelo
menos equivalente ao requerido para manter o solvente como
um fluido supercritico. A temperatura, a composicd&o do
solvente, e a escala de pressdo durante o processo de
dissolugcdo da lignina pode ser selecionada de forma a
maximizar o fracionamento da lignina, bem como a diminuir o
tempo de processamento. Exemplos de temperaturas e pressdes

supercriticas para varios solventes adequados para a



12

dissolugdo de lignina sdo fornecidos na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Exemplos ndo limitativos de vArios solventes
supercriticos que podem ser utilizados de modo a
solubilizarem a lignina da matéria lignoceluldsica (ou uma

forma modificada desses com a hemicelulose removida)

Sclvente Peso Temperatura | Presséo Densidade
molecular |critica critica critica
g / mol K MPa (atm) g/cm’

Didéxido de | 44,01 304,1 7,38 0,469

carbono (72,8)

(CO2)

Agua (H,0) |18,02 647, 3 22,12 0,348

(218, 3)

Metano 16,04 190,4 4,60 0,162

(CHa) (45, 4)

Etano 30,07 305,3 4,87 0,203

(C2He) (48,1)

Propano 44,09 369, 8 4,25 0,217

(C3Hg) (41,9)

Etileno 28,05 282,4 5,04 0,215

(C2Ha) (49,7)

Propeno 42,08 364,09 4,60 0,232

(CsHeg) (45, 4)
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Metanol 32,04 512, 6 8,09 0,272
(CH30H) (79,8)
Etanol 46,07 513, 9 6,14 0,276
(C2HsOH) (60, 6)

Condigdes supercriticas podem ser alcangadas, por
exemplo, através da condugdo da reagcdo em um aparelho
mecanico adequado capaz de manter o aumento da temperatura
e/ou o aumento da pressdo. Exemplos de um aparelho mecénico
adequado incluem uma autoclave, um reator supercritico, ou
qualquer dispositivo equipado com meios adequados de
aquecimento e que sdo projetados de forma a suportarem as
pressdes utilizadas. Em geral, o aparelho irad fornecer de
preferéncia um meio para mistura de um solvente com o
material que compreende lignina e trazendo / mantendo o
solvente na mistura para um estado supercritico.

Em uma modalidade da invencédo, ¢é utilizado um &lcool
supercritico de modo a dissolver o componente de lignina.
Exemplos de 4&lcooils adequados incluem, mas ndo estdo
limitados a, metanol, etanol, &lcool isopropilico, &lcool
isobutilico, &lcool pentil, hexanol, e iso-hexanol.

Em uma modalidade preferida, a lignina é fracionada a
partir da Dbiomassa através da wutilizagcdo de etanol
supercritico. Em geral, o etanol pode ser conduzido até um

estado supercritico por aquecimento da reag¢do acima de uma
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temperatura acima de cerca de 245 °C sob pressdo acima de
cerca de 6,0 MPa (60 bar).

Em certas modalidades, a lignina ¢é separada do
material sdélido restante depois do fracionamento da
hemicelulose da matéria 1lignocelulédsica. A separacdo da
lignina ¢é efetuada através da utilizacdo de etanol
supercritico como um solvente, a uma temperatura de reagédo
acima de cerca de 230 °C e uma pressdo acima de cerca de
5,5 MPa (55 bar). De preferéncia, a reacdo é efetuada a uma
temperatura de reacdo acima de cerca de 250 °C e uma
pressdo acima de cerca de 6,5 MPa (65 bar). Em certas
modalidades, a reacdo é efetuada durante entre cerca de 2
minutos e cerca de 15 minutos. De preferéncia, a reacdo é
feita durante entre cerca de 3 minutos e cerca de 10
minutos.

A fracao de lignina dissolvida pode ser removida a
partir da restante matéria sdélida, por exemplo, através da
utilizacgdo de aparelhos de ciclone. Um aparelho de ciclone
pode funcionar de forma a separar a lignina da restante
matéria sdélida conforme se seque. Uma rotagdo de alta
velocidade do fluxo de ar que compreende lignina dissolvida
pode ser estabelecida dentro de um ciclone c¢dnico ou
cilindrico, em que o ar flui em um padrdo em espiral a

partir de uma extremidade superior (mais ampla) para uma
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extremidade inferior (mais estreita). O fluxo de ar sai do
ciclone em uma corrente em linha reta através do centro do
ciclone e para fora da parte superior. Particulas do
restante material sélido na corrente de ar rotativo tém
muita inércia de forma a permanecerem na corrente de ar, e
caem no fundo da extremidade inferior do ciclone, onde séo
removidos.

O material que compreende lignina a partir do qual a
celulose foili completamente ou substancialmente removida
pode ainda ser tratado ou modificado antes da conversdo em
6leo utilizando os métodos descritos neste documento. Isso
pode ser feito de modo a auxiliar ou a melhorar as
caracteristicas quimicas ou fisicas do material que contém
lignina uma vez que essa é mais adequada para a conversao
de 6leo utilizando os métodos descritos neste documento.
Produto de 6leo biolégico

Certas modalidades da invencdo se destinam a um
produto de 6leo bioldégico alcancado ou alcancgavel através
dos métodos da invengdo. O produto de déleo bioldgico iré,
no geral, ser um produto de éleo bioclégico estéavel.

O produto de 6leo bioldgico pode conter compostos que
incluem, mas ndo se limitando a, alif&ticos e aromdticos
lineares e ramificados, com e sem grupos funcionais (por

exemplo, hexano, tolueno), metoxifenol, etilmetoxifenol e
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metoxipropenilfenol. Os compostos dentro do éleo bioldgico
podem incluir grupos funcionais, que incluem mas ndo estdo
limitados a, fendis (por exemplo, ArOH), aldeidos (por
exemplo RCHO), grupos aromdticos, grupos alquilantes (por
exemplo olefinas), grupos funcionais que contém oxigénio
(por exemplo, &lcoois, éteres, aldeidos, cetonas e &acidos
carboxilicos), metila, metileno e metila aromdtica.

O produto de 6leo bioldégico pode ser produzido na
forma de uma emulsdo. Exemplos ndo limitativos de compostos
que podem estar presentes na emulsdo incluem fenol, 2-
ciclopenteno-l-ona, 2-metila, metoxifenol, etilmetoxifenol
e metoxipropilfenol.

Em certas modalidades, a emulsdo compreende uma fase
aquosa mails leve e uma fase mais pesada de 6leo negro.

A fase aquosa mais leve pode incluir compostos, que
incluem mas ndo limitados a, Eter, 1 - propenilo propil, 2
ciclopenten-1-ona, 2-metil-, fenol, fenol, 2-metoxi, 2,3-
Dimetil hidroquinona, Fenol, 4-etil-2-metoxi-, 1,2-
benzenodiol, 4-metil-, fenol, 2-metoxi-4-propil-, vanilina,
e fenol, 2-metoxi.

A fase mais pesada de ¢éleo negro pode compreender
cerca de 70% - 80% de carbono, e cerca de 5% - 10% de
hidrogénio. A fase de 6leo preto pode conter compostos, que

incluem mas nédo estdo limitados a, fenol, 4-etil-2-metoxi-,
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fenol, 2-metoxi-4-propil-, 4&cido oléico, 2-isopropil-10-
metilfenantreno, 3-(3-hidréxi-4-metoxifenil)-1l-alanina (-)-
Nortrachelogenina, 7-(3,4-metilenodidxi) -
tetrahidrobenzofuranona, &cido 1l-Fenantrenecarboxilico, 1,
2, 3, 4, 4a, 9, 10, 1l0a-octa hidro-1,4a-dimetil-7-(1-
metiletil) -, éster metilico, [IR-(1.alfa, da.beta,
10a.alfa)], acido 1-Fenantrenecarboxilico, 1, 2, 3, 4, 4a,
9, 10, 10a-octa hidro-1,4a-dimetil-7-(l-metiletil)-, [1R -
(l.alfa, 4a.beta, 10a.alfa)], e Carinol.

A fase de 6leo bioldgico pode ser separada a partir da
emulsdo através da utilizagdo de técnicas padrdo conhecidas
na técnica, exemplos das quais incluem a utilizagdo de
altas temperaturas, pressdo, gravidade, micro filtracgdo,
quimicos (por exemplo, tal como extratores e
demulsionantes), alto cisalhamento e energia sbnica.
Exemplos especificos de métodos através dos quais o 6leo
pode ser separado da emulsdo incluem a utilizacgdo de alto
cisalhamento ou turbuléncia de forma a conduzir o ¢éleo a
partir da mistura (ver, por exemplo, a Patente dos EUA n°
4,481,130), dispositivos tais como aqueles descritos na
Patente dos EUA n° 5,538,628 e na Patente dos EUA n°
4,483,695, e processos tais como os descritos na publicacédo
PCT n® WO 2001/074468.

De preferéncia, o produto de &éleo bioldgico tem um
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conteldo energético de entre cerca de 10 MJ/kg e cerca de
30 MJ/kg. Em certas modalidades, o produto de &leo
bioldédgico tem um conteudo energético de entre cerca de 10
MJ/kg e cerca de 25 MJ/kg, entre cerca de 18 MJ/kg e cerca
de 28 MJ/kg, ou entre cerca de 10 MJ/kg e cerca de 15
MJ/kg. Em modalidades especificas, o produto de &bleo
bioldégico tem um conteldo energético de cerca de 30 MJ/kg.

O produto de 6leo bioldgico pode ser utilizado em
qualquer numero de aplicacdes. Em certas modalidades, o
6leo bioldégico é utilizado como biocombustivel. O produto
de 6leo bioldgico pode ser utilizado diretamente.
Adicionalmente ou em alternativa, o ¢leo bioldgico pode ser
utilizado como um aditivo de combustivel. Por exemplo, o
produto de &éleo bioldégico pode ser misturado com outros
combustiveis, que incluem, por exemplo, etanol, biodiesel e
semelhantes. Adicionalmente ou em alternativa, o produto de
6leo bioldégico podem ser ainda mais processados, por
exemplo, para a conversdo em outro combustivel.
Sacarificag¢ado e fermenta¢ido da hemicelulose

A hemicelulose fracionada obtida de acordo com os
métodos descritos da invengdo ©pode ser submetida a
sacarificacd&o de modo a produzir acuUcares fermentdveis. Por
exemplo, a sacarificagdo da hemicelulose fracionada pode

produzir polissacarideos, oligossacarideos, dissacarideos,
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monossacarideos ou misturas desses. De preferéncia, a
sacarificagdo do componente da hemicelulose ird produzir
cadeias de polissacarideos que compreende entre cerca de
duas e cerca de 50 unidades de monossacarideo. Mais de
preferéncia, a sacarificagdo do componente de hemicelulose
ir4d produzir cadeias de polissacarideos que compreendem
entre cerca de duas e cerca de 10 unidades de
monossacarideo, e/ou entre cerca de <cinco unidades de
monossacarideos e cerca de duas unidades de
monossacarideos. Mais de preferéncia, a sacarificacdo da
hemicelulose ird produzir monossacarideos.

A produgdo de cadeias menores de polissacarideos, de
oligossacarideos, de dissacarideos e/ou de monossacarideos
pode ser obtida através da clivagem de uma ou mais ligacgdes
quimicas presentes na hemicelulose fracionada através da
utilizagdo de quaisquer meios adequados. Exemplos né&o
limitativos de ligag¢des preferenciais dentro da estrutura
da hemicelulose que pode ser clivada incluem as ligagdes S-
glicosidicas, as ligag¢des N-glicosidicas, as ligacgbes C-
glicosidicas, as 1ligagdes O-glicosidicas, as ligacdes o-
glicosidicas, as ligagdes P-glicosidicas, as ligagdes 1,2-
glicosidicas, as 1ligag¢des 1,3-glicosidicas, as ligacgdes
1l,4-glicosidicas e as ligacgdes 1,6-glicosidicas, as

ligacgdes éter, as ligag¢des de hidrogénio e/ou as ligacgdes
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éster.

A sacarificacdo da hemicelulose fracionada pode ser
efetuada através da utilizagdo de qualquer método adequado
conhecido na técnica.

Por exemplo, a pirdlise pode ser utilizada de forma a
clivar as ligagdes quimicas na hemicelulose fracionada de
modo a produzir menores polissacarideos, oligossacarideos,
dissacarideos, monossacarideos ou misturas desses. Em
geral, a pirdlise envolve a clivagem das ligag¢des quimicas
através da aplicacgdo de calor. Exemplos ndo limitativos de
técnicas de pirdlise, que podem ser utilizados para a
sacarificacéo incluem pirdlise anidra (realizada na
auséncia de oxigénio), pirdlise hidratada (realizada na
presenga de agua) e de pirdlise em vacuo (realizada em
vacuo). Métodos através dos quais o calor pode ser
fornecido para pirdélise sdo geralmente conhecidos na
técnica e incluem, por exemplo, transferéncia de calor
direto através da transferéncia de um gds quente ou
circulacédo de sdélidos e de transferéncia de calor indireto
com superficies de troca, tais como paredes ou tubos. Os
reatores de pirdlise apropriados s&o descritos, por
exemplo, na Patente dos EUA n°. 3,853,498, na Patente dos
EUA n°. 4,510,021, em Scott et al, Canadian Journal of

Chemical Engineering (1984) 62: 404 - 412 e Scott et al,
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Industrial and Engineering Chemistry Process and
Development (1985) 24: 581 - 588.

Adicionalmente ou em alternativa, a sacarificacdo da
hemicelulose fracionada pode ser obtida através de
hidrélise. Por exemplo, a hemicelulose fracionada pode ser
hidrolisada pela adigdo de um &cido diluido (por exemplo,
acido sulfurico), uma base diluida, ou &gua de pH neutro
com a aplicacdo de calor.

A  hemicelulose fracionada a partir da matéria
lignocelulésica pode ser hidrolisada utilizando um ou mais
enzimas hidroliticas. Pode ser utilizado qualquer enzima
capaz de catalisar a hidrdélise da hemicelulose de modo a
produzir menores polissacarideos, oligossacarideos,
dissacarideos, monossacarideos e misturas desses. Em geral,
as enzimas hidroliticas adequadas para a sacarificacdo da
hemicelulose fracionada utilizando os métodos da invencgéao
sdc aquelas <classificadas como 3 EC (hidrdlases), na
nomenclatura das enzimas do Comité da Nomenclatura da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB)
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmpb/) nomenclatura a partir
da data de apresentagdo deste pedido. De preferéncia, os
enzimas hidroliticas utilizadas sdo aquelas classificadas
na classe 3.2 EC (glicosilase) na nomenclatura das enzimas

da NC-IUBMB.
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Em certas modalidades, as enzimas hidroliticas
apropriadas para utilizacdo nos métodos descritos neste
documento sdao aquelas classificadas na subclasse 3.2.1
(enzimas glicosidases, ou seja, hidrolisando compostos O- e
S-glicosil) da nomenclatura NC-IUBMB. Em outras
modalidades, as enzimas hidroliticas que podem ser
utilizadas sdo aquelas classificadas na subclasse EC 3.2.2
(hidrolisando compostos N-glicosil) da nomenclatura NC-
IUBMB. Em outras modalidades, as enzimas hidroliticas que
podem ser utilizadas sdo aquelas classificadas na subclasse
EC 3.2.3 (hidrolisando compostos S-glicosil) da
nomenclatura NC-IUBMB.

Exemplos ndo limitativos de hidrolases glicosidicas e
carboidrases adequadas para utilizac&o em métodos descritos
neste documento e em fontes comerciais destas enzimas séao
descritas na Publicacdo da Patente dos EUA n°® 20060073193.
Exemplos preferidos incluem celulases, xilanases,
arabinosidases, p-glicosidases, pf-xilosidases, mananases,
galactanases, dextranases, endoglucanases e alfa-
galactosidase.

As enzimas hidroliticas podem ser aplicadas em uma
forma purificada ou substancialmente purificada a
hemicelulose fracionada, ou em combinacdo com outras

substdncias ou compostos (por exemplo, como parte de um
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sobrenadante de cultura). Adicionalmente ou em alternativa,
uma enzima hidrolitica que ©produz microrganismos ou
misturas de microrganismos capazes de produzirem enzimas
hidroliticas pode ser cultivado na presenca de hemicelulose
fracionada, de acordo com os métodos descritos neste
documento de forma a conferir uma fonte de enzimas
hidroliticas.

As enzimas hidroliticas adequadas para utilizacdo de
acordo com os métodos descritos neste documento podem ser
provenientes de qualquer microrganismo adequado, incluindo
mas nao se limitando a, bactérias e fungos / leveduras. O
microrganismo pode ser um organismo psicréfilo, mesdédfilo,
terméfilo ou extremamente termé6filo, de acordo com a
classificacdo descrita em Brock, 1986, “Thermophiles:
General Molecular and Applied Microbiology”, (TD Brock,
Ed), John Wiley and Sons, Inc. Nova York, e Bergquist et
al, 1987, Biotechnol Genet. Eng. Rev. 5: 199 - 244,

Em uma modalidade, a hidrdélise enzimatica da
hemicelulose fracionada é feita utilizando enzimas
hidroliticas termofilicas. A utilizacéo de enzimas
hidroliticas termoestdveis para a hidrélise da hemicelulose
fracionada oferece varias vantagens sobre a utilizacdo de
enzimas hidroliticas que atuam otimamente a temperaturas

mais baixas, incluindo uma maior atividade especifica e
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maior estabilidade. Tipicamente, enzimas hidroliticas
termofilicas exibem atividade hidrolitica a elevada
temperatura de reagdo. Por exemplo, uma enzima hidrolitica
termofilica normalmente permanece ativa a uma temperatura
de reacdo de mais de 60 °C.

Exemplos ndo limitativos de bactérias a partir das

quais podem derivar as enzimas hidroliticas apropriadas

incluem Acidothermus sp. (Por exemplo, A. cellulolyticus),
Anaerocellum sp. (Por exemplo, A. thermophilum) Bacillus
sp., Butyrivibrio sp. (Por exemplo, B. fibrisolvens),
Cellulomonas sp. (Por exemplo, C. fimi), Clostridium sp.

(Por exemplo, C. thermocellum, C. stercorarium), Erwinia
sp. (Por exemplo, E. chrysanthemi), Fibrobacter sp. (Por
exemplo, F. succinogenes), Micromonospora sp., Rhodothermus
sp. (Por exemplo, R. marinus), Ruminococcus sSp. (Por
exemplo, R. albus, R. flavefaciens), Streptomyces sp.,
Thermotoga sp. (Por exemplo, T. maritima, T. neapolitana),
Xanthomonas sp. (Por exemplo, X. campestris) e Zymomonas
sp. (Por exemplo, Z. mobilis).

Exemplos ndo limitativos de fungos / leveduras a
partir dos quais podem derivar as enzimas hidroliticas
apropriadas incluem Aureobasidium sp., Aspergillus sp. (Por
exemplo, A. awamori, A. niger e A. oryzae), Candida sp.,

Chaetomium sSp. (Por exemplo, C. thermophilum, C.
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thermophila), Chrysosporium sp. (Por exemplo, C.
lucknowense), Corynascus sp. (Por exemplo C. thermophilus),
Dictyoglomus sp. (Por exemplo, D. thermophilum), Emericella
sp., Fusarium sp, Gliocladium sp., Hansenula sp., Humicola
sp. (Por exemplo, H. insolens e H. grisea), Hypocrea sp.,
Kluyveromyces sp., Myceliophthera sp. (Por exemplo, M.
thermophila), Neurospora sp., Penicillium sp., Pichia sp.,
Rhizomucor sp. (Por exemplo, R. pusillus), Saccharomyces
sp., Schizosaccharomyces sp., Sporotrichum Sp..,
Thermoanaerobacterium sSp. (Por exemplo, T.
saccharolyticum), Thermoascus sSp. (Por exemplo, T.
aurantiacus, T. lanuginosa), Thermomyces sp. (Por exemplo,
T. lanuginosa), Thermonospora sp. (Por exemplo, T. curvata,
T. fusca), Thielavia sp. (Por exemplo, T. terrestris),
Trichoderma sp. (Por exemplo, T. reesei, T. viride, T.
koningii, T. harzianum) e Yarrowia sp.

Microrganismos apropriado que naturalmente produzem
enzimas hidroliticas, como por exemplo qualquer das
bactérias ou fungos / leveduras acima referidos, podem ser
cultivados em condigbes adequadas para a propagacdo e/ou
expressdc da enzima hidrolitica ou enzimas de interesse.
Métodos e condig¢des apropriadas para o cultivo de
microrganismos s&o geralmente conhecidas na técnica e séo

descritas em, por exemplo, Current Protocols in
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Microbiology (Coico et al. (Eds), John Wiley and Sons, Inc,
2007) .

Os organismos recombinantes podem ser utilizados como
uma fonte de enzimas hidroliticas para sacarificacdo da
hemicelulose fracionada de acordo com os métodos descritos
neste documento. Adicionalmente ou em alternativa, os
organismos recombinantes capazes de produzir enzimas
hidroliticas podem ser cultivados com hemicelulose
fraciconada. Podem ser gerados microrganismos recombinantes,
que incluem as estirpes de bactérias ou de fungos /
leveduras que expressam um ou mais enzimas hidroliticas
derivadas a partir de uma fonte exdégena. Os métodos para a
produgdo de microrganismos recombinantes sdo geralmente
conhecidos na técnica e sdo descritos, por exemplo, em
Ausubel et al, (Eds) Current Protocols in Molecular Biology
(2007) John Wiley & Sons; Sambrook et al, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, (2000) 32 Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press; Molecular Cloning (Maniatis et al,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY,
1982); e Current Protocols in Microbiology (Coico et al
(Eds), John Wiley and Sons, Inc, 2007).

As condigdes de reagdo para a hidrélise enzimatica sdo
tipicamente baseadas tendo em consideragdo as condigdes

adequadas para a enzima especifica ou para uma mistura de
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enzimas. Em geral, as condicbes tipicas para a hidrélise
enzimdtica incluem uma temperatura de reacdo de entre cerca
de 30 °C e cerca de 90 °C e um pH de entre cerca de 4,0 e
cerca de 8,0. As temperaturas de reacdo e o pH adequados
para a hidrdélise enzimatica de ©polissacarideos séo
descritos, por exemplo, em Viikari et al., “Thermostable
Enzymes 1in Lignocellulosic Hydrolysis”, 2007, 108: 121 -
145.

Exemplos nao limitativos de fragmentos de
oligossacarideos que podem ser produzidos através da
sacarificacdo da hemicelulose incluem oligossacarideos tais
como mannan-oligossacaridos, fruto-oligossacéaridos e
galacto-oligossacaridos.

Exemplos ndo limitativos de fragmentos dissacarideos
que podem ser produzidos por sacarificacdo da hemicelulose
incluem a sacarose, a lactose, a maltose, a trealose, a
celobiose, a laminaribiose, a xilobiose, a gentiobiose, a
isomaltose, a manobiose, a kojibiose, a rutinose, a
nigerose e a melibiose.

Exemplos ndo limitativos de fragmentos monossacarideos
que podem ser produzidos por sacarificagdo da hemicelulose
incluem as trioses que incluem aldotrioses (por exemplo,
gliceraldeido) e ketotrioses (por exemplo,

dihidroxiacetona), Tetroses que incluem aldotetroses (por
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exemplo, treose e eritrose) e ketotetroses (por exemplo,
eritrulose), pentoses que incluem aldopentoses (por
exemplo, lixose, ribose, arabinose, desoxirribose) e
cetopentoses (por exemplo, xilulose e ribulose), hexoses
que 1incluem aldohexoses (por exemplo, glicose, manose,
altrose, idose, galactose, alose, talsoe e gulose) e
cetohexoses (por exemplo, frutose, psicose, tagatose e
sorbose), heptoses que incluem ceto-heptoses (por exemplo,
sedoheptulose e Manoeptulose), octoses que incluem octolose
e 2-ceto-3-desoxi-mano-octonate e nonoses que incluem
sialose.

Em uma modalidade preferida, a sacarificacdo das
fragdes de hemicelulose produz uma solugdo aquosa que
compreende menores cadeias de polissacarideos, de
oligossacarideos, de dissacarideos, de monossacarideos, ou
misturas desses.

Em uma modalidade alternativa da invencéao, a
hemicelulose fracionada obtida de acordo com os métodos
descritos neste documento pode ser submetida ao aumento
hidrotermal na &gua sub-supercritica de modo a produzir
acucares fermentéaveis. Métodos para atualizacobes
hidrotermais sdo conhecidos na técnica e sdo descritos, por
exemplo em Srokol et al., “Hydrothermal upgrading of

biomass to biofuel,; studies on some monosaccharide model
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compounds”, Carbohydr Res. 2004 Jul 12; 339(10): 1717 - 26.

Certas modalidades da invencéo se destinam a
sacarideos alcancados ou alcancéaveis a partir da
hemicelulose fracionada de acordo com os métodos descritos
neste documento.

De acordo com os métodos descritos neste documento, os
agucares derivados a partir da hemicelulose fracionada
podem ser fermentados de modo a produzirem um ou mais
produtos de agucar fermentado. Por exemplo, © microrganismo
pode ser capaz de converter fragmentos de sacarideo em
alcoois (por exemplo, etanol), ou 4&cidos orgédnicos (por
exemplo, 4&acido succinico e A&cido glutdmico). Os éacidos
orgédnicos podem ser utilizados na producdo de outros
produtos, por exemplo, biopolimeros, aminodcidos e
antibiéticos. Os microrganismos adequados para a
fermentacgdo incluem, mas ndo estdo limitados a, bactérias,
fungos / leveduras e/ou variedades recombinantes desses
organismos.

A fermentacdoc pode ser efetuada diretamente na
hemicelulose fracionada. Adicionalmente ou em alternativa,
a fermentacdo pode ser efetuada em sacarideos fragmentados
derivados da sacarificacdo da hemicelulose fracionada.
Adicionalmente ou em alternativa, a fermentacdo pode ser

efetuada simultaneamente com a sacarificacéo da



10

15

20

90

hemicelulose fracionada. Por exemplo, uma mistura de reagédo
que compreende enzimas hidroliticas e/ou microrganismos
capazes de produzirem enzimas hidroliticas pode ser
combinada com microrganismos que fermentam acgucares e
aplicada sob condig¢des de cultura apropriadas para a
hemicelulose fracionada de acordo com os métodos descritos
neste documento.

Em certas modalidades, a lignina residual pode ser
removida a partir de componentes da hemicelulose fracionada
antes da fermentagdo. A lignina residual pode ser removida,
por exemplo, utilizando métodos descritos em Mosier et al.,
“Features of promising technologies for pretreatment of
lignocellulosic biomass”, 2005, Bioresource Tecnology, 96:
673 - 86.

Em geral, a fermentacdo pode ser efetuada utilizando
qualgquer microrganismo capaz de converter sacarideos em um
ou mais produtos de agucar fermentado desejados. Por

exemplo, o microrganismo pode ser capaz de converter

sacarideos em 4alcoois (incluindo etanol), ou, A&cidos
organicos (por exemplo o acido succinico e acido
glutamico). Os &cidos orgdnicos podem ser utilizados na

produgdo de outros produtos de agucar fermentado, por
exemplo biopolimeros, aminodcidos e antibidticos.

Em certas modalidades, o microrganismo é capaz de
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fermentar sacarideos derivados de hemicelulose fracionada
em um ou mals alcoois. Exemplos ndo limitativos de &lcoois
que podem ser produzidos de acordo com os métodos descritos
neste documento incluem xilitol, manitol, butanol, arabinol
e etanol.

Em uma modalidade preferida, sacarideos de 5 carbonos
(pentoses) derivados da sacarificacdo da fracdo de
hemicelulose sdo fermentados de modo a produzir &alcool,
exemplos ndo limitativos dos quais incluem xilitol,
manitol, arbinol e etanol.

Exemplos nao limitativos de microrganismos capazes de
produzirem etanol a partir de sacarideos incluem Zymomonas
sp. (Por exemplo, Z. mobilis), Saccharomyces sp. (Por
exemplo, S. «cerevisiae), Candida sp. (Por exemplo, C.
shehatae), Schizosaccharomyces sp. (Por exemplo, S. pombe),
Pachysolen sp. (Por exemplo, P. tannophilus), e Pichia sp.
(Por exemplo, P. stipitis).

Microrganismos adequados para a fermentagdo dos
agucares para a produgdo de manitol incluem, por exemplo,
os fungos / 1leveduras e as bactérias lacticas. Os
microrganismos apropriados irdo, em geral, expressar as
enzimas necessdrias para a produgdo de manitol, por
exemplo, manitol desidrogenase.

Exemplos de espécies de Dbactérias que podem ser
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utilizadas para a fermentacdo de sacarideos em manitol
incluem Leuconostoc sp. (Por exemplo, Leuconostoc
mesenteroides), Lactobacillus sp. (Por exemplo, L. bevis,
L. buchnei, L. fermeyitum, L. sanfranciscensis), Oenococcus
sp. (Por exemplo, O. oeni), Leuconostoc sp. (Por exemplo,
L. mesenteriode) e Mycobacterium sp. (Por exemplo, M.
smegmatis) .

Exemplos de fungos / leveduras adequadas para a
fermentacdo de sacarideos para a producdo de manitol
incluem, mas ndoc estdo limitados a, Basidiomycetes sp.,

Trichocladium sp., Geotrichum sp., Fusarium sp., Mucor sp.

(Por exemplo, M. rouxii), Aspergillus sp. (Por exemplo, A.
nidulans), Penicillium sp. (Por exemplo, P. scabrosum),
Candida sp. (Por exemplo, C. zeylannoide, C. lipolitica),
Cryptococcus sp. (Por exemplo, C. neoformans) e Torulopsis

sp. (Por exemplo, T. mannitofaciens).

Métodos para a fermentagdo de sacarideos para a
producdo de manitol sdo descritos, por exemplo, na Patente
dos Estados Unidos No. 6,528,290 e na publicacdo PCT N°.
WO/2006/044608.

Os microrganismos adequados para a fermentacdo dos
sacarideos de modo a produzirem xilitol incluem leveduras
tais como Saccharomyces sp., Candida sp. (Por exemplo, C.

magnoliae, C. tropicalis, C. guilliermondif), Pichia sp. e
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Debaryomyces sp. (Por exemplo, D. hansenii). Os métodos
para a fermentagdo de xilitol a partir de sacarideos sé&o
descritos, por exemplo, na Patente dos EUA N°. 5,081,026,
na Patente dos EUA N°. 5,686,277, na Patente dos EUA N°.
5,998,181 e na Patente dos EUA N°. 6,893,849.

Em modalidades preferidas da invencdo, a fermentacdo
dos sacarideos ¢é efetuada através da utilizagdo de um ou
mais microrganismos recombinantes. Os métodos para a
producdo de microrganismos recombinantes sdoc geralmente
conhecidos na técnica e s&o descritos, por exemplo, em
Ausubel et al, (Eds) Current Protocols in Molecular Biology
(2007) John Wiley & Sons e em Sambrook et al, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, (2000) 3* Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. Em geral,
0s microrganismos recombinantes apropriados para utilizacgéo
nos métodos descritos neste documento irdo expressar um ou
mais genes que codificam as enzimas necessdrias para a
conversao dos sacarideos no produto alvo desejado.

Exemplos de microrganismos etanologénicos
recombinantes preferidos s&o aqueles que expressam a
desidrogenase do &lcool e a descarboxilase do piruvato. A
desidrogenase do &lcool de <codificagcdo dos genes e a
descarboxilase do piruvato podem ser obtidas, por exemplo,

a partir de Zymomonas mobilis. Exemplos de microrganismos
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recombinantes que expressam um ou ambos destas enzimas e os
métodos para a sua geragdo sdo descritos, por exemplo, na
Patente dos EUA No. 5,000,000, na Patente dos EUA No.
5,028,539, na Patente dos EUA No. 424,202 e na Patente dos
EUA No. 5,482, 846.

Os microrganismos recombinantes apropriados podem ser
capazes de converter tanto pentoses e hexoses em etanol. Os
microrganismos recombinantes capazes de converter pentoses
e hexoses em etanol sdo descritos, por exemplo, na Patente
dos EUA No. 5,000,000, na Patente dos EUA No. 5,028,539, na
Patente dos EUA No. 5,424,202, na Patente dos EUA No.
5,482,846 e na Patente dos EUA No. 5,514,583.

As condigdes de cultura propicias para a fermentacdo
dos sacarideos em &lcoois, Aacidos orgadnicos e outros
produtos de aguUcar fermentado sdo geralmente conhecidos na
técnica, e sdo descritos, por exemplo, em Bonifacino et al.
(Eds) Current Protocols in Cell Biology (2007) John Wiley
and Sons, Inc. e Coico et al. (Eds) Current Protocols 1in
Microbiology (2007) John Wiley and Sons, Inc. Geralmente,
os microrganismos podem ser cultivados a uma temperatura de
entre cerca de 30 °C e cerca de 40 °C e um pH de entre
cerca de 5,0 e cerca de 7,0. Pode ser vantajoso adicionar
co-fatores para as enzimas de fermentagdo e/ou nutrientes

para os microrganismos de forma a otimizar a fermentacdo
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enzimatica. Por exemplo, os co-fatores tais como NADPH e/ou
NAD podem ser adicionados a cultura de forma a assistir a
atividade de enzimas de fermentacdo (por exemplo, redutase
da xilose e desidrogenase do xilitol). As fontes de
carbono, de nitrogénio e de enxofre também podem ser
incluidas na cultura.

Os produtos derivados do agucar fermentado a partir da
hemicelulose fracionada podem ser ainda mais refinados ou
processados.

Dessa forma, certas modalidades da invencdo estéo
relacionadas com produtos de acucar fermentado alcancados
ou alcangaveis a partir da  hemicelulose fracionada
produzida de acordo <com os métodos descritos neste
documento.

Ser4d apreciado pelos entendidos na técnica que
intmeras variagdes e/ou modificagdes podem ser feitas a
invencdo, conforme mostrado nas modalidades especificas,
sem sair do espirito ou do é&ambito da invencdo conforme
amplamente descrito. Dessa forma, a atual modalidade, deve
ser considerada em todos os aspetos como ilustrativa e néo
como restritiva.

EXEMPLOS
A invengdo sera agora descrita em referéncia a

exemplos especificos, os quais ndo devem ser interpretados
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Exemplo 1: Visdo Geral

Um fluxograma que i1lustra algumas modalidades da

invencdo é fornecido abaixo.

Solvente Sub-critico por ex. dgua

20-35% Hemicelulose ‘ — Hemicelulose
20-45% Celulose dissolvida
20-35% Lignina <
Sacarificagdo
Lignina e celulose separadas
<m
— Fermentagéo
solvente Alcool biol6gico | «umum—
\ 4
| Lignina e celulose reagem com o solvente | Xilitol, manitol,
arabinol

l

Oleo biolégico - Combustivel/aditivo de combustivelm

Exemplo 2: Extrag¢do de hemicelulose a partir da serradura
Preparagdo da pasta de serradura

A quantidade medida de agua foi adicionada a um tanque
de alimentacdo, utilizando um indicador de fluxo. A
serradura foi adicionada ao tanque e foi utilizado um
agitador de forma a suspender a serradura e formar uma
pasta.

A pasta foi alimentada na instalacdo do reator através
de uma bomba de deslocamento de velocidade +variavel
positiva. A velocidade da bomba foi ajustada de forma a

fornecer a taxa de produg¢do requerida. A bomba tanto pode
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ser alimentada com pasta de serradura com agua da rede para
fins de iniciar e desligar através da valvula automatica de
trés vias.

Uma valvula de alivio da pressdo encaixada na descarga
da alimentag¢do da pasta limitou a pressdo maxima do sistema
a 60 bar. A descarga de pressdo foi monitorada através de
um transmissor de pressdao em linha. O tanque de alimentagéo
pode ser drenado e lavado através do desvio da descarga da
bomba de alimentac&o para drenagem através de uma valvula
manual de trés vias.

Aquecimento

A pasta foli aquecida em duas etapas, primeiro
utilizando tubos de calor duplos ou concéntricos de uma
base de permutacdo fornecida com vapor saturado a partir de
uma caldeira e, posteriormente com elementos de aquecimento
elétrico.

Na primeira fase de aquecimento da pasta foi levantada
até perto da temperatura do vapor saturado (180 ©°C)
diretamente alimentada a partir da caldeira a presséao
total. A temperatura que sai deste estado de aquecimento
foli monitorada através de um transmissor de temperatura em
linha. O vapor condensado a partir do primeiro estagio de
aquecimento foi devolvido ao tanque de alimentacgdo da

caldeira de vapor de agua através de desvios. Isto aumentou
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a eficiéncia térmica da caldeira e permitiu uma maior taxa
de geragdo de vapor.

Ao sair do estagio de aquecimento a vapor, a pasta faz
o seu caminho através de trés elementos de aquecimento
elétrico de 4 kW e 3 m de comprimento encaixados em séries
para a tubagem do processo. Este caminho de aquecimento
longo (9 m) aquece gradualmente a pasta até a temperatura
alvo final (210 °C). A temperatura alvo da suspensdo foi
monitorada através de um transmissor de temperatura em
linha, e foili controlada através da variacdo da tensédo de
alimentacdo de todos os trés elementos de aquecimento.

Os estagios de aquecimento foram organizados de forma
a permitir um lento e gradual aquecimento da pasta para a
temperatura alvo de 210 °C, de modo a evitar o risco de
decomposicdo térmica de qualquer material e conduzindo a
bloqueio de processos.
Reacgéo

Depois do aquecimento & temperatura alvo, a pasta foi
retida em uma série de tubos de maior didmetro (50 mm)
durante 5 minutos de forma a conferir tempo suficiente para
que a reacdo ocorra. O tempo de permanéncia no reator pode
ser reduzido para 2,5 minutos (se desejado), através da
reconfiguragdo da tubagem do reator. Estes tubos de reagdo

foram bem isolados mas ndo aquecidos, e a temperatura de
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saida era controlado através de um transmissor de
temperatura em linha. A instalacédo foi preaquecida antes da
operagdo através da passagem de agua até que as condigdes
alvo tiverem sido atingidas.

Arrefecimento

Depois de sair do reator, a pasta foi arrefecida a
cerca de 80 °C, utilizando uma base de permutadores de
tubos concéntricos de calor e agua da rede. O arrefecimento
para essa temperatura foli necessdrio para a operagao do
filtro a véacuo, devido a alta pressdo de vapor de Aagua
quente, prevenindo a operacdo de vacuo. Em geral, &
desejavel filtrar a pasta qudo quente quanto possivel de
modo a reduzir o risco de precipitagdo e formacgdo de
depdsitos.

A temperatura de saida do arrefecedor foi monitorada
por um transmissor de temperatura em linha, e controlada
através da manipulacdo do fluxo de 4gua da rede, com uma
valvula de controlo.

Filtragem

Depois do resfriamento, a pasta foili descarregada para
uma cuba de um filtro de tambor de um pequeno aspirador
através de wuma valvula de controlo. Esta valvula de
controlo foi wutilizada de modo a definir o sistema de

pressdo conforme monitorado pelo transmissor de presséao.
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Uma valvula automatica de trés vias também permitiu a
descarga alternativa através de uma valvula manual como um
sistema de reserva.

A pasta também pode ser descarregada para drenagem
através de uma valvula automdtica de trés vias. Isso
permite que a totalidade do sistema seja iniciada na &gua
ou esvaziada no fim de um ciclo. Esta valvula também
permite que a instalacdo continue a funcionar durante um
curto periodo se surgir qualquer problema com o filtro.

O filtro de tambor rotativo incluiu uma bomba de vacuo
e uma bomba centrifuga. Estes recoclhem e transferem o
filtrado para e a partir de um tubo vertical equipado com
um interruptor de nivel. O filtrado (licor de hemicelulose
/ acgucar) foi esvaziado a partir do tubo vertical em um
tanque de recolha para uma utilizacg¢do posterior. O pano de
filtro sintético tinha uma permeabilidade ao ar de cerca de
35 cfm e cobriu uma &rea de 1.858 cm?.

O filtro de tambor utilizou um agitador de balanco de
forma a impedir a sedimentagdo da pasta no tanque de
recolha. Os motores do <cilindro e de agitacdo eram
controlados por transmissdo de velocidade variavel operados
localmente, de modo a permitir que a espessura do bolo e o
desempenho do filtro fossem otimizados.

O bolo de filtracdo foi retirado do tambor coberto por
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pano sintético através de uma lémina cirdrgica ajustéavel, a
partir do qual ele caiu por gravidade em um tanque de
recolha cheio de &gua constantemente agitado por um
agitador de forma a quebrar e a suspender o bolo de
filtragdo. Antes da operacgdo, esse tanque foi cheio com
agua através de um indicador de fluxo para um nivel acima
do agitador para prevenir possiveis danos no agitador.

Do tanque de recolha, a pasta (contendo 1lignina e
celulose) foi transferida para um tanque de alimentacdo em
um reator diferente (para processamento adicional) através
de uma bomba de diafragma pneumatico, em que o ar da qual é
controlado por uma valvula solendide.

Sistema de Duche

Uma barra de chuveiro instalado por cima do cilindro
foi wutilizada de modo a lavar o produto (licor de
hemicelulose / acgucar) solugcdo a partir do bolo de
filtragdo de forma a maximizar a recuperacdo. A barra de
chuveiro recebeu 4&gua da rede quente do arrefecedor,
reduzindo o consumo de 4&gua e permitindo uma lavagem mais
eficaz do que na utilizagdo de agua fria.

O fluxo da &gua de lavagem era controlado por uma
vdlvula de controlo e um medidor de fluxo em rede. A
valvula de controlo desvia o excesso de &agua quente ndo

exigido para a barra do chuveiro escorrer.
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O fluxo de 4gua de lavagem era controlado para a
relagdo entre a taxa de alimentacdo, de modo que o fluxo
fosse suficiente para deslocar apenas o licor 1ligado no
bolo de filtracdo. Desta forma, foi efetuada uma boa
lavagem sem diluigdo em excesso do licor do produto.

A  hemicelulose liberada pode entdo ©passar pela
despolimerizagédo enzimatica e posteriormente pela
fermentagdo e destilagdo através de métodos padronizados de
forma a produzir etanol. As restantes fracgdes de madeira de
celulose / lignina da madeira podem ser recolhidas como um
s6élido e serem tratadas posteriormente.

ESPECIFICACGES DO EQUIPAMENTO
Especifica¢des do Reator da instalagao:

As especificacgdes operacionais fundamentais da
instalacdo do reator foram como se segue:

Taxa de alimentacdo: 120 kg / h de pasta por hora
Consisténcia da alimentacdo: Maximo de 10% de sbélidos secos
Tamanho da alimentagdo: tamanho maximo de particula 300
micrdmetros

Pressdo do funcionamento do processo: 40 bar (bitola)
Pressdo do projeto do processo: 60 bar (bitola)

Temperatura do projeto do processo: 250 °C

Pressdo do funcionamento do processo: 210 °C

Pressdo do projeto da protegdo de troca de calor:20 bar
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Temperatura do projeto da protecdo de troca de calor: 325
°C

Pressdao / Temperatura de entrega de vapor saturado :10 bar
(bitola); 180 °C

Exemplo 3: Fracionamento de licores de hemicelulose a
partir do pinheiro radiata (Pinus radiata)

Uma série de ensaios diferentes foram efetuados nos
quais foi extraido licor de hemicelulose do pinheiro
radiata (Pinus radiata). Foram wutilizadas diferentes
condicdes de reagdo para cada um dos treze ciclos
representativos conforme descritos na Tabela 2 abaixo.

Foi preparada serradura (150 - 300 micrdémetros) e

compbinada com &gua em um tanque de composicdo de modo a

produzir uma pasta (5% - 10% v/v de concentracdao de
s6lidos), que era entdo bombeada para um reator. A pasta
foi aquecida com vapor a uma temperatura de 120 °C - 210 °C

e a hemicelulose extraida a pH neutro, ou em condigdes de
aclidez proporcionadas pela adicdo de &acido sulfirico (0,1%
- 0,4% em peso) ou de didxido de carbono. As reacdes de
extracdo da hemicelulose foram efetuadas durante até 10
minutos.

Depois da conclusdo da reagdo a mistura foi passada

através de um filtro de forma a fornecer fracdes separadas

de sélidos (lignina e celulose) e de liquidos (hemicelulose
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casos,

de

a

forma

descrito nos exemplos 4 e 5 abaixo.

Tabela 2:

hemicelulose a partir de P. radiata

fracéao

a

sélida

obter

entdo analisada quanto ao teor em acucar,

(bolo
licor
A fracdo de hemicelulose separada

conforme

Condigdes de reagdo para a extragao de

Variave | Escala Condicdées dos ciclos

1 disponi |1 2 3 4 5 6
vel

Pressdo | 22 - 60 |40 40 40 30 30 30

(bar)

Tempera | 120-210 | 120- 120- 120- 120- 120- 120-

tura 210 210 210 190 190 190

(°C)

Concent |5 - 15% | 10 10 10 10 20 10

racao

de

sélidos

(%)

Tempo 0 - 10 10 5 0 10 20 10

de

retenca
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o {(min)
pH 2 -7 7 7 7 ~ 2 7 ~ 2
Aditivo | Etanol, |[Nenhu | Nenhu |Nenhu |0,4% Nenhu | didéxi
S acido m m m de m do de
fosfoéri acido carbo
co, sulfua no
acido rico
sulfiari
co,
didéxido
de
carbono
Serradu | 180 e | 300 300 300 300 300 300
ra da | 300
classe |micrdme
tros
Espécie | pinheir | pinhe | pinhe | pinhe |pinhe |pinhe |pinhe
de o) iro iro iro iro iro iro
madeira | radiata | radia | radia |radia |radia | radia |radia
’ ta ta ta ta ta ta
Carvalh
o
Tabela 2 (cont): Condigdes de reagdo para a extragédo
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Varidve | Escala Condicgdes dos ciclos

1 disponi |7 8 9 10 11 12
vel

Pressao | 22 - 60 | 30 30 30 30 30 30

(bar)

Tempera | 120-210 | 120- 160- 160- 190 140- 190

tura 190 190 190 160

(°C)

Concent |5 - 15% | 15% 10 10 10 10 10

ragao ou

de super

sélidos ior

(%)

Tempo 0 - 10 20 2,5 5 5 5 5

de

retenca

o (min)

pH 2 -7 7 7 7 7 7 7

Aditivo | Etanol, | Nenhu | Nenhu | Nenhu |Nenhu {0,1% Nenhu

S acido m m m m de m
fosfori acido
co, sulfu
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Exemplo 4: produgdo de agucares redutores da fragdo de
hemicelulose utilizando hidrélise enzimatica
enzimdtica foi efetuada

A hidrélise em fragdes de

licor de hemicelulose obtidas a partir de amostras de
pinheiro radiata através do processo descrito no Exemplo 3
acima.

3.1 Materiais e métodos

As condigdes de hidrdlise enzimdtica foram conforme
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apresentadas na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3: hidrdélise enzimatica de amostras

Amostra | pH PH (com | Temper. Pesos Descriga
numero (amostra | enzima + | durante extrativ | o /

s de | tampdo) |a os * | Comentar

licor) amostrag | (mg/mL) ios

em (°C)
1,1 4,90 5,16 RT 5,2 10% FS
1,2 3,82 4,8 190 12,0
1,3 3,84 4,8 190 11,12
1,4 4,12 4,96 150 11, 68
1,5 4,24 5,02 150 11,08
1,6 4,37 5,11 130 7,76
1,7 4,49 5,10 130 7,40
2,1 4,75 5,15 RT 5,16 10% FS
2,2 4,19 5,0 190 13,12
2,3 4,21 5,0 190 13,08
2,4 4,40 5,08 163 9,56
2,5 4,46 5,12 163 8,44
2,6 4,72 5,17 105 6,28
2,7 4,62 5,20 105 5,68
FS: pasta de stock de entrada;
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RT: temperatura ambiente

*: Com base no peso seco de 25 mL de amostras de licor
claro secas em placas de Petri a 70 °C, durante 14,5 horas
Tampdes e pH

120 mM de tampdo universal (pH 6,5) foi incluido na
mistura de reagcdo de forma a conferir condicgdes ideais para
enzimas hidroliticas para agirem na hemicelulose presentes
nas diferentes frac¢des. O pH alvo durante estes ensaios foi
~ 5 - 6. Conforme mostrado na Tabela 3 acima, o pH de cada
amostra fol medido antes e depois da adicdo do tampdo e das
amostras de enzima.
Enzimas hidroliticas

Uma estirpe de Trichoderma reesei recombinante foi
utilizado de modo a produzir uma mistura de enzimas
hidroliticas que compreende tanto as enzimas de fungos
hidroliticos como uma xilanase termofilica (XynB).
Misturas de reacéo

As misturas de reacdo da hidrdélise enzimdtica forma
preparadas conforme se segue:

(i) amostras de licor de hemicelulose

Substrato 500 uL
Enzima 300 uL
Tampdo Univ. (pH 6,5) 200 uL

(ii) Substrato apenas de controlo
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Substrato 500 uL
Tampdo Univ. (pH 6,5) 200 uL
H,O 300 uL

(iii) Enzima apenas de controlo:

Enzima 300 uL
Tampdo Univ. (pH 6,5) 200 uL
H,0 500 pL

Todos os tubos foram incubados a 50 °C (com rotacdo)
durante 1,5 horas e depois retirados e mantidos a 4 °C.

Ensaio colorimétrico para reduzir o agucar

Um ensaio de reducgao de acucar de acido
dinitrosalicilico colorimétrico (DNS) foi utilizado como um
indicador da hidrélise enzimadtica (ver Bailey e Poutanen
(1989), “Production of xylanases by strains of
Aspergillus”, Appl. Microbiol. Biotechnol. 30: 5 - 10). O
método de redugdo do agucar DNS testa a presenca de grupos
carbonilo 1livres (C=0), presentes em acucares redutores
(como glicose, xilose, manose, etc.) Como resultado, o
dcido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) ¢é reduzido a 3-amino, 5-
dcido nitrosalicilico em condig¢des alcalinas e ¢é formada
uma intensa cor laranja-castanha, indicativa de aclcares
redutores, etc.

50 pL de amostra foi coletada a partir de cada tubo

depois da hidrélise enzimdtica, misturada com 75 upuL de DNS
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e fervido durante 5 minutos. A absorvancia Isqg foi lida a
partir de amostras de 100 uL.
3.2 Resultados
Ensaio colorimétrico para reduzir o agucar

As leituras da absorvédncia obtidas a partir das
amostras de 100 uL rotulados 1,1 - 1,7 e 2,1 - 2,7 foram
tabelados e s&o mostradas na Figura 1. Estes resultados sdo
indicativos da presenca e do subseqliente aumento da redugdo
de terminacdes depois da hidrdélise com a mistura de enzimas
hidroliticas utilizadas.
Exemplo 5: Hidrdélise 4acida total de agucar e analise
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A hidrélise enzimatica foi efetuada em fracgdes de
licor de hemicelulose obtidas a partir de amostras de
pinheiro radiata pelo processo descrito no Exemplo 3.

4.1 Materiais e métodos

A andlise dos aclUcares totais foi efetuada de acordo

com o Método de Ensaio Padrdo para a distribuigdo do

carboidrato de materiais celulédsicos, Padréo TAPPI,
Designacdo: D 5896 - 96 (2007), com algumas pequenas
modificacdes.

Resumidamente, as amostras foram preparadas da
seqguinte forma:

1. Amostras de licor (contendo 100 mg de extrativos
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totais, ver Tabela 3) foram transferidas para tubos de
cultura de vidro com 20 x 150 mm e secas utilizando uma
estufa a 75 °C.

2. 1 mL de acido sulfirico 72% a frio foi adicionado a
cada tubo contendo 100 mg de extrativos / carboidrato (base
seca 6ssea), cuidadosamente misturados, de seguida
incubadas na geladeira durante a noite (4 °C).

3. As amostras foram aquecidas a 30 °C durante 1 hora
seguida pela adicdo de 28 mL de MilliQ-H,O.

4. As amostras foram autoclavadas a 121 °C durante 1

hora (processo uUmido), depois resfriado a temperatura

ambiente.
5. Foi removido 20 - 25 mlL de sobrenadante e
centrifugado a 13.500 rpm durante 30 - 60 minutos a

temperatura ambiente.

6. O sobrenadante limpo foi retirado para analise, ou
armazenado a -20 °C.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi entéo
efetuada no Australian Proteome Analysis Facility (APF,
www.proteome.org.au) .

4.2 Resultados
Hidrdélise acida de agucar total e analise por HPLC
As tabelas 4 - 9 resumem os calculos da concentracgdo

de acuUcar total e as relagdes moleculares de diferentes
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tipos de mono acgucares em amostras de licor hemicelulose
submetidos a hidrdélise &acida. Os resultados sdo resumidos
na Tabela 10.

Tabela 4. Quantidade detectada por HPAEC-PAD (pmol)

Amostra Amostra Amostra Amostra
(1) (1) (ii) (ii)
(controlo) (controlo)
Ara 192 220 112 223
Gal 329 35 332 52
Glc 319 91 298 36
Xly 132 49 346 90
Man 465 21 756 29
Fru 0 87 0 0
Tabela 5. Concentragido da amostra diluida com Aagua

para 1 / 50 (pM)

Amostra Amostra Amostra Amostra
(1) (1) (ii) (ii)
(controlo) (controlo)
Ara 19 22 11 22
Gal 33 4 33 5
Glc 32 9 30 4
Xly 13 5 35 9
Man 46 2 76 3
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Fru 0 9 0 0
Tabela 6. Concentragdo da amostra (pM, x 50 fator de
diluigédo)
MW Amostra Amostra Amostra Amostra
(1) (1) (i1) (i1)
(controlo) (controlo)

150,13 | Ara 959 1100 561 1117
180,16 | Gal 1647 176 1658 261
180,2 |Glc 1593 456 1489 182
150,1 |Xly 661 247 1731 448
180,16 | Man 2325 105 3780 147

SUM 7184 2083 9218 2154

Tabela 7. Proporg¢do molecular (%)
Amostra Amostra Amostra Amostra
() (i) (ii) (ii)
(controlo) (controlo)

Ara 13 53 6 52
Gal 23 8 18 12
Glc 22 22 16 8
Xly 9 12 19 21
Man 32 5 41 7
SUM 100 100 100 100
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Tabela 8. Peso em 29 mL (mg)

Amostra Amostra Amostra Amostra
(1) (1) (ii) (ii)
(controlo) (controlo)
Ara 4,2 4,8 2,4 4,9
Gal 8,6 0,9 8,7 1,4
Glc 8,3 2,4 7,8 0,9
Xly 2,9 1,1 7,5 1,9
Man 12,1 0,5 19,7 0,8
SUM 36,1 9,7 46,2 9,9
Tabela 9. Relagdo de peso (%)
Amostra Amostra Amostra Amostra
(1) (1) (ii) (ii)
(controlo) (controlo)
Ara 12 49 5 49
Gal 24 9 19 14
Glc 23 25 17 10
Xly 8 11 16 20
Man 34 6 43 8
SUM 100 100 100 100

Tabela 10. Resumo da hidrdélise acida de agucar total
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Aguc | concentragido (uM) Relagdo de Peso (%)
ar
Amost | Amostr | Amos | Amost |Amos | Amost | Amos | Amost
ra a (1) | tra ra tra ra tra ra
(1) (contr | (ii) | (ii) (1) (1) (ii) | (i)
o-1lo) (cont (cont (cont
ro- ro- ro-
lo) 1lo) lo)
Ara 959 1100 561 1117 12 49 5 49
Gal 1647 176 1658 | 261 24 9 19 14
Glc 1593 456 1489 | 182 23 25 17 10
Xly 661 247 2325 | 105 8 11 16 20
Man 2325 105 3780 | 147 34 6 43 8
SUM 7184 2083 9218 | 2154 100 100 100 100
Os resultados da HPLC demonstram gque cada amostra

analisada foi uma fragdo de hemicelulose com base no tipo e

na proporcdo de mono acgucares liberados depois da hidrélise

acida.

Assumindo um total de 100 mg de mono acgucares, as
proporcdes percentuais dos principais acgucares depois da
hidrélise &cida para a amostra (ii) foram conforme se
segue: Man: Gal: Glc: Xyl: Ara = 43: 19: 17: 16: 5.

Exemplo 6: Extragdo de hemicelulose a partir da polpa de



10

15

20

117

serradura e estabilizagcdo dos compostos de 1lignina /
celulose de modo a produzir um produto de éleo bioldgico

Um processo passo a passo foi utilizado de modo a
extrair a hemicelulose a partir da alimentacdo da serradura
e para produzir um Oéleo estavel a partir do restante
composto de lignina / celulose.

Preparag¢do da pasta de serradura

A pasta de serradura para a extragdo de hemicelulose
foi preparada a partir de cerca de 25 kg de serradura. Foi
adicionada &gua de modo a que a pasta resultante contivesse
cerca de 18 % de serradura e 82% de &gua.

Extragao de hemicelulose

A hemicelulcose foi extraida a partir da polpa,
conforme descrito no Exemplo 2 acima, utilizando as
seguintes condigdes:

Temperatura do reator: 190 °C,

Pressdao do reator: 31 bar,

Tempo de residéncia 5 minutos,

Tamanho da serradura 150 micrdémetros (em agua).

O resultante bolo de filtragem (contendo 1lignina e
celulose) foi transferido para outro reator para
processamento adicional.

Conversdo de lignina / celulose para produtos de 6leo

biolégico
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O bolo de filtragem contendo compostos de lignina e de
celulose derivados de um pré-tratamento foi submetido a
tratamento com etanol aquoso em um reator. As condigdes de
reagdo foram as seguintes:

Temperatura do reator: 320 °C

Pressdao do reator: 200 bar

Estimativa da relagdo da pasta de Serradura (em peso):

w
o®

Aditivos - Etanol (80 L): 25% em volume

Tempo de residéncia: 18 minutos

Analise da emulsdo de éleo biolégico

A amostra analisada foi a base de agua e contida em um
frasco de PET. Ficou com a forma de uma emulsdo de cor
laranja. Alguns &éleos castanhos / alcatrdo foram revestidos
na parede do frasco. Uma pequena quantidade da emulsdo
laranja foi agitada com éter dietilico, resultando em uma
camada de éter castanha, e uma camada (aquosa) inferior
limpida levemente colorida. A camada de éter foi analisada
através de espectrometria de massa cromatografia gasosa
(GCMS), tal como foi o 6leo castanho / fase de alcatréo,
tampbém dissolvido em éter.

Resultados da espectrometria de massa cromatografia
gasosa (GCMS)

Os cromatogramas GCMS revelaram a presenca de muitos
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compostos na emulsdo. Os picos maiores nos relatdérios GCMS
foram automaticamente integrados e os espectros de massa
associados com os picos comparados com uma biblioteca
espectral. O composto da biblioteca com a correspondéncia
espectral mais prdéxima foi entdo atribuido ao pico pelo
software. Exemplos de compostos que foram combinados com um
elevado grau de confianga incluem:

(1) compostos em emulsdo:

fenol, 2-ciclopenteno-1l-ona,

2-metila, metoxifenol,

etilmetoxifenol,

metoxipropilfenol.

(ii) compostos no 6leo:

metoxifenol,

etilmetoxifenol,

metoxipropenilfenocl

Analise de Protdao NMR

A amostra de 6leo foi dissolvida em acetona-d6 e o
espectro de protdes NMR gravado. Alguma da restante emulsédo
/ fase aquosa foi extraida com éter dietilico, que foi
entdo removido sob pressdo reduzida, de forma a conferir um
“extrato de éter” de d6leo laranja-castanho. A amostra foi
dissolvida em acetona-dé e o espectro de protdes NMR

gravado.
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Os espectros de NMR do 6leo castanho / alcatrdo e o
extrato de éter foram complexos. O espectro do 6leo em
particular, tinha picos amplos, mal definidos. O espectro
do extrato de éter foi dividido em 5 regides de
deslocamento quimico de forma que os sinais pudessem ser
integrados fornecendo uma idéia aproximada dos tipos e
abundédncias relativas dos grupos funcionais presentes que
poderiam ser obtidos (ver Tabela 11). Estas abundéncias
foram arredondadas para o numero inteiro mais préximo
(exceto para a primeira linha) e a possivel presencga de
sinais de solvente residual (éter, dlcool etilico,
isopropanol, acetona, Aagua) ignorada, assim como foram as
imprecisdes no processo de integracdo.

Tabela 1l1l: Analise de espectros de NMR

Ambiente quimico | Abundancia Escala de
possivel de protéo relativa deslocamento

aproximada de | quimico

proétons
ArOH ou RCHO 0,5 9 +
Aromaticas ou olefinas 7 9 -5
Adjacente ao oxigénio 4 5 -3
Metileno ou metila| 6 3 -1,2

aromética
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Metila 3 <1,2

Uma mistura complexa desta natureza ndo pode ser
representada por um pequeno numero de compostos. Para
prepdésitos conceituais, uma mistura equimolar dos dois
compostos abaixo pode produzir integracdes semelhantes para
as regides de deslocamento quimico na Tabela 11 acima (NB:
os protdes de ArOH / RCHO ndo foram considerados para essa
finalidade) .

Os deslocamentos quimicos dos protdes estimados sao

mostrados a azul

147 490 350 743

& S | )
6,18

7% 7,47

" (etoximetila)benzeno 193
' 2 3 - dimetilfurano

Também foil observado que ndo parecia que estivesse
presente qualquer pasta de madeira na emuls&o do produto
inferindo que toda a pasta foi convertida em &éleo e
produtos potencialmente gasosos.

Exemplo 7: Produgidao de 6leo biolégico a partir de
serradura de pinheiro radiata

(i) condigdes de reagao

Para melhorar a qualidade do produto de dleo

bioldégico, o efeito da variacdo do tempo de retencdo do
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reator e de varias condigdes de reacdo foi testado em

serradura de pinheiro radiata despojada de hemicelulose

o

(ver Exemplo 2 acima) em uma mistura de agua e 5 - 20% em
peso de etanol sob pressao.

Foram realizados ensaios sob diferentes condic¢des
mostrados na Tabela 12. A Tabela 12 lista a temperatura e a
pressdo alvo as quais as condicgdes de instalacdo piloto
foram mantidas o mais préximo possivel.

Tabela 12: variag¢des nas condigdes de reagao

Reator de | Pressdo Alvo | Temperatura C[oncentragao de
retengao (bar) Alvo (°C) sélidos da pasta
(minutos) (peso%)
15 120 - 240 280 - 350 4 - 30
5 120 - 240 280 - 350 4 - 30
30 120 - 240 280 - 350 4 - 30

Em qualquer caso, a serradura fol processada de modo a
gerar um produto liquido que contém duas fases:

1. Uma fase aquosa mais leve gque contém orgdnicos mais
leves dissolvidos que poderiam ser a extragcdo de modo a
produzir um 6leo leve mbvel.

2. Uma fase de 6leo negro mais pesada.

(ii) Analises do produto

Fase de 6leo negro

Amostras do &éleo mais pesado produzido a partir de
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retengdes de reator de 15 e 30 minutos foram analisadas
utilizando a cromatografia de permeacdo em gel (GPC) de
modo a fornecer uma indicagdo de uma distribuicdo do peso
molecular de varios compostos dentro do &éleo pesado. As
distribuig¢des tipicas medidas sdo mostradas na Figura 2.

Os resultados da GPC mostram que o aumento do tempo de
retencdo diminui a distribuicdo do ©peso molecular,
resultando em 6leo mais leve.

Uma amostra do 6leo mais pesado produzido a partir de
15 minutos de retencdo do reator foi seca e removida a agua
de ligagdo por destilagdo e entdo efetuada uma Ultima
anadlise, com a amostra seca. Os elementos testados e as
fracdes de peso medidas sdo apresentados na Tabela 13. Em
uma base seca, © pinheiro radiata é tipicamente 40% de
oxigénio em peso. A partir dos resultados se pode observar
que a amostra de 6leo pesado ndo pode ter mais do que 19%
de oxigénio, conforme determinado pela diferenca. Isto
representa uma reducdo de pelo menos 50% no teor de
oxigénio comparado com a matéria-prima, aumentando imenso a
energia do 6leo pesado em comparagdo com a matéria-prima
inicial.

Tabela 13: Ultima Analise da retengdo de 6leo mais

pesado de 30 minutos
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Elemento Fracdo de Peso
Carbono 74,71%

Hidrogénio 6,39%

Nitrogénio 0,00%

Enxofre 0,00%

Uma amostra do Oleo pesado produzido a partir de 30
minutos de retencdo do reator foi utilizada para a Andlise
termogravimétrica (TGA). A Anadlise termogravimétrica (TGA)
mede a perda de massa a partir de uma amostra durante o
aquecimento de um fluxo de nitrogénio seco. Conforme
indicado pelos resultados da Figura 3, o 6leo mais pesado
tem uma escala do ponto de ebulicdo muito ampla, e é
bastante volatil até cerca de 400 °C.

A GCMS ¢é uma técnica que pode ser utilizada para
identificar os compostos. Uma cromatografia gasosa (GC) é
utilizada de modo a separar os componentes individuais em
uma amostra e o resultado do GC é entdo introduzido em um
espectrémetro de massa (MS), que ioniza os compostos e mede
a massa para carregar as relacdes dos fragmentos. Os dados
sdo entdo comparados com uma biblioteca para fornecer uma
provavel identificag¢do dos compostos.

As Figuras 4 e 5 mostram os dados fornecidos pela
andlise da GCMS das fases aquosas e mais pesadas de &leo

dos produtos de retengdo de 30 minutos. Centenas de
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compostos estdo presentes, e os 10 maiores picos com base
na Aarea tém sido atribuidos a partir da biblioteca
espectral NIST. As atribuicgdes conferem wuma indicacéo
quanto a natureza dos 6leos que sdo largamente aromaticos
oxigenados. A Figura 4 mostra os resultados da andlise GCMS
da fase aquosa. A Figura 5 mostra os resultados da analise
GCMS da fase do 6leo mais pesado.

Incorporagao por referéncia

Esta aplicacdo reivindica ©prioridade ao pedido
provisério dos Estados Unidos numero 61/101,805 submetido a
01 de Outubro de 2008, cujo conteudo ¢é totalmente

incorporado neste documento para referéncia.
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REIVINDICAGOES

1. Método para produzir um 6leo biolégico a partir
da matéria lignocelulésica caracterizado pelo fato de o
método compreender as etapas de:

(a) diluicdo da hemicelulose a partir da matéria
lignocelulésica utilizando um solvente,

(b) remocdo da hemicelulose dissolvida a partir da
restante matéria sélida depois da etapa (a):;

(c) diluicdo da lignina e celulose a partir da matéria
sélida restante depois da etapa (a) utilizando um solvente
a uma temperatura de reacdo entre 180 °C e 350 °C e uma
pressdo de reagdo de 8 MPa e 26 Mpa,

em que a etapa de diluigdo (c¢), da lignina e da

celulose produz o 6leo biolégico.

2. Método, de acordo <com a reivindicacéo 1,
caracterizado pelo fato de a referida matéria
lignocelulésica compreender 10% - 35% de hemicelulose, 15%

- 45% de celulose e 2% - 35% de lignina.

3. Método, de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de o solvente da etapa (c) ser um
4lcool aquoso que compreende ndo mais do que dez Atomos de
carbono.

4. Método, de acordo com a reivindicacéo 3,

caracterizado pelo fato de o &lcool aquoso ser etanol ou
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metanol.
5. Método, de acordo com a reivindicagdo 3 ou com a

reivindicacdo 4, caracterizado pelo fato de o alcool aquoso

compreender 1% - 30% de alcool em peso.
6. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdées 1 a 5, caracterizado pelo fato de a etapa
(c) ser realizada a uma temperatura de reagdo entre 280 °C
e 350 °C.

7. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de a etapa
(c) ser realizada a uma pressdo de reagdo entre 12 MPa e 24
MPa.

8. Método, de acordo com as reivindicag¢des 1 a 7,
caracterizado pelo fato de a pasta compreende entre 2% e
45% de matéria sdélida em peso.

9. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacées 1 a 8, caracterizado pelo fato de a etapa
(c) ser efetuada durante entre 5 minutos e 30 minutos.

10. Método, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de a diluigdo
da hemicelulose na etapa (a) ser efetuada a uma temperatura
de reacdo entre 100 °C e 250 °C, e a uma pressdo de reagdo
entre 0,2 MPa e 5 MPa.

11. Método, de acordo com qualquer uma das
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reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de o
solvente da etapa (a) ser &gua.

12. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 11, caracterizado pelo fato de também
compreender o pré-tratamento da matéria lignocelulésica
antes da diluicdo da hemicelulose na etapa (a).

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 12,
caracterizado pelo fato de o pré-tratamento compreender a
produgdo de uma pasta que compreende uma mistura de um
solvente e de particulas derivadas a partir da matéria
lignocelulédsica.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 13,
caracterizado pelo fato de as referidas particulas terem um
tamanho entre cerca de 50 micrémetros e cerca de 500
micrémetros.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 13 ou com a
reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato de a pasta
compreender entre cerca de 5% e cerca de 20% de matéria

lignocelulésica.



1/4

LT
9T
St
&4
£C
TT
I'e

‘

i e R
: 91
ST
b

¢

€l
¢l

sl

e 11

1

igura

F



2/4

0,030

0,026 4- -

0,020 -

6,015 -

0,010 -

0,000
100 1000 10000

Figura 2

60

40

30 1

20 4

] 50 100 160 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Figura 3




3/4

p einbi4
‘01 06 08 o.w 09 0¢ (184

PN S

y

___._ﬁ_._rPrL___._.___rﬁx..

4 v

—

009" —em==t_

CZa0.|

1€L'1
EE11

06501

bev's
cay's

656°SZT°€




4/4

-

0'¢T

7~

G einbiy
c.wm

t

=

Y ~

i

]
e
4

YY",

_«m&r gﬁ _}é >,_3 y_._wf i,,._\éjﬁﬁi:wa v ,3:: T
o

==z

)/g,)?y)a?«‘ft«/‘ij ,_?n A .\) .
|
i

SURRR- -
) )
B g

i
|
! 5 _.u.
~ E : ¢
~ ~ 2
"~ M— u nm!’
A —— w
2 = ‘
3 @ W
['*] had
K=l
o
=
&
o
0
k=
=
s < <
: S§Te L68 ¢




	Bibliographic Data
	Description
	Claims
	Drawings

