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(57) Resumo: METODO PARA A PRODUGAO DE UM PRODUTO
DE FERMENTAGAO A PARTIR DE UM HIDROLISATO DE AGUCAR.
A presente invengédo refere-se a um método para produgédo de um
produto de fermentacdo de um hidrolisato de agucar. O método
compreende fermentagéo do hidrolisato de aglcar em um sistema de
fermenta¢do com levedura para produzir um caldo de fermentagao
compreendendo umproduto de fermentagéo; introdugéo de acido e um
oxidante, tal como diéxido de cloro, ao sistema de fermentagédo de
modo a expor contaminantes microbiais no sistema de fermentagéao
em um ou mais estagios a diaxido de cloro e um pH menor do que 3,0;
e recuperagdo do produto de fermentacdo. Em um exemplo da
invengdo, uma pasta fluida de levedura obtida de uma etapa de reciclo
de levedura é tratada com acido e o oxidante.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
PARA A PRODUGAO DE UM PRODUTO DE FERMENTAGAO A PARTIR
DE UM HIDROLISATO DE AGUCAR".

Campo da Invencao

A presente invencgao refere-se a um método para a produgéo de
um produto de fermentagdo. Mais especificamente, a presente invengao se
refere a um método para a produgédo de um produto de fermentacdo de um
hidrolisato de agucar.

Antecedentes da Invencao

Estoque de alimentagédo lignoceluldésico € um termo comumente
usado para descrever biomassa derivada de planta compreendendo celulo-
se, hemicelulose e lignina. Muita atengéo e esforgo tém sido aplicados nos
anos recentes para a produgéo de combustiveis e quimicos, principalmente
etanol, de estoques de alimentagéo lignocelulésicos, tais como despejos a-
gricolas e despejos de floresta, devido a seu baixo custo e ampla disponibili-
dade. Estes despejos agricolas e de floresta sao tipicamente queimados ou
enterrados; desse modo usando-se estes estoques de alimentagao lignoce-
lulésicos de produgéo de etanol oferece uma alternativa atrativa para dispo-
nibilidade. Ainda outra vantagem destes estoques de alimentagdo é que o
subproduto lignina, que permanece apés o processo de produgdo de celulo-
se, pode ser usado como um combustivel para energizar o processo ao in-
vés de combustiveis fosseis. Varios estudos tém concluido que, quando a
producéo total e ciclo de consumo é levado em conta, a producédo de etanol
dos estoques de alimentacao lignoceluldsicos gera gases de estufa perto de
zero.

A primeira etapa de processamento quimico para converséo de
estoque de alimentagdo lignocelulésico em etanol, ou outros produtos de
fermentacéo, envolve quebra do material lignocelulésico fibroso para liberar
mondémeros de agucar a partir do estoque de alimentagdo para conversio
em um produto de fermentagdo em uma etapa subseqiiente de fermentagao.

Existem varios métodos conhecidos para producédo de agucares

fermentaveis de estoques de alimentagdo lignocelulésicos, um dos quais
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envolve um pré-tratamento com acido ou alcali, seguido por hidrélise de ce-
lulose com enzimas celulase e B-glucosidase. A proposta do pré-tratamento
€ aumentar a area superficial da celulose e converter o estoque de alimenta-
cao fibroso em uma textura turva, com conversao limitada da celulose em
glicose. O pré-tratamento com acido tipicamente hidrolisa 0 componente de
hemicelulose do estoque de alimentagao para produzir xilose, glicose, galac-
tose, manose e arabinose e isto € pensado aperfeigcoar a acessibilidade da
celulose em enzimas celulase. As enzimas celulase hidrolisam celulose em
celobiose que € entao hidrolisada em glicose por B-glucosidase. A hidrélise
da celulose e hemicelulose pode ser alcangada com um tratamento quimico
de etapa simples em que o estoque de alimentagao lignocelulésico é contac-
tado com um acido forte ou alcali sob condi¢gdes suficientes para hidrolisar
ambos os componentes de celulose e hemicelulose do estoque de alimenta-
¢&0 em mondmeros de agucar.

Apbs produgdo de uma corrente compreendendo aglcar fermen-
tavel a partir do estoque de alimentagao lignocelulésico, uma separagao de
s6lidos pode ser conduzida para remover lignina, seguida por fermentagao
dos acucares em etanol ou outros produtos de fermentagédo. Se glicose é o
substrato predominante presente, a fermentacao é tipicamente efetuada com
uma levedura de sp. Saccharomyces spp. que converte este aclcar e outros
aglcares hexose presentes em etanol. Contudo, glicose pode também ser
fermentada a outros produtos comerciais incluindo acido lactico, sorbitol, a-
cido acético, acido citrico, acido ascorbico, propanodiol, butanodiol, xilitol,
acetona, e butanol. Esta conversao pode ser efetuada por uma variedade de
organismos, incluindo sp. Saccharomyces.

Os agucares pentose, xilose e arabinose, que ocorrem a partir do
componente hemicelulose do estoque de alimentagdo durante pré-
tratamento acidico, podem ser fermentados em etanol. Contudo, uma vasta
maioria de cepas Saccharomyces tipo selvagens ndo contém naturalmente
todos os genes requeridos para conversao destes agucares em etanol. Des-
se modo, eles devem ser introduzidos na levedura para permitir esta conver-

sao. Leveduras recombinantes que sao capazes de converter xilose em eta-
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nol sdao descritas, por exemplo, nas Patentes dos Estados Unidos Nos.
5.789.210 e 6.475.768 e EP 1 727 890.

Um problema com a fermentagao de aglcar em etanol ou outros
produtos de fermentagao é que bactéria pode se propagar rapidamente, vis-
to que as condi¢des étimas da fermentacao sdo também conducentes a seu
crescimento. Subprodutos indesejados que podem ser produzidos por con-
taminantes bacteriais durante fermentag¢édo incluem acido lactico, acetona,
acido propidnico e micotoxins. Acido lactico é um subproduto comum produ-
zido por bactérias tais como sp. Lactobacillus, sp. Pediococcus, sp. Leuco-
nostoc elou sp. Weissella (entre outras) durante fermentagbes de etanol. A
produgéo de tais subprodutos indesejaveis diminui a produgédo do produto de
fermentacdo desejado & medida que a bactéria compete com a levedura pa-
ra agucares fermentaveis e os converte em subprodutos indesejaveis ao in-
vés do produto de fermentagéo de interesse. Além disso, acidos orgénicos e
outros subprodutos podem ser inibitérios a levedura. Cada um destes fatores
pode contribuir para diminuir a eficiéncia da fermentacéao pelo aumento do
tempo requerido para efetuar a fermentagdo, aumentando a quantidade de
levedura requerida e/ou diminuindo os rendimentos finais para o produto de
fermentagao desejado a partir de aglcares fermentaveis.

A contaminagdo microbial & especiaimente problematica quando
a concentracao de levedura no fermentador € aumentada por reciclo de le-
vedura. O reciclo de levedura é empregado para aperfeigoar a eficiéncia de
processos de fermentacao que sdo submetidos a cinéticas de reagao lentas
relativas a glicose tais como aquelas envolvendo a conversdo de xilose em
etanol ou quando ela é benéfica para aumentar taxas de conversao volumé-
tricas. O aumento na taxa volumétrica de conversao de aglcar fermentavel
em etanol pode ser alcangado por separagédo continuamente da levedura a
partir do caldo de fermentacao coletado, tal como por centrifugacdo, e em
seguida recirculagao da levedura de volta para o fermentador. Por reintrodu-
céo da levedura no reator dessa maneira, a concentragdo de levedura no
fermentador é continuamente mantida em um alto nivel, sem desvio signifi-

cante de agucares para crescimento de célula e para fora do produto de fer-
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mentacao desejado. Contudo, como um resultado de recirculagéo repetida
de levedura, microbios indesejados, tais como bactérias, sdo também reci-
clados junto com a levedura. Como as bactérias tendem a se dividirem mais
rapidamente do que a levedura, isto pode conduzir a niveis significantes de
contaminagao microbial.

de Oliva-Neto e Yokoya (Brazilian Journal of Microbiology, 2001,
3:10-14) examinaram o efeito de uma variedade de compostos antimicrobiais
na viabilidade de Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus e Leuconostoc
nas fermentagdes efetuadas em suco de cana para produzir etanol. Isto in-
clui quimicos formulados, tais como zinco manganés etilenebis (ditiocarba-
mato), metilditiocarbamato, 3-metil-4-clorofenol, 2-benzil-4-clorofenol e o-
fenilfenol, 2-cloroacetamida e outros, que sdo comumente recomendados
para uso em controle microbial em fabricas de agucar e alcool. Os antibiéti-
cos testados incluem penicillum, clindamycin e cephamandole. Os resultados
mostraram que biocidas atuais usados nas fermentagdes alcodlicas de com-
bustivel industriais reduzem a viabilidade da levedura, enquanto os antibioti-
cos foram eficazes na redugao de crescimento bacterial, sem afetar a viabili-
dade da levedura.

Contudo, o uso de antibiéticos nas aplicagdes de etanol combus-
tivel tem suas limitagdes visto que contaminantes microbiais sdo conhecidos
para desenvolver resisténcia a antibidtico (Lushia e Heist, 2005, Ethanol
Producer Magazine, Antibiotic-Resistant Bacteria in Fuel Etanol Fermentati-
ons). Além disso, antibiéticos podem ser conduzidos através de grao de des-
tiladores seco, que € um subproduto de plantas de etanol comerciais usadas
em alimentagdes de animal, e este subproduto valioso ndao pode ser vendido
se antibiéticos sdo usados na planta.

O controle bacterial na fermentagao alcodlica de combustivel in-
dustrial pode também ser efetuado por lavagem com acido sulfurico de sus-
pensées de célula de levedura. O etanol combustivel comercial no Brasil é
produzido por fermentacao alimentada por batelada ou continua de cana-de-
agucar por Saccharomyces cerevisiae e emprega reciclo de célula de leve-

dura (de Oliva-Neto e Yokoya, supra). O objetivo do tratamento com acido &
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destruir micro-organismos de contaminagao que ndo podem suportar baixas
condigdes de pH, sem uma redugao substancial na viabilidade da levedura
ou capacidade fermentativa.

US2009/0117633 descreve um processo para produgao de etanol
de milho em que uma sacarificagdo combinada e fermentacédo séo conduzi-
das em valores de pH tais como 3,5 a 4,0. As enzimas usadas na sacarifica-
¢ao sao amilases que sao adaptadas para hidrolise de amido sob estes valo-
res de pH relativamente baixos. A sacarificagao/fermentagao de baixo pH é
conduzida com a viséo de reduzir contaminantes bacteriais tais como bacté-
rias de acido lactico e acido acético. As bactérias contaminantes de acido
lactico e acido acético crescem melhor a pH 5,0 e acima. Desse modo, na
faixa de pH de 3,0 a 4,5, é acreditado que fermentagao de etano! predomina-
ra porque a levedura crescera melhor do que as bactérias de contaminagéo.

O uso de oxidantes para controlar contaminagéo microbial em
fermentagbes de etanol é também conhecido. Por exemplo, Chang et al.
(Appl. Environ. Microbiol., 1997, 63: 1-6) descreve o uso de sulfito e peroxido
de hidrogénio para controlar contaminagao bacterial na fermentacao de ex-
trato de malte em etanol com reciclo de levedura.

Diéxido de cloro € um oxidante que é conhecido para ter um efei-
to bacteriocida e tem sido usado como um desinfetante de agua de beber e
na industria de alimentagéo e de bebida. Existem varios métodos conhecidos
para produgao de diéxido de cloro, (vide Alternative Disinfectants and Oxi-
dants Guidance Manual, United States Environmental Protection Agency,
Apﬁl 1999, Chapter 4. Didxido de cloro, que é incorporado aqui por referén-
cia), um dos quais envolve reagir clorito de sédio com acido de acordo com a
seguinte reacgao:

5NaClO, + 4H" < 4ClO, + 4Na* + Na*Cl" + 2H,0.

Clorito de sédio é freqlientemente referido como "didxido de cloro
estabilizado" ou "SCD".

O uso de diéxido de cloro em fermentagbes de etanol € conheci-
do conforme colocado em WO 2007/097874, WO 2009/026706, WO
2007/149450 e Johnson e Kunz (The New Brewer, 1998, Coming Clean - A
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New Method of Washing Yeast Using Chloro Dioxide Vol. 15 #5-P56). WO
2007/097874 descreve um processo no qual diéxido de cloro é adicionado a
um tanque de fermentagao, a um carboidrato fermentavel adicionado a um
tanque de fermentacéo, ou a um sistema de propagag¢ao ou condicionamen-
to usado para preparar o inoculum para uma fermentagao. WO 2009/026706
descreve o uso de didxido de cloro para reduzir contaminagao bacterial em
um processo de fermentagdo empregando reciclo de levedura e utilizando
acUcares de estoques de alimentagao lignocelulésicos. O diéxido de cloro foi
usado para tratar uma pasta fluida de levedura separada a partir da fermen-
tacao antes de sua reintrodugao ao fermentador. WO 2007/149450 descreve
um meétodo para prevenir o crescimento de contaminantes bacteriais em
fermentagbes de levedura para produzir etanol através da adicao de didxido
de cloro estabilizado. O di6éxido de cloro estabilizado foi adicionado antes de
qualquer propagacéao significante de bactérias no sistema, tal como para o
inoculante ou para agtcares fermentaveis antes de sua introdugéo ao siste-
ma de fermentagdo. Conforme o pH da solugao é abaixado devido a geragéo
de acidos orgéanicos produzidos por contaminantes bacteriais, didxido de
cloro ativado é gerado in situ a partir do diéxido de cloro estabilizado e cres-
cimento adicional de bactérias foi prevenido. Johnson and Kunz (The New
Brewer, 1998, Coming Clean - A New Method of Washing Yeast Using Chlo-
ro Dioxide Vol. 15 #5-P56) descreve o uso de diéxido de cloro para lavar le-
vedura durante a preparagao de cerveja como uma alternativa a lavagem de
acido.

Os efeitos de concentragdao de CIO; na morte de célula bacterial
e viabilidade de levedura e capacidade fermentativa tém sido examinados
em fermentacgdes de etanol (vide WO 2009/026706 copendente e da mesma
requerente), mas menos informagéao € disponivel com relagéo ao efeito de
outras variaveis na eficiéncia do diéxido de cloro, tal como pH. Contudo, o
impacto de pH na eficiéncia de diéxido de cloro em outras aplica¢des indus-
triais tem sido estudado. Na industria de bebida, tem sido reportado que di6-
xido de cloro tem uma eficiéncia constante em um nivel de pH entre 4 e 10,

com a taxa de esterilizagdo sendo maior do que em pH alto. ("Chloro Dioxide
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in the Beverage Industry”, Petplanet Insider, September 2005, 6:46-47). Es-
tagios de alvejamento de diéxido de cloro em aplicagdes de alvejamento de
polpa sao conduzidos em valores de pH acidicos, embora exista ainda al-
guma controvérsia sobre o pH 6timo (Reeve, 1996, Section IV: The Techno-
logy of Chemical Pulp Bleaching, Chapter 3: Chloro Dioxide in Delignification
In Pulp Bleaching, Principles e Practice, Ed. by Dence e Reeve, Tappi
Press). Foegeding et al. (1986, Journal of Food Science, 51(1):197-201) ava-
liou inativagcéo de diéxido de cloro de esporos de Bacillus e Clostridium em
agua tamponada em valores de pH de 4,5, 6,5 e 8,5 com acido fosférico e foi
verificado que esporos de C. perfuringens foram inativado mais em pH 8,5
do que em 6,5.

Sumario da Invengao

A presente inveng¢éo proporciona um método para producéo de
um produto de fermentagéo. Mais especificamente, a presente invencéo se
refere a um método para a produgdo de um produto de fermentacdo de um
hidrolisato de agucar.

E um objetivo da invencg&o proporcionar um método aperfeicoado
para a produgdo de um produto de fermentagédo de um hidrolisato de agucar.

De acordo com um primeiro aspecto da invengao, é provido um
método (A) para producdo de um produto de fermentacio de um hidrolisato
de acgucar compreendendo: (i) fermentagao do hidrolisato de aglicar em um
sistema de fermentagéo para produzir um caldo de fermentagido compreen-
dendo um produto de fermentagao; (ii) introdugao de acido e um oxidante,
incluindo, mas nao limitado a, didxido de cloro, ao referido sistema de fer-
mentacdao de modo a expor quaisquer contaminantes microbiais no referido
sistema de fermentagdo em um ou mais estagios a diéxido de cloro a um pH
de menos do que 3,0; e (i) recuperagao do produto de fermentagao.

De acordo com um segundo aspecto da invengédo, é provido um
método (B) para obtengao de um produto de fermentagdo de um hidrolisato
de aglcar compreendendo: (i) remogéao de sélidos de fibra suspensos a par-
tir do hidrolisato de aglcar para obter uma solugdo de agucar clareada; (ii)

fermentagéo do acgucar na solugédo de agtcar clareada em uma reagao de
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fermentagéo usando levedura para produzir um caldo de fermentacdo com-
preendendo o produto de fermentagao; (iii) separagao da levedura a partir do
caldo de fermentagao para produzir uma pasta fluida de levedura e um pro-
duto de fermentagéo, (iv) introdugéo de acido e didxido de cloro & pasta flui-
da de levedura de modo a expor quaisquer contaminantes microbiais e leve-
dura na referida pasta fluida de levedura a didxido de cloro a um pH de me-
nos do que 3,0; (v) reintrodugéo de pelo menos uma porgédo da pasta fluida
de levedura tratada com diéxido de cloro de volta para a etapa de fermenta-
¢ao, etapa (ii), para manter a concentracdo de levedura na reagéo de fer-
mentacao; e (vi) recuperacao do produto de fermentagao.

Em concretizagdes de qualquer dos aspectos precedentes da in-
vengao, o hidrolisato de agucar compreende pelo menos xilose ou glicose.
Em outra concretizagéo, o hidrolisato de agticar compreende ambas xilose e
glicose. O hidrolisato de aglcar pode ser obtido de um estoque de alimenta-
¢ao lignoceluldsico. Este pode envolver uma etapa de pré-tratamento do es-
toque de alimentagao lignocelulésico com acido ou alcali.

De acordo com outra concretizagdo de qualquer aspecto da in-
vengao, o acido e oxidante sao introduzidos ao referido sistema de fermen-
tacdo de modo a expor continuamente quaisquer contaminantes microbiais
no referido sistema de fermentagdo em um ou mais estagios para o oxidante
a um pH de menos do que 3,0.

Sem estar limitado, o produto produzido pela fermentagédo pode
ser ou etanol ou xilitol. Se etanol € o produto de fermentacao, ele pode ser
produzido por uma sp. Saccharomyces que converte glicose e xilose em e-
tanol. Se xilitol & o produto de fermentagao, ele pode ser produzido por uma
sp. Candida que converte xilose em xilitol.

De acordo com concretizagdes de qualquer aspecto da invencao,
na etapa de introdugéo, o diéxido de cloro estda a uma concentragdo de entre
cerca de 0,5 e cerca de 1500 ppm. Em um exemplo da invengao, o didxido
de Cloro estda a uma concentragcdo de entre cerca de 100 e cerca de 500
ppm. Preferivelmente, contaminantes microbiais e levedura sdo expostos a

dioéxido de cloro a um pH de mais do que cerca de 1,0, mas menos do que
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2,5. Em um exemplo da invengéo, o acido é adicionado antes ao dioxido de
cloro.

Quando reciclo de levedura é empregado de acordo com o se-
gundo aspecto da invengéo, a solugdo de aglcar clareada resultante da eta-
pa de remocéao de sélidos de fibra pode compreender aglcar selecionado a
partir do grupo consistindo em glicose, xilose, galactose, manose, arabinose,
fucose e fructose. Em concretizagdes adicionais deste aspecto da invencéo,
a etapa de fermentagao pode ser conduzida em uma de uma série de reato-
res de fermentagéao, e a pasta fluida de levedura tratada com diéxido de clo-
ro € entao reintroduzida de volta para 0 mesmo ou um reator de fermentagéo
diferente na série. Preferivelmente, quando a pasta fluida de levedura é tra-
tada com acido e didxido de cloro, a temperatura da pasta fluida de levedura
é entre cerca de 4°C e cerca de 37°C.

A concentragédo de contaminantes microbiais na pasta fluida de
levedura pode ser reduzida a pelo menos 100 vezes mais baixa do que da
levedura. Em outra concretizagdo, a concentragdo de contaminantes micro-
biais na pasta fluida de levedura é reduzida para abaixo de cerca de 10°
CFU/mL.

Em ainda uma outra concretizagéo, a concentragéo de células de
levedura na pasta fluida de levedura é de cerca de 10 g/L a cerca de 300
g/L, ou de cerca de 20 g/L a cerca de 200 g/L (peso de célula seca).

A presente invengao supera dificuldades na técnica anterior em
conjunto com a conversao eficiente de estoque de alimentagdo em etanol ou
outros produtos de fermentagao devido a presenga de contaminantes micro-
biais. Em particular, a invengéo é baseada na descoberta que o efeito com-
binado de um oxidante e baixo pH pode resultar em aperfeicoamentos signi-
ficantes na redugdo de contaminantes microbiais em sistemas de fermenta-
géo. Vantajosamente, o processo da presente invengdo ndo resulta em
qualquer redugéo substancial na viabilidade ou capacidade fermentativa da
levedura. Portanto, o rendimento do produto de fermentagdo desejado e a
pureza do produto resultante da fermentagdo podem ser significantemente

aperfeicoados comparado a sistemas convencionais. Além disso, devido a
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eficiéncia aperfeicoada em pH mais baixo, niveis mais baixos de um oxidan-
te podem ser requeridos relativos a processos néo operados em valores de
pH abaixo de 3,0. Vantajosamente, isto pode reduzir a demanda quimica e,
desse modo, o custo do processo.

Breve Descricdo dos Desenhos

Estas e outras caracteristicas da invengao tornar-se-ad0 mais apa-
rentes a partir da seguinte descricdo em que referéncia é feita aos desenhos
em anexo, em que:

FIGURA 1 mostra um diagrama de fluxo de processo ilustrando reciclo de
levedura durante fermentagdo com adigdo de acido seguido por diéxido de
cloro a uma pasta fluida de levedura (também referida aqui como "creme de
levedura") obtida apds separagdo da levedura a partir do fermentador de
acordo com uma concretizagdo da invengao.

FIGURA 2 é um grafico de barras mostrando contagens bacteriais (CFU/mL.)
de um creme de levedura contaminado apos tratamento com uma dose de
massa de 0, 200 e 500 ppm de di6éxido de cloro ou em pH 5 (barras cheias),
ou precedido por titulagao com acido sulfurico para pH 2 (barras abertas).
FIGURA 3 é um gréfico de barras mostrando contagens bacteriais (CFU/mL)
de um creme de levedura contaminado apés tratamento com nenhum acido
ou diéxido de cloro (controle), titulagdo a pH 2 com acido mineral com ne-
nhum tratamento de diéxido de cloro (controle de pH) e titulagdo a pH 2, se-
guido por tratamento com uma dose de massa de 50, 100, 150 e 200 ppm
de diéxido de cloro.

FIGURA 4 é um grafico de barras mostrando contagens de célula de levedu-
ra (CFU/mL) de um creme de levedura contaminado apés tratamento com 0,
200 e 500 ppm de diéxido de cloro ou em pH 5 (barras cheias), ou precedido
por titulagdo com acido sulfurico a pH 2 (barras abertas).

FIGURA 5 é um grafico de barras mostrando rendimentos de fermentagéo a
etanol de glicose e xilose e taxas de entrada de xilose. A fermentagao de
hidrolisato lignocelulésico foi realizada com creme de levedura contaminado
apés tratamento com 0, 200 e 500 ppm de diéxido de cloro precedido por

titulagdo com acido sulfurico a pH 2.
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FIGURA 6 € um grafico de barras mostrando contagens bacteriais (CFU/mL)
de um creme de levedura obtido de uma fermentag¢éao industrial antes e apés
titulagao com acido a um pH de 2,0 e antes e ap6s tratamento combinado de
diéxido de cloro e acido para alcangar um pH de 2,0. Barras cheias e barras
abertas indicam contagens bacteriais antes de tratamento e apés tratamen-

to, respectivamente.

Descri¢ao Detalhada
A presente invengao se refere a um método para a produgao de
um produto de fermentagéo de um estoque de alimentagao lignoceluldsico.

A seguinte descricdo € de uma concretizagdo por meio de exem-
plo somente e sem limitagado a combinacdo de caracteristicas necessarias
para efetuar a invengao em efeito.

O hidrolisato de agucar para o processo pode ser derivado de
agucar e grupos de amido incluindo, mas nao limitado a, trigo, milho, beter-
rabas de agulcar e cana-de-aglicar. Métodos para produgao de hidrolisato de
agucares contendo agucar fermentavel de tais estoques de alimentagéo séo
bem-conhecidos.

O estoque de alimentagéo para o processo da presente invengao
pode também ser um material lignocelulésico, que inclui qualquer tipo de
biomassa de planta tais como, mas néo limitado a, biomassa de planta néo-
lenhosa, grupos cultivados tais como, mas nao limitado a, gramas, por e-
xemplo, mas nao limitadas a, gramas C4, tais como "switch grass", grama de
corda, grama de centeio, "miscanthus", grama de junco, ou uma combinagéo
das mesmas, residuos de processamento de aglcar, por exemplo, mas nao
limitado a, bagaco, tal como bagago de cana-de-agucar, polpa de beterraba,
ou uma combinagdo dos mesmos, residuos agricolas, por exemplo, mas nao
limitado a, forragem de feijao-soja, forragem de milho, palha de arroz, cas-
cas de arroz, palha de cevada, palha de cana-de-aglcar, espigas de milho,
palha de trigo, palha de canola, palha de aveia, cascas de aveia, fibra de
milho, ou uma combinagdo dos mesmos, biomassa de floresta, por exemplo,
mas nao limitados a, fibra de polpa de madeira reciclada, serragem, madeira

dura, por exemplo, madeira de alamo tremedor, ou uma combinag¢ao dos
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mesmos. Além disso, o estoque de alimentagéo lignocelulésico pode com-
preender material de despejo celulésico ou materiais de despejo de floresta
tais como, mas nao limitados a, papel de impresséo para jornal, papeléao e
similares. O estoque de alimentagéo lignocelulésico pode compreender uma
espécie de fibra ou, alternativamente, o estoque de alimentacgao lignocelulé-
sico pode compreender uma mistura de fibras que se originam de estoques
de alimentacao lignocelulésicos diferentes.

Os estoque de alimentagao lignocelulésicos compreendem em
uma celulose em uma quantidade maior do que cerca de 20%, mais preferi-
velmente maior do que cerca de 30%, mais preferivelmente maior do que
cerca de 40% (w/w). Por exemplo, o material lignocelulésico pode compre-
ender de cerca de 20% a cerca de 50% (p/p) de celulose, ou qualquer quan-
tidade entre esta. O estoque de alimentagdo lignocelulésico também com-
preende lignina em uma quantidade maior do que cerca de 10%, mais tipi-
camente em uma quantidade maior do que cerca de 15% (w/w). O estoque
de alimentagéo lignocelulésico pode também compreender quantidades pe-
quenas de sacarose, fructose e amido. Adicionalmente, o estoque de alimen-
tacdo pode conter pectina.

A presente invengao pode ser praticada com um material de es-
toque de alimentacao lignocelulésico que tenha sido pré-tratado. Métodos de
pré-tratamento sao pretendidos para distribuir uma combinacgéo suficiente de
a¢ao mecanica e quimica de modo a romper a estrutura de fibra e aumentar
a area superficial de estoque de alimentagdo para torna-la accessivel a en-
zimas hidroliticas tais como celulases. A agdo mecanica tipicamente inclui o
uso de pressdao, moagem, trituracdo, agitacdo, rasgamento, compres-
sao/expanséo e agcao mecanica inclui o uso de calor (frequentemente vapor),
acido ou alcali, e solventes.

O pré-tratamento é preferivelmente um tratamento quimico en-
volvendo a adigao de acido ou alcali. Isto inclui qualquer acido ou alcali que
€ adequado para rompimento da estrutura de fibra do estoque de alimenta-
¢éo lignocelulésico e aumentando a acessibilidade do estoque de alimenta-

cao lignoceluldsico a ser hidrolisado em uma subsequente hidrélise enzima-
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tica. Exemplos nao-limitativos de acido e alcali adequados para tal proposta
incluem acido sulfurico, acido nitrico, acido cloridrico, acido sulfuroso, acido
fosforico, aménia, hidréoxido de aménia, hidréxido de sédio, hidroxido de po-
tassio, cal e hidroxido de magnésio.

Pre-tratamento com acido hidrolisa a hemicelulose, ou uma por-
¢ao da mesma, que esta presente no estoque de alimentagao lignocelulésico
para os agucares monoméricos incluindo, mas nao limitados a, xilose, arabi-
nose, manose, e/ou galactose, e acidos organicos, tais como acido acético,
acido galacturénico e acido glucordnico. Sacarose, fructose e amido podem
também estarem presentes no hidrolisato de agucar. Preferivelmente, o pré-
tratamento com acido é realizado de modo que hidrélise quase completa da
hemicelulose e uma quantidade pequena de conversao de celulose a glicose
ocorre. A celulose é hidrolisada & glicose em uma etapa subsequente que
usa enzimas celulase. Tipicamente um &cido diluto, a uma concentracdo de
cerca de 0,02% (p/v) a cerca de 2% (p/v), ou qualquer quantidade entre esta,
(medida como o peso por cento de acido puro no peso total de estoque de
alimentacéo seco mais solugédo aquosa) é usada para o pré-tratamento. Pre-
ferivelmente, o pré-tratamento com acido é efetuado a uma temperatura de
cerca de 180°C a cerca de 250°C, ou qualquer temperatura entre estas, por
um tempo de cerca de 60 segundos a cerca de 600 segundos, ou qualquer
tempo entre estes, a um pH de cerca de 0,8 a cerca de 2.0, ou qualquer pH
entre estes.

Um método de realizar pré-tratamento com acido do estoque de
alimentagao & explosao por vapor, usando as condi¢ées de processo descri-
tas na Patente U.S. No. 4.461.648 (que é incorporada aqui por referéncia).
Outro método de pré-tratamento da pasta fluida de estoque de alimentacgéo
envolve pré-tratamento continuo, significando que o estoque de alimentagéo
lignocelulésico € bombeado através de um reator continuamente. Pré-
tratamento com acido continuo é familiar aqueles técnicos no assunto, vide,
por exemplo, Patente U.S. 5.536.325, WO 2006/128304 e Patente U.S. No.
4.237.226 (que sao incorporadas aqui por referéncia). Outras técnicas que

sao conhecidas na técnica e que podem ser usadas conforme requerido,
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incluem, mas nao sao limitadas a, aquelas descritas na Patente U.S. No.
4.556.430 (Converse et al.; que é incorporada aqui por referéncia).

Apés pre-tratamento, o estoque de alimentagao lignocelulésico
pode ser separado para obter uma corrente de sélidos compreendendo o
estoque de alimentacéo pré-tratado e uma corrente aquosa compreendendo
componentes soluveis. Isto pode ser efetuado por lavagem do estoque de
alimentagédo pré-tratado com uma solugdo aquosa para produzir a corrente
de lavagem, e uma corrente de soélidos compreendendo o estoque de ali-
mentagao pre-tratado. Alternativamente, o estoque de alimentacdo pré-
tratado € submetido a uma separagdo de sélidos-liquido, usando métodos
conhecidos tais como centrifugagéo, microfiltragao, filtracdo de estrutura e
de placa, filtragdo de fluxo cruzado, filtragao por pressao, filtragdo a vacuo, e
similares. Quando um pré-tratamento acidico € empregado, a fase aquosa
compreende agucares produzidos pela hidrélise de hemicelulose, bem como
o acido adicionado durante o pré-tratamento e quaisquer acidos organicos
liberados durante o pré-tratamento. Esta corrente pode ser subseqtiente-
mente processada para remover o acido mineral e acido orgéanico, e, em se-
guida, opcionalmente alimentado de volta para a corrente de sélidos com-
preendendo o estoque de alimentagéo pré-tratado. A corrente aquosa obtida
a partir do estoque de alimentagédo pré-tratado acido pode também ser sub-
metida a fermentagao para fermentar os aglcares. Por exemplo, xilose pre-
sente nesta corrente pode ser fermentada em alcodis, incluindo etanol e bu-
tanol; acidos de agucar incluindo acido xilénico e acido arabdnico; alcodis de
agucar incluindo xilitol, arbitol, eritritol, galactitol e manitol; acidos orgénicos
incluindo acido citrico, acido malico, acido succinico, acido pirdvico, acido
aceético, acido itaconico e acido lactico; cetonas incluindo acetona; e aminoa-
cidos, incluindo acido glutamico.

O estoque de alimentagao lignocelulésico pré-tratado é tipica-
mente fluidificado em uma solugdo aquosa tal como agua de processo, agua
fresca, condensado de vapor ou correntes de reciclo de processo. A concen-
tracao de estoque de alimentacgéao lignocelulésico pré-tratado na pasta fluida

depende do tamanho de particula, retengdo de agua, capacidade de bomba
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e outras propriedades do estoque de alimentagéo. Tipicamente, a concen-
tracao é entre cerca de 3% e 30% (p/p), ou qualquer quantidade entre estas
de sdlidos de fibra (também conhecidos como sélidos suspensos ou nao-
dissolvidos), ou entre cerca de 10% e cerca de 20% (p/p) de sélidos de fibra,
ou qualquer quantidade entre estas. A concentragao de sélidos de fibra pode
ser mais alta se desidratagéo da pasta fluida de estoque de alimentagéo é
efetuada antes do pré-tratamento, por exemplo, conforme colocado em
PCT/CA2009/001191 (incorporado aqui por referéncia). A pasta fluida aquo-
sa preferivelmente tem concentragdo de solidos que a capacita a ser bom-
beada. Conforme é bem-conhecido na técnica, a concentragdo de sélidos
suspensos ou nao-dissolvidos pode ser determinada por filtragdo de uma
amostra da pasta fluida usando papel de filtro de microfibra de vidro, lava-
gem da massa de filtro com agua, e secagem da massa durante a noite a
105°C. E preferido que os sélidos de fibra compreendam pelo menos cerca
de 20% a cerca de 70% de celulose em peso, ou qualquer peso por cento
entre estes. Por exemplo, os sélidos de fibra podem compreender 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% ou 70% em peso de celu-
lose.

O pH do estoque de alimentagéo pré-tratado é tipicamente ajus-
tado de modo que ele esteja dentro de uma faixa que é étima para as enzi-
mas celulase usadas. Geralmente, o pH do estoque de alimentacéo pré-
tratado € ajustado para estar dentro de uma faixa de cerca de 3,0 a cerca de
7,0, ou qualquer pH entre estes. Por exemplo, o pH pode estar dentro de
uma faixa de cerca de 4,0 a cerca de 6,0, ou qualquer pH entre estes, entre
cerca de 4,5 e cerca de 5,5, ou qualquer pH entre estes, ou cerca de 3,0,
3,2,34,36,38,40,42,44,46,48,50, 52, 54,56, 58, 6,0, 6,2, 64,
6,6, 6,8, 7,0, ou qualquer pH entre estes.

A temperatura do estoque de alimentagao pré-tratado € ajustada
de modo que ela esteja dentro da faixa 6tima para a atividade das enzimas
celulase. Geralmente, uma temperatura de cerca de 45°C a cerca de 55°C,
ou qualquer temperatura entre estas, é adequada para muitas enzimas celu-

lase, por exemplo, uma temperatura de 45, 46, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
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55°C, ou qualquer temperatura entre estas.

As enzimas celulase e a enzima B-glucosidase sao adicionadas
ao estoque de alimentagao pré-tratado, antes, durante, ou apés o ajuste da
temperatura e do pH da pasta fluida aquosa apos pré-tratamento. Preferi-
velmente, as enzimas celulase e a enzima B-glucosidase sao adicionadas ao
estoque de alimentagao lignoceluldsico pré-tratado apés o ajuste da tempe-
ratura e do pH da pasta fluida.

Pelo termo "enzimas celulase" ou "cellulases," é significativo uma
mistura de enzimas que hidrolisam celulose. A mistura pode incluir celobio-
hidrolases (CBH), endoglucanases (EG) e B-glucosidase. Em um exemplo
nao-limitativo, uma mistura de celulase pode incluir enzimas de CBH, EG e
B-glucosidase. A enzima de CBH principalmente hidrolisa cadeias de polime-
ro de celulose de suas extremidades para liberar celobiose, e a enzima EG
principalmente hidrolisa polimero de celulose no meio da cadeia. Se o esto-
que de alimentagao pré-tratado compreende xilano, é especialmente vanta-
joso se a hidrdlise de enzima é também efetuada na presenca de uma ou
mais enzimas xilanase. Exemplos de enzimas xilanase que podem ser usa-
das para esta proposta incluem xilanase 1, 2 (Xyn1 e Xyn2) e B-xilosidase,
que estao tipicamente presentes em misturas de celulase.

A conversao de celobiose em glicose é efetuada pela enzima B-
glucosidase. Pelo termo "B-glucosidase", é significativo qualquer enzima que
hidrolisa o dimero de glicose, celobiose, em glicose. A atividade da enzima
B-glucosidase é definida por sua atividade pela Enzyme Commission como
EC 3.2.1.21.

O processo da presente invengdo pode ser efetuado com qual-
quer tipo de enzimas celulase adequadas para hidrolise a glicose, indiferente
de sua fonte. Exemplos nao-limitativos de celulases que podem ser usadas
na pratica da invengao incluem aquelas obtidas de fungos do género Asper-
gillus, Humicola, Chrysosporium, Myceliopthora, Penicillium, Neurospora e
Trichoderma, e de bactérias do género Bacillus e Thermobifida.

A dosagem da enzima celulase é escolhida para converter a celu-

lose do estoque de alimentagéo pré-tratado em glicose. Por exemplo, uma
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dosagem de celulase apropriada pode ser cerca de 0,1 a cerca de 40,0 Uni-
dades de Filtro de Papel (FPU ou IU) por grama de celulose, ou qualquer
quantidade entre estas, por exemplo, 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0,
12,0, 14,0, 16,0, 18,0, 20,0, 22,0, 24,0, 26,0, 28,0, 30,0, 32,0, 34,0, 36,0,
38,0, 40,0 FPU (ou IU) por grama de celulose, ou qualquer quantidade entre
estas.

A hidrélise enzimatica com enzimas celulase produz uma solugéo
compreendendo glicose, celulose nao-convertida, e lignina. Outros compo-
nentes que podem estar presentes na pasta fluida de hidrolisato incluem xi-
lose, arabinose, manose e galactose, acido acético, acido glucurénico, e aci-
do galacturdnico, bem como silica, sais insollveis e outros compostos.

Embora a produgdo de um hidrolisato de agucar por pré-
tratamento, seguido por hidrélise de celulose do estoque de alimentacao pré-
tratado com enzimas celulase seja descrita, deve ser compreendido que a
corrente de aglcar aquosa pode ocorrer de um tratamento com acido ou al-
cali para efetuar uma hidrélise completa da hemicelulose e componentes de
celulose do estoque de alimentagdo a seus respectivos constituintes mono-
méricos. A hidrélise pode ser efetuada em dois estagios (vide Patente U.S.
No. 5.536.325, que é incorporada aqui por referéncia), ou pode ser realizada
em um estagio simples.

De acordo com a invengdo, um hidrolisato de agticar é fermenta-
do por uma ou mais do que uma levedura para produzir um caldo de fermen-
tagcdo compreendendo o produto de fermentagdo. O hidrolisato de agtcar
pode ocorrer de varios estagios no processamento do estoque de alimenta-
¢ao. Conforme descrito anteriormente, um hidrolisato de hemicelulose sepa-
rado de uma corrente de sélidos compreendendo o estoque de alimentagao
pré-tratado pode ser enviado para fermentacdo. Este hidrolisato de agucar
tipicamente compreendera xilose, glicose, arabinose, manose e galactose.
Ap6s separacéo do hidrosilato de hemicelulose a partir dos sélidos, a celulo-
se no estoque de alimentagao pré-tratado pode ser submetida a hidrélise
enzimatica para produzir glicose e a corrente de glicose resultante pode, em

seguida, ser enviada para fermentacéo. Alternativamente, uma corrente de
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estoque de alimentagdo pré-tratado compreendendo celulose, bem como
aguicares monomeéricos resultantes de hidrélise de hemicelulose é submetido
a hidrélise enzimatica com enzimas celulase. Isto produz um hidrolisato de
agucar compreendendo aglcares liberados de hemicelulose durante pré-
tratamento, bem como glicose resultante da hidrolise enzimatica de celulose.
Em uma concretizagdo adicional, um hidrolisato de hemicelulose é separado
do estoque de alimentagéo pré-tratado e, em seguida, é adicionado a corren-
te compreendendo glicose obtida a partir da hidrélise enzimatica de celulose,
produzindo, desse modo, uma corrente compreendendo ambos glicose e
agucares monomeéricos derivados de hemicelulose, que, por sua vez, é envi-
ado para fermentag&o. Em ainda uma outra concretizagio da invengao, o
hidrolisato de agticar enviado para fermentagao é obtido por uma hidrélise
completa de acido ou alcali em que ambos a celulose e componentes de
hemicelulose do estoque de alimentagdo séo hidrolisados a seus constituin-
tes monomeéricos.

Em uma concretizagéo preferida, o hidrolisato de agtcar enviado
para fermentacdo é substancialmente livre de sélidos nao-dissolvidos, ‘tais
como lignina e outros componentes nao-hidrolisados. Isto é particularmente
vantajoso em concretizagdes da invengcdo empregando uma etapa subse-
quente de separacgéo e reciclando a levedura do caldo de fermentagéo, visto
que € desejavel evitar qualquer reciclo significante de soélidos nao-
dissolvidos junto com a levedura. A separagéo pode ser efetuada por técni-
cas conhecidas, incluindo centrifugagado, microfiltracao, filtragao de placa de
estrutura, filtragao de fluxo cruzado, filtragao por pressao, filtragéo a vacuo, e
similares.

Qualquer um de um numero de leveduras conhecidas pode ser
usado para converter agucar no hidrolisato de agticar em etanol ou outros
produtos de fermentag&o. Isto inclui, mas n&o é limitado a, levedura do géne-
ro Saccharomyces, Hansenula, Pichia, Kluyveromyces e Candida. Adicio-
nalmente, leveduras comercialmente disponiveis pode ser usada, incluindo,
mas nao limitado a, Turbo levedura, Etanol Red® Safdistil®, Thermosac®,
Fermiol®, Fermivin® ou Superstart®. A levedura pode ser geneticamente
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projetada para fermentar ambos aglcares de hexose e pentose em etanol.
Alternativamente, a levedura pode ser uma cepa que tenha sido tornada ca-
paz de fermentar xilose por um ou mais métodos ndo-recombinantes, tais
como evolugao adaptativa ou mutagénese aleatéria e selegéo.

Por exemplo, a fermentacdo pode ser realizada com levedura
Saccharomyces recombinante. A cepa de levedura recombinante pode ser
uma cepa que tenha sido capaz de fermentar xilose por incorporagéo re-
combinante de (a) genes que codificam xilose reductase (XR) e xilitol de-
hidrogenase (XDH) (vide, por exemplo, Patente U.S. Nos. 5.789.210,
5.866.382, 6.582.944 e 7.527.927 e EP 450 530) e/ou (b) gene(s) que codifi-
ca(m) uma ou mais xilose isomerase (XI) (vide, por exemplo, Patentes dos
Estados Unidos Nos. 6.475.768 e 7.622.284). Em adi¢&o a cepa de levedura
modificada pode também sobre expressar um gene endégeno ou heterdlogo
que codifica xiluloguinase.

Outra levedura além de Saccharomyces cerevisiae pode fermen-
tar agicares de hexose e pentose em etanol. Isto inclui, mas ndo é limitado
a, levedura do género Hansenula, Pichia, Kluyveromyces e Candida. WO
2008/130603 descreve cepas de Hansenula polymorpha com producdo au-
mentada de etanol de xilose. Além disso, mutantes de Pichia stipitis e Can-
dida shehatae foram isolados pelo método descrito na Patente U.S. No.
5.126.266.

Em outro exemplo da invengao, a xilose é convertida em um al-
cool de agucar. O alcool de agucar pode ser selecionado de xilitol, arbitol,
eritritol, manitol e galactitol. Preferivelmente, o aicool de agucar é xilitol. Em
uma concretizagao da invencéo, a xilose é fermentada em xilitol por levedu-
ra. Leveduras que sdo capazes de converter xilose em xilitol incluem cepas
de Candida, Pichia, Pachysolen, Hansenula, Debaryomyces, Kluyveromy:-
ces, Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces. DE acordo com
uma concretizagao da invengao, a cepa de levedura é Candida, preferivel-
mente C. tropicalis.

A fermentagao pode ser realizada em ou perto da temperatura e

pH 6timos do micro-organismo de fermentagao. A faixa de temperatura para
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a fermentacgao pode ser entre cerca de 10°C a cerca de 70°C, embora a tem-
peratura possa ser mais alta se a levedura é naturalmente ou geneticamente
modificada para ser termoestavel. Por exemplo, a temperatura pode ser de
cerca de 10°C a cerca de 55°C, ou qualquer temperatura entre estas, ou
cerca de 15°C a cerca de 45°C, ou qualquer temperatura entre estas. O pH
da fermentagao pode ser entre cerca de 3 e cerca de 6, ou qualquer pH en-
tre estes, por exemplo, um pH de 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, ou qualquer
pH entre estes. A dose do micro-organismo de fermentagdo dependera de
outros fatores, tais como a atividade do micro-organismo de fermentagao, o
tempo de fermentacédo desejado, o volume do reator e outros parametros.
Sera apreciado que estes parametros podem ser ajustados conforme dese-
jado por um técnico no assunto para alcangar condi¢ées 6timas de fermen-
tacao.

O hidrolisato de agticar pode também ser suplementado com nu-
trientes adicionais requeridos para crescimento e desempenho de fermenta-
¢ao do micro-organismo de fermentagdo. Por exemplo, extrato de levedura,
amino acidos especificos, fosfato, fontes de nitrogénio, sais, elementos de
traco e vitaminas podem ser adicionados ao hidrolisato de agtcar para su-
portar crescimento e otimizar produtividade do micro-organismo. (Vide tam-
bém Verduyn et al., 1992, Yeast 8(7):501-170, Jergensen, 2009, App! Bio-
chem Biotechnol, 153:44-57 e Zhao et al., 2009, Journal of Biotechnology,
139:55-60, que sao cada um incorporado aqui por referéncia). Tipicamente a
fermentacao é conduzida sob condigées anaerébicas, embora fermentagoes
aerdbicas ou microaerdbicas estejam também incluidas dentro do escopo da
invencao.

O termo "sistema de fermentagao”, inclui qualquer arranjo de um
ou mais reatores de fermentagao para fermentagao de agucares a um produ-
to de fermentagao por levedura. Nas concretizagdes da invengao, isto inclui
sistemas que empregam reciclo de levedura. O sistema de fermentagéo po-
de também compreender tanques para condicionamento de levedura. Em
uma operagao de escala comercial tipica, a fermentagéo é conduzida em um

sistema usando reatores muiltiplos, tais como 2 a 6, ou qualquer nimero en-
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tre estes. Os reatores de fermentagdo podem ser dispostos em série ou pa-
ralelo. A fermentagdo pode ser conduzida em modos de batelada, continuo
ou alimentado por batelada, com ou sem agitagdo. Em uma concretizacao
da invengao, o(s) reator(es) de fermentagao(des) é(sao) agitado(s) levemen-
te com mistura.

Os contaminantes microbiais sdo expostos a oxidante a um pH
que € menor do que 3,0 pela adi¢do de acido. O pH pode ser maior do que
cerca de 1, porém menor do que 3,0. Isto inclui todos os subvalores entre
estes, por exemplo, um pH de 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 14, 15, 16, 1,7, 1,8, 1,9,
20,21, 22, 23,24,25, 26, 2,7, 2,8 ou 2,9, ou qualquer pH entre estes,
esta incluido dentro do escopo da invencao. Exemplos de faixas de pH que
podem ser empregadas incluem cercade 1,0a3,0,1,0a2,9,1,0a28,10a
2,75,10a25,10a24,10a23,1,0a22,10a210u10a2,0,

Em uma concretizagao da invengao, o acido € um acido mineral
tais como acido sulfurico, acido cloridrico, acido sulfuroso, acido fosférico, ou
acido nitrico.

Qualquer corrente do sistema de fermentagao contendo contami-
nantes microbiais pode ser exposta ao oxidante a um pH de menos do que
3,0. Tipicamente cada corrente também compreendera levedura, junto com
os contaminantes microbiais, embora o oxidante e o acido possam ser intro-
duzidos em um hidrolisato de agulcar antes da adicao de levedura.

Quando didxido de cloro € o oxidante, o acido pode ser adiciona-
do antes da adi¢do de didéxido de cloro ou uma mistura de didxido de cloro e
acido pode ser introduzida ao sistema de ferrhentac;éo. Diéxido de cloro rea-
ge rapidamente e, desse modo, é tipicamente nao vantajoso para adicionar
este oxidante antes da adigao de acido.

Nas concretizagdes da invengao empregando reciclo de levedura,
o acido pode ser adicionado primeiro a pasta fluida de levedura que é sepa-
rada do caldo de fermentagéo, seguido por adicdo do oxidante. Alternativa-
mente, uma mistura do acido e oxidante é adicionada a pasta fluida de leve-
dura antes do tratamento de oxidante.

Um oxidante adequado para uso na invengdo reduz contaminan-
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tes bacteriais a um nivel pelo qual eles nao reduzem a produtividade ou ren-
dimento de produto da fermentagéo. O oxidante ndo deve ter qualquer efeito
significante na viabilidade da levedura ou capacidade fermentativa. Além
disso, o oxidante selecionado para uso na invengao possui eficiéncia maxi-
ma na reducéo de contaminantes bacteriais a um pH de menos do que 3,0,
ou menos do que 2,5. Um oxidante adequado pode ser selecionado por a-
queles versados na técnica por experimentagao de rotina. Sem estar limita-
do, o oxidante pode ser didxido de cloro ou ozénio.

Preferivelmente, o tratamento de oxidante reduz a concentragao
de contaminantes microbiais (em unidades de formagédo de colénia por mL
de cultura ou CFU/mL) a cerca de 100 vezes menor do que a concentragao
de levedura (em unidades de formagao de colénia por mL de cultura ou
CFU/mL). Mais preferivelmente, o tratamento de oxidante reduz a concen-
tracdo de contaminantes microbiais a cerca de 10° CFU/mL ou menor. Por
exemplo, o tratamento de oxidante pode reduzir a concentragdo de contami-
nantes microbiais de cerca de 10'° a cerca de 10° CFU/mL. Colénias bacte-
riais sdo enumeradas através métodos de contagem de placa padrao. Méto-
dos s@o conhecidos para seletivamente colocar colénias bacteriais e inibir cres-
cimento de levedura. Um exemplo de tal método envolve preparagéo de dilui-
¢cOes em série e colocagdo de placas agar contendo ciclo-hexamida, que mata
seletivamente levedura, mas nao bactéria (vide, por exemplo, Exemplo 1.1).

O oxidante pode ser introduzido ao sistema de fermentagao com-
preendendo levedura e contaminantes microbiais a uma concentragédo de
cerca de 0,5 ppm e cerca de 1500 ppm, ou qualquer concentragéo entre es-
tas. Em um sistema continuo, o oxidante tipicamente seria adicionado a uma
ou mais correntes contendo contaminantes microbiais. Em outra concretiza-
¢ao da invengao, o oxidante, incluindo, mas nao limitado a, diéxido de cloro
pode ser adicionado a uma concentragao entre cerca de 60 a cerca de 1000
ppm ou entre cerca de 75 a cerca de 1000 ppm, incluindo entre cerca de 75
ppm e cerca de 500 ppm, ou entre cerca de 80 a cerca de 1000 ppm ou en-
tre cerca de 90 a cerca de 1000 ppm ou entre cerca de 100 a cerca de 500

ppm, ou qualquer concentragdo entre estas. Por exemplo, o oxidante, inclu-
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indo, mas nao limitado a, diéxido de cloro, pode ser adicionado a uma con-
centragado de 0,5, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400 ou
1500 ppm, ou qualquer concentragéo entre estas.

O diéxido de cloro pode ser gerado usando-se métodos conheci-
dos, por exemplo, por reagdo de gas cloro com agua e, em seguida, adicio-
nando-se clorito de sodio, ou por reagao de hipoclorito de s6dio com um aci-
do e adicionando-se clorito de sédio. Em um exemplo da invengao, diéxido
de cloro estabilizado (SCD) é acidificado e o diéxido de cloro entéo produzi-
do pode ser introduzido a fermentagao tal como a pasta fluida de levedura
acidificada se reciclo de levedura é utilizado. Alternativamente, apés adigéo
de acido, SCD pode ser adicionado diretamente a fermentagdo. Neste ultimo
exemplo, diéxido de cloro sera gerado in situ. (Vide, por exemplo, Kim et al.,
2008, Food Microbiology, 25:964-969 e WO 2007/149450).

O tratamento de oxidante & preferivelmente conduzido a uma
temperatura de entre cerca de 4°C e cerca de 40°C, ou qualquer temperatu-
ra entre estas, por exemplo 4, 6, 8, 10, 12, 14,16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40°C, ou qualquer temperatura entre estas. A durag¢ao do tra-
tamento pode ser de 5 segundos a cerca de 60 min, ou qualquer tempo en-
tre estes, por exemplo, 5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 segundos, ou 10,
20, 30, 40, 50, 60 minutos ou qualquer tempo entre estes. Conforme seria
apreciado por aqueles versados na técnica, reagcdes envolvendo didxido de
cloro pode précer rapidamente ou mesmo instantaneamente. Consequente-
mente, quando este oxidante é utilizado, tempos de residéncia mais curtos
podem ser utilizados ou o tempo de residéncia pode ser eliminado. Contudo,
a pratica desta invengao nao é limitada por qualquer escolha particular de
tempo de residéncia durante o tratamento de oxidante.

Naquelas concretizagbes empregando reciclo de levedura, a
concentragao de células na pasta fluida de levedura (também referida aqui
como "creme de levedura") que é exposta ao oxidante e acido é tipicamente
de cerca de 50 g/L a cerca de 300 g/L (peso de célula seco). Por exemplo, a

concentragao de células na pasta fluida de levedura pode ser 50, 60, 70, 80,
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90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280 ou 300
g/L (peso de célula seco). Mais preferivelmente, a concentracéo de células
na pasta fluida de levedura é de cerca de 50 g/L a cerca de 300 g/L, ou de
cerca de 150 g/L a cerca de 250 g/L, ou de cerca de 175 g/L a cerca de 225
g/L (peso de célula seco).

A fermentagédo pode ser conduzida de modo que as leveduras se-
jam separadas da fermentagao e enviadas de volta para a reacao de fermen-
tacado (também referida aqui como "reciclo de levedura"). Isto envolve retira-
da de caldo de fermentag¢ao a partir do reator de fermentagéo e separagao
da levedura de sua solugéo por técnicas de separagao conhecidas para pro-
duzir uma pasta fluida de levedura. Exemplos de técnicas de separagéao a-
dequadas incluem, mas nao estao limitados a, centrifugagao, microfiltragéo,
filtracao de placa e de estrutura, filtragao de fluxo cruzado, filtragdo de pres-
sdo, assentamento, filtragdo a vacuo, e similares. Em um exemplo da inven-
¢ao, o reciclo é continuo, significando que a levedura é continuamente reci-
clada através do sistema de fermentagdo. Em uma concretizagao alternativa,
o reciclo de levedura é operado em modo de batelada.

Apos tratamento da pasta fluida de levedura acidificada com o o-
xidante, a pasta fluida de levedura tratada com oxidante é reintroduzida de
volta para a reagao de fermentagao. Uma sangria de levedura pode ser em-
pregada apds separagao da levedura a partir da fermentagéo e antes da ex-
posicao ao oxidante e baixo pH. Preferivelmente, entre cerca de 10% e cer-
ca de 99%, ou qualquer quantidade entre estas, das células de levedura to-
tais na pasta fluida de levedura sao tratadas com o oxidante e acido e entao
recicladas. Mais preferivelmente, entre 80% e 95% das células de levedura
sdo tratadas e recicladas e, mais preferivelmente, pelo menos 90% das célu-
las de levedura sao tratadas e recicladas. |

Deve ser compreendido que a pratica da invengao nao € limitada
pelo niumero de ciclos de reciclo de célula de levedura. O reciclo de levedura
pode ser repetido pelo menos uma vez, ou entre 5 e 70 vezes, ou ainda mais
vezes do que isto. Sem pretender de qualquer maneira estar limitado, o reci-
clo de levedura pode ser repetido 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
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60, 65 ou 70 vezes. Deve também ser compreendido que o tratamento de
oxidante ndo necessita ser realizado com todo reciclo. A frequéncia de tra-
tamento pode ser ajustada por um técnico no assunto conforme desejado
para otimizar o desempenho e minimizar nimeros bacteriais.

Uma fermentagao pode empregar multiplos reatores de fermen-
tagdo. Em tais concretizagdes, levedura é retirada de um reator no sistema,
tratada com o acido e diéxido de cloro ou outro oxidante adequado e, em
seguida, reintroduzido de volta para um ou mais dos reatores de fermenta-
céo. A levedura tratada com oxidante acidificada pode ser alimentada de
volta para o mesmo reator nas séries ou um reator diferente. Pela recircula-
¢ao da levedura dessa maneira, sua concentragao € mantida e condicionada
em hidrolisato lignocelulésico que aumenta a taxa volumétrica da reac¢éo e
também maximiza o rendimento para o produto desejado pela minimizagao
do desvio de carbono e outros nutrientes em produgao de célula de bactéria.

Referindo-se agora a Figura 1 é representado um sistema de
fermentacdo com reciclo de levedura. A Figura 1 € incluida como um exem-
plo de como a presente invengao pode ser praticada e nao é significativa
para estar limitando em qualquer maneira. Isto é, a inven¢ao pode ser prati-
cada com ou sem reciclo de levedura.

Um hidrolisato de aglcar aquoso 6 obtido de pré-tratamento do
estoque de alimentagéé lignocelulésico € alimentado a um primeiro reator de
fermentacao 8. A corrente de agucar € previamente tratada para remover
lignina insoluvel e outros solidos suspensos. A corrente de agucar 6 € com-
binada com levedura de um tanque de condicionamento 14 da linha 16 ou da
linha 38 contendo levedura reciclada. O tanque de condicionamento 14, por
sua vez, € alimentado com uma corrente contendo ar e uma porg¢ao de agu-
car da corrente 6. Uma solugao fermentada compreendendo etanol é retira-
da do reator 8 através da linha 18 e alimentada para uma unidade de sepa-
racao 22, tipicamente uma centrifuga, que separa a levedura a partir da so-
lucdo fermentada. Cerveja separada, que contém etanol, é enviada para
destilagdo para obter uma solugédo enriquecida em etanol. Uma porgéo da

pasta fluida de levedura na linha 26 € sangrada e apés sangria, o restante
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da levedura é acidificado em seguida lavado com uma solugdo aquosa de
diéxido de cloro a um pH de menos do que 3 e subseqgiientemente alimenta-
do através da linha 26 para um tanque de retengéo 30 onde eles sao manti-
dos sob condi¢des apropriadas. A levedura tratada com diéxido de cloro aci-
dificada é, em seguida, alimentada junto com a linha 34, que se ramifica na
linha 38, que, por sua vez, introduz uma porgéo da levedura de volta para o
fermentador 8 para converter xilose em etanol. O restante da levedura pode
ser enviado através da linha 34 para o tanque de condicionamento 14 pafa
crescimento de célula e subseqiiente para este, a levedura é enviava para o
segundo fermentador 42, e o ciclo é repetido uma vez novamente. Este ciclo
pode, entao, ser repetido com os trés fermentadores 46.

Embora trés fermentadores sejam representados na Figura 1, se-
ra apreciado por aqueles versados na técnica que o nimero de fermentado-
res pode ser variado conforme requerido. Além disso, embora os fermenta-
dores sejam mostrados em paralelo, eles podem ao invés serem dispostos
em série. Além disso, & contemplado que o tanque de retengédo 30 possa ser
excluido, em cujo caso a levedura é subseqilentemente mantida, por exem-
plo, no fermentador 8. Em ainda uma outra variagdo, toda a levedura da li-
nha 34 é enviada de volta para o fermentador 8 através da linha 38 sem uma
porcdo sendo desviada para condicionamento. Alternativamente, toda a le-
vedura na linha 34 é enviada para o tanque de condicionamento 14 e subse-
glientemente para o fermentador 2.

Quando etanol é o produto da fermentacéao, ele é recuperado por
destilagdo. O caldo de fermentagao separado ou cerveja enviado para a des-
tilacdo € uma solugao de alcool diluta que é substancialmente livre de soli-
dos, incluindo celulose nao-convertida, embora possa conter componentes
adicionados durante a fermentagcdo para suportar crescimento dos micro-
organismos, bem como pequenas quantidades de levedura que podem per-
manecer apos separagao 16. A cerveja é preferivelmente degaseificada para
remover diéxido de carbono e, em seguida, bombeada através de uma ou
mais colunas de destilagdo para separar o alcool dos outros componentes

na cerveja. A(s) coluna(s) na unidade de destilagado é (sdo) preferivelmente
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operada(s) em um modo continuo, embora deva ser compreendido que pro-
cessos de batelada sdo também envolvidos pela presente invengéo. Além
disso, a(s) coluna(s) pode(m) ser operada(s) a qualquer pressao e calor a-
dequados para o processo de destilagao ser adicionado em um ou mais pon-
tos ou por injegao de corrente direta ou indiretamente através de trocadores
de calor. A unidade de destilagdo pode conter uma ou mais cerveja separa-
da e colunas de retificagdo, em cujo caso cerveja diluta é enviada para a
coluna de cerveja onde é parcialmente concentrada. A partir de cada coluna
de cerveja, o vapor vai para uma coluna de retificagdo para purificagao adi-
cional. Alternativamente, uma coluna de destilagdo € empregada que com-
preende uma segao de enriquecimento integral ou de retificagdo. A agua
remanescente pode ser removida do vapor por uma resina de peneira mole-
cular, por adsor¢ao, ou outros métodos conhecidos aqueles técnicos no as-
sunto. O vapor pode entao ser condensado e desnaturado.

A presente invengao sera adicionalmente ilustrada nos seguintes
exemplos. Contudo, é para ser compreendido que estes exemplos sao para
proposta ilustrativa somente, e ndo devem ser usados para limitar o escopo
da presente invengao de qualquer maneira.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Tratamentos de didxido de cloro de creme de levedura aci-
dificado: eficiéncia antibacterial e requerimentos de dose

Exemplo 1.1: Efeito sinergistico antibacterial de diéxido de cloro e pH.

Palha de trigo pré-tratada de acido diluto foi produzida em uma
escala industrial conforme colocado na Patente U.S. No. 4.461.648 (incorpo-
rada aqui por referéncia) e entdo hidrolisada com enzimas celulase e (-
glucosidase para produzir um hidrolisato contendo aglcar derivado dos
componentes de hemicelulose e celulose do estoque de alimentagéo. Este
hidrolisato foi fermentado em uma fermentagéo industrial para produzir eta-
nol com uma cepa de levedura de Saccharomyces cerevisiae colocada no
N° de Série dos Estados Unidos co-pendente e de propriedade da mesma
requerente 61/291,011 (incorporado aqui por referéncia). O reciclo de leve-

dura foi empregado durante a fermentacgéo.
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Um creme de levedura (também referido aqui como uma "pasta
fluida de levedura") separado do caldo de fermentagédo e contaminado com
bactéria que prolifera na fermentagao industrial foi tratado a 20°C com acido
sozinho, di6xido de cloro sozinho ou uma combinagao dos dois. Na condicao
tratada com acido, o pH foi abaixado de 5,0 a 2,0 com &cido sulfurico. Na
condicao tratada com diéxido de cloro, um estoque concentrado de diéxido
de cloro em agua (10.000 ppm) foi preparado pela passagem de uma mistu-
ra de cloro e gas nitrogénio através de colunas de clorito de sédio. O gas
ClO; resultante foi aspergido em 4 L de agua fria deionizada até que a con-
centragao desejada foi alcancada. Esta solugéao de diéxido de cloro foi usada
para tratar o creme de levedura.

No tratamento de combinagéo, o creme de levedura foi primeiro
abaixado para pH 2,0 com acido sulfarico por 5 minutos e subseqiientemen-
te com a dose de massa indicada de diéxido de cloro por 5 minutos. Em ca-
sos onde o pH foi abaixado, o creme de levedura foi titulado de volta para
5,0 com hidroxido de sédio apdés 10 minutos e antes da colocagéo para e-
numeracgéo bacterial. A duragéo de exposicdo a acido foi limitada em 10 mi-
nutos para equiparar a duragdo de exposi¢ao para os outros tratamentos.

Coldnias bacteriais foram enumeradas via métodos de contagem
de placa padrdo. De modo a colocar seletivamente colénias bacteriais e ini-
bir crescimento de levedura, placas de agar de soja tipicas (15 g/L de diges-
tao pancreatica de caseina, 5 g/L de digestdo enzimatica de farinha de soja,
5 g/L de cloreto de sédio e 15 g/L de agar) com 100 mg/L de ciclo-heximida
foram usados. As mostras foram diluidas em série em salina estéril (0,9% de
NaCl w/v) antes de colocacéo.

A Figura 2 ilustra o efeito sinergistico de di6xido de cloro e baixo
pH. As barras de erro representam o desvio padrdo da média de experimen-
tos duplicados, cada colocado em ftriplicata. Estes dados demonstram que o
abaixamento do pH sozinho ou diéxido de cloro sozinho nao s&o tao eficazes
na reducdo de populagio bacterial comparada a quando o pH é abaixado
primeiro e em seguida seguido com um tratamento de diéxido de cloro no

baixo pH. O aumento da dose de didxido de cloro tem um efeito desprezivel
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nas populag¢des bacteriais a pH 5,0 (comparar barras preenchidas a 0, 200 e
500 ppm de diéxido de cloro). Similarmente, o abaixamento do pH sem di6-
xido de cloro nao reduz significantemente a populagédo bacterial (comparar
barras fechadas e abertas a 0 ppm de didxido de cloro). Quando combinado
com pH abaixado, tratamentos de diéxido de cloro de 200 ppm e 500 ppm
reduziu a populagdo bacterial por 10° CFU/mL e 10° CFU/mL, respectiva-
mente (vide barras abertas a 200 ppm e a 500 ppm).
Exemplo 1.2: Efeito de dose de diéxido de cloro na contaminagao bac-
terial de uma cultura de fermentagao de levedura.

Creme de levedura contaminado obtido a partir da fem%entagéo do
Exemplo 1.1 foi titulado a pH 2,0 com acido sulfurico, tratado com varias con-
centragdes de diéxido de cloro (0, 50, 100, 150 e 200 ppm) e colocado para
determinar a redugéo bacterial a pH 2,0 conforme esbogado acima, com a ex-
cecao que a temperatura do tratamento foi 30°C preferivelmente do que 20°C.
As populagbes bacteriais foram enumeradas conforme previamente descrito
(Exemplo 1.1). As populagbes bacteriais foram também enumeradas em uma
amostra de controle que nao foi submetida a diéxido de cloro ou titulagéo de pH.

A Figura 3 ilustra os resultados. As barras de erro representam o
desvio padrao do meio de experimentos duplicatas, cada um colocado em
triplicata. Conforme mostrado na figura, uma dose de diéxido de cloro de 100
ppm a pH 2 e 30°C reduziu contaminagdo em um creme de levedura por 100
vezes. O creme de levedura tratado com 200 ppm de diéxido de cloro a 30°C
diminuiu as contagens bacteriais por uma grandeza de mais do que 10°, que
é uma reducéo maior do que 500 ppm de tratamento a temperatura ambien-
te (reducao de 100 vezes; vide Figura 2). Estes resultados demonstram que
aumentando a temperatura do tratamento por 10°C aumenta adicionalmente
a reatividade de CIO,, que permite eficiéncia aumentada em dosagem dimi-
nuida. Notavelmente, a 200 ppm, as placas de diluigao de 10° CFU/mL nao
tinham crescimento bacterial, indicando que a redugdo bacterial maxima foi
maior do que 10° CFU/mL a 200 ppm. A adigao de &cido sozinho (controle
de pH) nao reduziu a populagéo bacterial.

Exemplo 2: Baixo pH e tratamentos de diéxido de cloro antibacterial em
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viabilidade de cultura de levedura e desempenho de fermentacao.

Uma amostra do creme de levedura do Exemplo 1.1 foi colocada
para crescimento de levedura ap6s os tratamentos esbogados no mesmo.
Isto é, cremes de levedura contaminados foram tratados a 20°C com acido
sulfurico sozinho a pH 2 ou em combinagao com diéxido de cloro a 0, 200 e
500 ppm. Crescimento de levedura seletivo foi capacitado por diluigdo em
série do creme em salina estéril (0,9% de NaCl p/v) e colocagao em placas
de YM (10 g/L de glicose, 5 g/L de peptona, 3 g/L de extrato de levedura, 3
g/L de extrato de malte, 20 g/L de agar) contendo 34 mg/L de cloramfenicol
para inibir crescimento bacterial.

Os resultados sao mostrados na Figura 4. As barras de erro re-
presentam o desvio padrdao da média de experimentos duplicata, cada uma
colocada em triplicata. A figura indica claramente que a viabilidade da cultura
de levedura de fermentacao é nao-afetada por nem tratamento de acido nem
a combinagao de acido e diéxido de cloro. Conforme pode ser visto, o au-
mento da dose de diéxido de cloro tem um efeito desprezivel nas popula-
¢cbes de levedura de fermentacgao indiferente do pH do tratamento.

O desempenho de fermentagdo de levedura foi avaliado por ino-
culagéo da levedura de controle contaminada, levedura tratada com acido e
combinagao de cremes de levedura tratados com acido-diéxido de cloro (tra-
tado como colocado no Exemplo 1.1) em 400 mL de hidrolisato lignocelulési-
co. O hidrolisato lignocelulésico foi produzido conforme colocado no Exem-
plo 1.1. Antes da inoculagdo, o meio foi aspergido com CO. puro por dois
minutos para assegurar anaerobicidade. As células foram permitidas fermen-
tarem a 30°C, 150 rpm até exaustao de agucar. A produgdo de CO, foi moni-
torada para o curso da fermentacéo e as amostras foram tomadas para peso
de célula seco e analise de HPLC.

As amostras foram analisadas para massa de célula usando peso
de célula seco (Rice et al. (1980) Am. Soc. Brew. Chem. J. 38:142-45, que €
incorporado aqui por referéncia). Para a analise de fermentabilidade, as a-
mostras foram tomadas a partir de biorreatores usando uma seringa de

10 mL. DE cada amostra, volumes de 2 mL foram centrifugados e o sobre-
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nadante decantado e filtrado através de um filtro de seringa de 0,2 ym. Cada
amostra de sobrenadante foi diluida com acido sulfurico a 5 mM. Todas as
diluicdes foram analisadas para teor de glicose, xilose, xilitol, glicerol, e eta-
nol no Agilent 1100 Series Refractive Index Detector HPLC, enquanto acido
acético e lactico foram analisados concorrentemente usando um Agilent
1200 Series Variable Wavelength Detector HPLC. A coluna usada para se-
paragéo foi a coluna Varian Metacarb 87H Organic Acid, mantida a 50°C
com fase moével de acido sulfurico a 5mM a uma taxa de fluxo de
0,6 mL/min. A unidade foi equipada com o Auto-Amostrador 1100 Séries e
Sistema de Bombeio e controlada com o software Chemstation.

Taxas de entrada de xilose e rendimentos em etanol de glicose e
xilose para a fermentagao de hidrolisatos lignocelulésicos sao mostradas na
Figura 5. Usando-se concentragbes de célula equivalente, a taxa de consu-
mo de xilose no hidrolisato lignocelulésico exibe uma diminuigcao relativa com
ambos o tratamento de acido e combinagao de tratamento de acido-dioxido
de cloro. Segue que a taxa de consumo de xilose seria mais alta no controle
nao-tratado a medida que os micrébios de contaminagdao consomem xilose.
Isto é adicionalmente suportado pela mudanga observada em rendimento de
etanol de xilose. As taxas diminuidas indicam que as bactérias nao estao
mais consumindo xilose e permitem que muito deste agucar seja convertido
em etanol pela fermentagao da levedura, aumentando, desse modo, o ren-
dimento. Pode também ser observado que a diminuigéo nas taxas, acoplada
com o aumento nos rendimentos € maior com a combinagao de tratamento
de acido-dioxido de cloro do que com tratamento de acido sozinho.

Exemplo 3: Efeito antibacterial de didoxido de cloro e pH em operagdes
de escala industrial.

Hidrolisato de um estoque de alimentagdo lignocelulésico pré-
tratado de acido diluto foi produzido conforme colocado na Patente U.S. No.
4.461.648 (incorporada aqui por referéncia). O hidrolisato foi fermentado pa-
ra produzir etanol com a cepa de levedura colocada no N° de Série dos Es-
tados Unidos co-pendente de propriedade da mesma requerente 61/291.011
(incorporada aqui por referéncia).
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Um volume de 100.000 L de caldo de fermentagao total foi sepa-
rado em uma fragao de cerveja e um creme de levedura ap6s completagao
da fermentagdo. O creme de levedura foi concentrado para aproximadamen-
te 170 g em peso de célula seco/L. Antes de reciclo na proxima batelada de
fermentagao, o creme de levedura contaminado com bactéria foi tratado a
20°C com acido sozinho (batelada 1) ou tratado com acido em combinagao
com diéxido de cloro (batelada 2). Durante tratamento com acido para cada
uma das duas bateladas, o pH do creme de levedura concentrado foi abai-
xado para 2,0 usando adigdo em linha de 93% (p/v) de acido sulfarico. Di6-
xido de cloro foi gerado na forma concentrada a uma concentragdo nominal
de 2700 ppm usando um sistema comerciaimente disponivel de Pureline,
Palatine, IL. No tratamento de combinagao, a acidez do creme de levedura
foi primeiro abaixada para pH 2,0 (como por Exemplo 1.1) e subseqiiente-
mente tratada a uma dose de massa de 200 ppm de diéxido de cloro com
um tempo de residéncia de aproximadamente 45 segundos. Apés tratamen-
to, o creme de levedura foi realimentado na fermentagao.

As coldnias bacteriais foram enumeradas através de métodos de
contagem de placa padréo. De modo a colocar seletivamente colénias bacte-
riais e inibir crescimento de levedura, placas Agar de soja tripticas (15 g/L de
digestao pancreatica de caseina, 5 g/L de digestao enzimatica de farinha de
feijao-soja, 5 g/L de cloreto de sodio e 15 g/L de agar) com 100 mg/L de ci-
clo-heximida foram usados. As amostras foram diluidas em série em salina
estéril (NaCl p/va 0,9%) antes da colocagao.

A Figura 6 ilustra a eficiéncia de tratamento de acido combinado e
uso de diéxido de cloro de baixo pH. O abaixamento do pH através da adigao
de acido sulfurico reduziu contagens de contaminagéo bacterial por 100 vezes,
enquanto tratamento de acido em combinagdo com a adigdo de diéxido de clo-
ro foi capaz de diminuir contagens de combinag&o bacterial por 10* CFU/mL. -

A presente invengao foi descrita com relagao a uma ou mais con-
cretizagdes. Contudo, sera aparente aos técnicos no assunto que um nime-
ro de variagbes e modificagdes podem ser feitas sem fugir do escopo da in-

vencgao conforme definido nas reivindicagdes.
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REIVINDICAGOES

1. Método para produgdo de um produto de fermentacdo de um
hidrolisato de agucar compreendendo:

(i) fermentagao do hidrolisato de aglicar em um sistema de fermen-
tacéo com levedura para produzir um caldo de fermentagdo compreendendo
um produto de fermentac¢ao;

(i) introducao de acido e diéxido de cloro ao referido sistema de
fermentacdo de modo a expor quaisquer contaminantes microbiais no referi-
do sistema de fermentagdo em um ou mais estagios a didxido de cloro a um
pH de menor do que 3,0; e

(iii) recuperacao do produto de fermentagao.

2. Método para obtengdao de um produto de fermentagao de um
hidrolisato de agucar compreendendo:

(1) remocao de sélidos de fibra suspensos a partir do hidrolisato de
acucar para obter uma solugao de agucar clareada;

(i) fermentacdo de agucar na solugdo de acgucar clareada em uma
reacado de fermentacdo usando levedura para produzir um caldo de fermen-
tacdo compreendendo o produto de fermentagéao;

(iii) separagao da levedura do caldo de fermentagéo para produzir
uma pasta fluida de levedura e um produto de fermentagao; _
(iv) introdugao de acido e diéxido de cloro a pasta fluida de levedura
de modo a expor quaisquer contaminantes microbiais e levedura na referida
pasta fluida de levedura a diéxido de cloro a um pH de menos do que 3,0;

(v) reintrodugao de pelo menos uma porg¢ao da pasta fluida de leve-
dura tratada com didxido de cloro de volta para a etapa of fermentagao para
manter a concentragdo de levedura na reagdo de fermentacgéo; e

(vi) recuperacao do produto de fermentagao.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, em que a etapa de
fermentacao (etapa ii) € conduzida em uma de uma série de reatores de
fermentagéo e no qual na etapa de reintrodugao (etapa v), a pasta fluida de
levedura tratada com diéxido de cloro é reintroduzida de volta para 0 mesmo

ou um reator de fermentagao diferente nas séries.
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4. Método, de acordo com a reivindicagédo 2, em que na etapa de
remocéo (etapa i), a solugdo de agucar clareada compreende um agticar
selecionado a partir do grupo consistindo em glicose, xilose galactose, ma-
nose, arabinose, fucose e fructose.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, em que o hidro-
lisato de aglcar compreende pelo menos xilose ou glicose. |

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 5, em que o hidrolisato
de agucar compreende xilose e glicose.

7. Metodo, de acordo com a reivindicagao 6, em que na etapa de
fermentacao, o produto de fermentagao é etanol e no qual a levedura & um
sp. Saccharomyces que converte glicose e xilose em etanol.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 5, em que o hidrolisato
de agucar compreende xilose.

| 9. Método, de acordo com a reivindicagéo 8, em que na etapa de
fermentacgao, a levedura € uma sp. Candida que converte a xilose em xilitol.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a
9, em que na etapa de introdugdo, o diéxido de cloro é adicionado a uma
concentragao de entre cerca de 0,5 e cerca de 1500 ppm.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, em que na etapa
de introdugao, o diéxido de cloro é adicionado a uma concentragao de entre
cerca de 75 e cerca de 500 ppm.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
11, em que o hidrolisato de agucar é derivado de um estoque de alimentagao
lignocelulésico. |

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, em que na etapa
de introdugéo, a concentragdo dos contaminantes microbiais na pasta fluida
de levedura é reduzida para pelo menos 100 vezes mais baixa do que aque-
la da levedura.

14. Método, de acordo com a reivindicagéo 2, em que na etapa
de introducao, a concentragao de contaminantes microbiais na pasta fluida
de levedura é reduzida abaixo de cerca de 10° CFU/mL.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, em que na etapa
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de introdugéo, a concentragdo de células de levedura na pasta fluida de le-
vedura é de cerca de 10 g/L a cerca de 300 g/L em peso de célula seca.

16. Método, de acordo com a reivindicagdo 15, em que na etapa
de introdugéo, a concentragao de células de levedura na pasta fluida de le-
vedura € de cerca de 20 g/L a cerca de 200 g/L em peso de célula seca.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, em que na etapa
de introdugdo, a temperatura da pasta fluida de levedura é entre cerca de
4°C e cerca de 37°C.

18. Método, de acordo com a reivindicagdo 12, em que o hidroli'-
sato de agucar é obtido por pré-tratamento do estoque de alimentagao ligno-
celulésico com acido ou alcali para produzir um estoque de alimentagéo pré-
tratado.

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, em que o pré-
tratamento € com um acido mineral.

20. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
19, em que durante referida exposi¢ao, o pH é maior do que cerca de 1, po-
rém menor do que 2,5.

21. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-
20, em que durante a referida exposigcéo, o acido é adicionado antes ao di6-
xido de cloro.

22. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, em que na etapa
de introdugao, a levedura no referido sistema de fermentagéo é exposta a
diéxido de cloro a um pH de menor do que 3,0.

23. Método para produgédo de um produto de fermentagéo de um
hidrolisato de agticar compreendendo:

(i) fermentagao do hidrolisato de agucar em um sistema de fermen-
tacdo com levedura para produzir um caldo de fermentagéo compreendendo
um produto de fermentacéo;

(i) introducéo de acido e um oxidante ao referido sistema de fér-
mentacéo de modo a expor quaisquer contaminantes microbiais no referido
sistema de fermentacdo em um ou mais estagios ao oxidante a um pH me-

nor do que 3,0; e
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(iif) recuperacao do produto de fermentagéo.

24. Método para produgdo de um produto de fermentacéo de um
hidrolisato de agtcar compreendendo:
(i) fermentacao do hidrolisato de agiicar em um sistema de fermen-
tacdo com levedura para produzir um caldo de fermentagdao compreendendo
um produto de fermentagao;
(ii) introducdo continuamente de acido e um oxidante no referido
sistema de fermentacdao de modo a expor continuamente contaminantes mi-
crobiais no referido sistema de fermentacao em um ou mais estagios ao oxi-
dante a um pH de menos do que 3,0; e
(i) recuperagao do produto de fermentacao.

25. Método, de acordo com a reivindicacao 23 ou 24, em que, na
etapa de introdugéao, a levedura no referido sistema de fermentagéo é expos-
ta a diéxido de cloro a um pH de menos do que 3,0.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA A PRODUGAO DE UM PRODUTO
DE FERMENTAGAO A PARTIR DE UM HIDROLISATO DE AGUCAR".

A presente invencgao refere-se a um método para produgéo de
um produto de fermentagao de um hidrolisato de agicar. O método compre-
ende fermentagao do hidrolisato de agucar em um sistema de fermentagao
com levedura para produzir um caldo de fermentagdo compreendendo um
produto de fermentagao; introdugao de acido e um oxidante, tal como di6xido
de cloro, ao sistema de fermentagao de modo a expor contaminantes micro-
biais no sistema de fermentagdo em um ou mais estagios a diéxido de cloro
e um pH menor do que 3,0; e recuperagao do produto de fermentagao. Em
um exemplo da invengao, uma pasta fluida de levedura obtida de uma etapa
de reciclo de levedura é tratada com acido e o oxidante.
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