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“METODO PARA DESAGREGAGCAO OU DESCRISTALIZACAO DE
CELULOSE, CELULOSE DESCRISTALIZADA OU DESAGREGADA PRODUZIDA
PELO DITO METODO, KIT PARA REALIZAR O MESMO E METODO PARA
PRODUGCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS”

Referéncia Cruzada a Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica o beneficio mediante o U.S.C. 35 § 119(e) do Pedido
Provisorio n°® 61/042,133, depositado em 03 de abril de 2008, a divulgagdo completa
do qual sendo aqui incorporada por referéncia em sua totalidade.

Introducédo

[001]A celulose é o mais abundante de todos os polimeros que ocorrem natu-
ralmente. Quimicamente, ela € um polissacarideo composto por unidades de anidro-
glicose (anéis de B-D glicopiranose) unidas por uma ligagéo de oxigénio (ligagbes -
1,4-glicosidicas), e tem a formula empirica (C6H1005)n. A celulose é o componente
mais caracteristico das paredes de células de plantas na medida em que a mesma
forma grande parte da armagéao estrutural da parede celular. A celulose tem uma es-
trutura de cadeia linear que forma nanofibrilas cristalinas, em que muitos filamentos
paralelos 3-1,4-glucana se associam lado a lado para formar microfibrilas de nanoes-
cala (2-20 nm de diédmetro e 100-40.000 nm de comprimento) que tém grande resis-
téncia a tracao e estabilidade quimica, e sdo muito resistentes a decomposicéo, por
exemplo, quimica, enzimatica e degradagao mecanica. A celulose é insoluvel em agua
e solventes organicos simples. Ela vai inchar em solugbes de hidréxido de sodio e é
soluvel no reagente Schweitzer.

[002]Comercialmente, a celulose é usada para fazer papel, plasticos e téxteis.
Os derivados de celulose incluem celofane, rayon, espessantes usados em alimentos
e tintas, e revestimentos. Mais recentemente, a industria de biocombustiveis tem mos-
trado grande interesse em matéria-prima de celulose para a produgado de biocombus-

tiveis, tais como alcoois, por exemplo, etanol ou butanol, através de processos
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microbiolégicos, bem como de hidrocarbonetos através da conversao catalitica qui-
mica.

[003]A atratividade da producao de biocombustiveis a partir de matéria-prima
de celulose, tais como residuos agricolas, gramineas e residuos florestais, emana da
disponibilidade de grandes quantidades destas matérias-primas baratas, e a conveni-
éncia de evitar a queima ou deposicao em aterro de materiais de residuos celuldsicos.
Algumas matérias-primas de celulose que podem ser usados para a produgao de bi-
ocombustiveis incluem especificamente (1), residuos agricolas, tais como forragem
de milho, palha de trigo, palha de cevada, palha de arroz, palha de aveia, casca de
aveia, palha de canola e forragem de soja; (2) gramineas, tais como a switchgrass
(Panicum virgatum), miscanthus, espartina e capim-amarelo (3); residuos florestais,
tais como madeira de alamo tremedor e serragem, e (4) residuos de processamento
de acucar, tais como bagaco e polpa de beterraba.

[004]0 processo de conversao de fibras celuldsicas para um biocombustivel
requer: 1) liberagao de celulose e hemicelulose a partir de lignina e aumento da aces-
sibilidade da celulose e hemicelulose na matéria-prima celuldsica para as enzimas
celulésicas; e 2) despolimerizagao ou hidrolise de hemicelulose de polimeros de car-
boidratos celulose para acucares livres. Para produzir alcoois, os agucares sao fer-
mentados, entdo, para um alcool, por exemplo, etanol, e o alcool € normalmente re-
cuperado através de destilacido. Alternativamente, os agucares podem ser convertidos
em hidrocarbonetos através de reformulacéo catalitica.

[005]No entanto, como ja foi referida, a celulose contida na maioria das maté-
rias de plantas n&o é facilmente convertida em acucares, e esta etapa representa um
grande obstaculo na comercializagdo de processos para a produgéo de biocombusti-
veis. Devido a estrutura cristalina da celulose, a conversao enzimatica para agucares,
por exemplo, leva uma quantidade consideravel de tempo e requer grandes quantida-

des de enzimas hidroliticas, tais como celulases. Da mesma forma que para a
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producao de derivados de celulose quimicamente modificados, a celulose deve ser
acessivel a agentes quimicos reativos; isso geralmente requer altas temperaturas,
pressodes, condigdes quimicas asperas e longos periodos de tempo.

[006]A conversao eficiente da celulose a partir de material celulésico em acu-
cares foi originalmente pensada para simplesmente envolver a liberagcéo de celulose
e hemicelulose de seu complexo com lignina. Entretanto, os processos mais recentes
focam o aumento a acessibilidade de celulose na biomassa lignoceluldsica seguido
pela despolimerizag&o ou hidrolise de polimeros de carboidratos de celulose para agu-
cares. O aumento da acessibilidade de celulose € mais frequentemente realizado por
pré-tratamento do substrato celuldsico.

[007]O objetivo da maioria dos métodos de pré-tratamento € a liberagédo de
uma combinacéo suficiente de acdo mecanica e quimica, de forma a romper a estru-
tura da fibra e melhorar a acessibilidade da matéria-prima de enzimas hidroliticas, tais
como celulases, que podem hidrolisar a celulose. A agao mecanica normalmente inclui
0 uso de pressao, trituragdo, moagem, agitacéo, fragmentagcédo, compressao / expan-
sdo, ou outros tipos de acdo mecanica. A agao quimica geralmente inclui o uso de
calor (muitas vezes o vapor), acidos e solventes organicos.

[008]Mesmo com o mais eficiente dos processos de pré-tratamento conheci-
dos atualmente, a quantidade de enzimas hidroliticas necessarias para converter a
celulose em agucar continua a ser elevada e representa um custo significativo na pro-
ducao de biocombustiveis celuldsico. Desse modo, a conversao eficiente da celulose
a partir de material celulésico em acgucares e, por exemplo, a fermentagdo subse-
guente dos agucares em alcool, tal como o etanol, enfrenta um grande desafio para a
viabilidade comercial. O aumento do tempo de hidrélise para evitar maiores custos do
aumento da dosagem de enzimas requer reatores maiores, que, por sua vez, aumenta
os custos dos equipamentos. A mistura e a intermitente mistura da matéria-prima du-

rante a hidrolise pode aumentar a eficiéncia enzimatica, mas os custos dos
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equipamentos novamente aumentam, e as for¢cas de cisalhamento aumentadas po-
dem causar a desnaturagdo da enzima. Ainda outros sistemas comprometem a ativi-
dade ideal da enzima e reduzem a eficiéncia das enzimas.

[009]AIém disso, a dificuldade com a conversao de celulose para produtos de
alto valor agregado se estende bem além da produc¢do de biocombustiveis. Como se
observa, os derivados da celulose incluem fibras e plasticos, por exemplo, celulose
regenerada, tais como o rayon e o celofane, ésteres de celulose, tais como acetato,
butirato, triacetato e ésteres misturados, nitrato de celulose, viscose e liocel (Tencel).

[0010]JAlguns dos dominios cristalinos de celulose séo tdo firmemente agre-
gados que reagentes quimicos ndo podem penetrar totalmente nos mesmos, seme-
Ihante a falta de acesso das enzimas para hidrolisa-los completamente. O resultado é
que o grau de substituicdo ao longo das cadeias de celulose em derivados de celulose
pode ser bastante irregular, resultando em problemas de controle de qualidade.

Breve Descricido

[0011]De acordo com os principios manifestos em modalidades da invencao,
meétodos e sistemas que desagregam ou descristalizam a celulose s&o fornecidos para
gue o0 mesmo seja mais acessivel para modificagdo enzimatica ou quimica, por exem-
plo, as reacdes de hidrolise ou despolimerizacdo. Os métodos e sistemas, de fato,
melhoram a conversao de matérias-primas a base de celulose para uso na producao
de biocombustiveis e derivados de celulose.

[0012]0s métodos e sistemas aqui incluem tratar a matérias-primas de celu-
lose com uma solug&o de um alcali em um sistema de cossolvente, incluindo agua e
um segundo solvente que é polar e completamente miscivel em agua, para formar
uma celulose descristalizada e estabilizar a celulose descristalizada pela lavagem do
alcali para produzir uma celulose descristalizada em meio aquoso. A lavagem pode
ser realizada com um sistema de cossolvente, que € o mesmo que na etapa de trata-

mento com razdes de variagédo de agua e do segundo solvente. Entre os cossolventes
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mais eficazes identificados até agora estédo os alcoois. Em modalidades da invengao,
este processo € realizado sob condi¢gdes suaves de temperatura e pressao.

Breve Descricdo dos Desenhos

[0013]A invencao pode ser mais bem compreendida e apreciada por referén-
cia a descrigao detalhada de modalidades especificas aqui apresentadas em conjunto
com os desenhos que acompanham, dos quais:

[0014]A FIG. 1 € um difratograma de raios-X de uma polpa antes e apds o
processo de pré-tratamento de acordo com modalidades da invencao;

[0015]A FIG. 2 é um fluxograma que ilustra um sistema de acordo com as
modalidades da invencao, incluindo o pré-tratamento de matéria-prima celuldsica para
aumentar a sua acessibilidade a despolimerizagao;

[0016]A FIG. 3 mostra difratogramas de raio-x comparativos de uma celulose
isolada a 70°C antes e apds a mesma ser recozida a 150°C;

[0017]JA FIG. 4 € um grafico da largura, a meia altura das amostras de celulose
recozidas em diferentes temperaturas;

[0018]A FIG. 5 € um fluxograma que descreve uma modalidade em que as
enzimas sao aplicadas sem pré-tratamento prévio seguido pela separagéo da celulose
residual, pré-tratamento de acordo com os principios da invengao e, a seguir, recom-
binagdo com o sobrenadante da separagao apds o primeiro estagio;

[0019]A FIG. 6 é um fluxograma que ilustra uma modalidade alternativa para
reduzir os tempos de reagado enzimatica de acordo com os principios da invencéo,
incluindo o tratamento da celulose residual a partir de um primeiro estagio de pré-
tratamento com segundos estagios de descristalizagao e hidrolise enzimatica para gli-
cose antes da fermentagao de etanol;

[0020]A FIG. 7 é um fluxograma que ilustra ainda outra modalidade para re-
duzir os tempos de reacdo enzimatica de acordo com os principios da invengao

usando um sistema de contracorrente em que a celulose residual dos segundos
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estagios de tratamento é recirculada para o primeiro estagio de pré-tratamento.

Descricdo Detalhada

[0021]Métodos e sistemas que incorporem os principios da invengao sao for-
necidos em que os materiais celulosicos sdo descristalizados ou desagregados por
tratamentos que incluem o contato de um material celuldésico com um alcali em um
sistema de cossolvente que inclui agua e um solvente miscivel em agua, por exemplo,
um alcool ou poliol. A celulose descristalizada € mais acessivel para a reagao enzi-
matica e quimica. Os métodos e sistemas de acordo com modalidades da invengao,
desse modo, aumentam a eficiéncia da modificagdo enzimatica ou quimica da celu-
lose para uso como biocombustiveis ou de derivados de celulose.

[0022]Antes que quaisquer modalidades da invengédo sejam explicadas em
detalhes, no entanto, é preciso entender que a invengao nao esta limitada na sua
aplicacéo para os detalhes da construgéo e arranjo dos componentes estabelecidos
na descricdo a seguir, ilustrados nos desenhos a seguir ou exemplificados pelos
Exemplos. Tal descricdo, desenhos e exemplos ndo se destinam a limitar o escopo
de aplicacdo da invencéo, tal como estabelecido nas reivindicagdes anexas. A inven-
¢ao é capaz de outras modalidades e de ser praticada ou ser realizada de diversas
maneiras.

[0023]Além disso, nenhuma admisséo € feita de que qualquer referéncia, in-
cluindo qualquer documento de patente ou patente citados nesta especificacdo cons-
titui o estado da técnica. Em particular, sera entendido que, salvo indicagédo em con-
trario, a referéncia a qualquer documento aqui ndo constitui uma admissdo de que
quaisquer desses documentos fazem parte do conhecimento geral comum do estado
da técnica nos Estados Unidos ou em qualquer outro pais. Qualquer discussao de
referéncias estabelece o que os seus autores afirmam, e o depositante se reserva o
direito de desafiar a exatidao e pertinéncia de qualquer um dos documentos citados

aqui.
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[0024]A0 longo desta divulgagao, varios aspectos dessa invengao podem ser
apresentados em um formato de faixa. Deve ser entendido que a descrigdo no formato
de faixa € simplesmente por conveniéncia e brevidade, e ndo deve ser interpretada
como uma limitagao inflexivel sobre o escopo da inveng¢do. Assim, como vai ser en-
tendido por uma pessoa versada na técnica, para qualquer e todos os propdsitos, em
especial em termos de fornecer uma descri¢céo escrita, todas as faixas divulgadas aqui
também abrangem quaisquer e todas as subfaixas e combinagdes possiveis de sub-
faixas, bem como todos os valores numeéricos integrais e fracionarios dentro dessa
faixa. Apenas como um exemplo, uma faixa de 20% a 40% pode ser dividida em faixas
de 20% a 32,5% e 32,5% a 40%, 20% a 27,5% e 27,5% a 40%, etc.. Qualquer faixa
listada é também é facilmente reconhecida como descrevendo e permitindo suficien-
temente a mesma faixa de sendo dividida em pelo menos iguais metades, tergos,
quartos, quintos, décimos, etc.. Como um exemplo nao limitante, cada faixa aqui dis-
cutida pode ser facilmente dividida em um tergo inferior, tergo médio e superior, etc.
Além disso, como também sera entendido por um técnico no assunto, toda linguagem
tal como "até", "pelo menos", "maior que", "menor que", "mais de" e similares incluem
0 numero recitado e referem-se as faixas que podem ser posteriormente divididas em
subfaixas, tal como discutido acima. Da mesma forma, todas as razdes divulgadas
aqui também incluem todas as subfaixas que caem dentro da faixa mais ampla. Além
disso, as frases "variando / varia entre" um primeiro numero de indicacdo e um se-
gundo numero de indicagao e "variando / varia a partir de" um primeiro numero de
indicagdo para um segundo numero de indicagdo sao usados aqui intercambiavel-
mente. Os precedentes sao apenas exemplos do que é especificamente pretendido.

[0025]Além disso, € preciso entender que a fraseologia e a terminologia usa-
das neste documento séo para o propésito de descricao e ndo devem ser considera-
das como uma limitagdo. O uso de "compreendendo”, "incluindo", "tendo" e variagcoes

dos mesmos aqui serve para abranger os itens listados em seguida e equivalentes
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dos mesmos, bem como itens adicionais. O termo "compreendendo” abrange os ter-
mos "consistindo em" e "consistindo essencialmente em". O uso de "consistindo es-
sencialmente em" significa que a composi¢cdo ou método pode incluir ingredientes adi-
cionais e / ou etapas, mas somente se os ingredientes adicionais e / ou etapas n&o
alterem materialmente as caracteristicas basicas e novas da composi¢cdo ou método
reivindicado. A menos que especificado ou limitado em contrario, os termos tais como
"montado”, "conectado", "suportado" e "acoplado" e variagbes dos mesmos sao am-
plamente usados e englobam tanto as montagens diretas quanto indiretas, conexdes,
suportes e acoplamentos. Além disso, "conectado" e "acoplado” n&o estao restritos as
conexdes fisicas ou mecanicas ou acoplamentos.

[0026]Salvo observado de outro modo, os termos técnicos sao usados de
acordo com o uso convencional. No entanto, como aqui usado, as seguintes defini-
¢des podem ser Uteis para auxiliar o pratico habil para a compreensao da invengao:

[0027]Como usado aqui, os termos "matéria-prima celuldsica”, "substrato ce-
lulésico" ou "material celuldsico”, sao destinados para se referir a qualquer tipo de
biomassa que contém celulose. Por exemplo, as matérias-primas celuldésicas podem
incluir gramineas, tais como o switchgrass (Panicum virgatum), espartina, azevém,
miscanthus, ou uma combinagdo dos mesmos; residuos de agucar-processamento,
tais como agucar de bagacgo de cana e agucar de polpa de beterraba, residuos agri-
colas, tais como a forragem de soja, forragem de milho; palha de aveia, palha de arroz,
casca de arroz, palha de cevada, sabugos de milho, palha de trigo, palha de canola,
casca de aveia, fibra de milho e residuos florestais, tais como fibras de polpa de ma-
deira recicladas, serragem, madeira dura, madeira resinosa, ou qualquer combinagéo
dos mesmos. Além disso, as matérias-primas celulésicas podem incluir residuos ce-
lulésicos ou de materiais de residuos florestais, tais como papel de jornal, papelao, e

semelhantes. A matéria-prima celulésica também pode incluir uma ou mais espécies

de fibras que se originam de diferentes matérias-primas celuldsicas. A palha de trigo,
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palha de cevada, forragem de milho, forragem de soja, palha de canola, switchgrass,
capim-amarelo, bagago de cana de agucar, espartina, casca de aveia, agucar, polpa
de beterraba e miscanthus sao particularmente vantajosas como matérias-primas ce-
lulésicas, devido a sua ampla disponibilidade e baixo custo.

[0028]0O termo "enzima(s) hidrolitica(s)" destina-se a referir as enzimas que
catalisam a hidrolise de materiais bioldgicos, tais como a celulose. As enzimas hidro-
liticas s&o "enzimas de celulase" ou "celulases" (usadas intercambiavelmente) que
sao enzimas que catalisam a hidrolise de celulose para produtos, tais como a celobi-
ose, glicose, celo-oligodextrinas, violoncelo e outros celo-oligossacarideos. O termo
"celulase" é destinado para ser um termo genérico que denota um complexo ou familia
de multienzima, incluindo exo-celobiohidrolases (CBH), endoglucanases (EG), e [3-
glicosidases (BG) que podem ser produzidas por uma série de plantas e microorga-
nismos. Note-se que muitos extratos de celulase bruta também incluem algumas he-
micelulases. O processo de acordo com modalidades da invencao pode ser realizado
com qualquer tipo de complexo enzimatico de celulase, independentemente da sua
origem; no entanto, as celulases microbianas sado geralmente acessiveis a um custo
menor do que as das plantas. Entre as celulases mais amplamente estudadas, carac-
terizadas e produzidas comercialmente estdo, por exemplo, aquelas obtidas a partir
de fungos do género Aspergillus, Humicola e Trichoderma, e a partir de bactérias dos
géneros Bacillus e Thermobifida. Além disso, por exemplo, a celulase produzida por
fungos filamentosos Trichoderma longibrachiatum inclui pelo menos duas enzimas ce-
lobiohidrolases denominadas CBHI e CBHII e pelo menos 4 enzimas EG.

[0029]0 termo "enzimas de fermentacao" refere-se as enzimas que podem
catalisar a conversao dos acgucares celulésicos em alcool, incluindo o etanol, bem
como alcoois de cadeias superiores, tal como o butanol. Normalmente, levedura tal
como a Saccharomyces cerevisiae € usada para produzir as enzimas que catalisam a

conversao. As enzimas também podem incluir enzimas bacterianas de Clostridium
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acetobuytlicum, bem como enzimas produzidas por microorganismos projetados para
produzir os alcoois de cadeias superiores a partir dos agucares da celulose.

[0030]O termo "grau de polimerizagéao" (abreviado como DP) se refere ao nu-
mero de monémeros de D-glicose em uma molécula de celulose. Desse modo, o termo
"grau médio de polimerizagao" ou "DP médio" refere-se ao numero médio de molécu-
las de D-glicose por polimero de celulose em uma populagédo de polimeros de celu-
lose.

[0031]Como usado aqui, os termos “tratamento”, “tratar”, “pré-tratamento”, ou
“‘pré-tratar” em relacado a celulose sdo destinados para se referir a um processo ou
tratamento de acordo com modalidades da invengao em que a celulose é mais aces-
sivel para reagdes enzimaticas ou quimicas, por exemplo, rea¢des quimicas cataliti-
cas.

[0032]0 termo “modificagdo ou degradagédo” em referéncia a celulose € usado
para se referir a alteragéo, bioldgica, por exemplo, alteragdo enzimatica ou alteragao
induzida por quimica da estrutura nativa da celulose. Tais mudancgas e alteragdes sao
conhecidas na arte e incluem as envolvidas na degradagao enzimatica e / ou hidrolise
enzimatica ou quimica da celulose, bem como modificagdes quimicas envolvidas em
uma variedade de produtos comerciais a base de celulose, producado de alcool por
fermentacdo de biomassa e geracédo de biocombustiveis rico em hidrogénio.

[0033]0 termo "estavel" ou "estabilizagao" em relagcédo a celulose descristali-
zada refere-se a celulose descristalizada que ndao muda materialmente ao longo de
um periodo de tempo selecionado e sob condi¢cdes selecionadas.

[0034]Em vista das desvantagens expostas anteriormente inerentes a conver-
sao de celulose convencional, as modalidades da invengao fornecem métodos novos
para a descristalizagdo ou desagregacao de celulose. Os métodos incluem a reagir a
celulose com uma solugéo de tratamento, que inclui um alcali dissolvido em um sis-

tema de cossolvente, em condi¢cdes brandas de temperatura e pressdo que podem
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ser otimizadas para a viabilidade econdmica. A submissao da celulose para tal trata-
mento, de acordo com modalidades da invencéo faz a celulose mais acessivel para a
reagao enzimatica ou quimica, pela abertura de dominios firmemente agregados, que
sdo também a fonte de recalcitrancia durante a hidrolise. A celulose descristalizada
resultante de acordo com modalidades da invencdo também permite a substituicdo
muito mais uniforme ao longo das cadeias de celulose, minimizando assim os proble-
mas de controle de qualidade atualmente inerentes na producéo de produtos deriva-
dos de celulose. E feita referéncia a FIG. 1, que mostra um difratograma de raios-X
de polpa antes e apds o tratamento de acordo com as modalidades da invencéao, de-
monstrando a descristalizac&o da polpa.

[0035]Existem muitos sistemas de solvente que podem inchar celulose nativa
sem solubilizar-las. Com o processo de acordo com as modalidades da invencao que
se abre para os dominios de celulose semicristalina, é provavel que varios sistemas
que incham a celulose possam ser usados para solubilizar a celulose, desse modo,
tornar possivel a regeneragao de celulose em um processo economicamente compe-
titivo.

[0036]Como descrito acima, a solugao de tratamento de acordo com as mo-
dalidades da invengéo inclui um alcali dissolvido em um sistema de cossolvente. Ade-
quadamente, o alcali é dissolvido em um sistema de cossolvente de agua mais um
segundo solvente miscivel em agua. Em um aspecto, o segundo solvente é adequa-
damente um alcool que pode incluir, por exemplo, metanol, etanol, propanol, isopro-
panol, butanol, isobutanol, ou um poliol. Em outro aspecto, o segundo solvente pode
incluir outros solventes préticos, bem como solventes aproéticos que sdo misciveis em
agua. Em uma modalidade ilustrada, o sistema de cossolvente é etanol e agua.

[0037]Em algumas modalidades da invengao, o alcali € adequadamente hi-
droxido de sodio (NaOH), embora outros alcalis possam ser usados, tais como o hi-

droxido de litio (LiIOH) ou hidréxido de potassio (KOH). A concentracdo de NaOH
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necessaria na solucado de tratamento depende da natureza da celulose a ser tratada,
na medida em que diferentes celuloses podem ter suas formas entrelacadas interrom-
pidas em diferentes concentracdes de alcalis. Por exemplo, o limiar para mercerizagao
da maioria das polpas é de aproximadamente NaOH a 8% em agua, para o algodéo,
que é de cerca de 11 a 12%, dependendo do pré-tratamento anterior, e para celulose
bacteriana, é de cerca de 14%.

[0038]0 estabelecimento da molaridade de NaOH da solucéo de tratamento
€ um processo iterativo. Como ponto de partida, a razao de cossolvente € fixa a um
nivel que foi verificado ideal no acabamento de algod&o (4), que é relatado ser de
etanol a 75% e agua a 25%. A molaridade é, em seguida, variada e a eficacia do
tratamento é avaliada até que uma molaridade ideal do NaOH no cossolvente seja
identificada.

[0039]Nos exemplos abaixo, o efeito das solugdes em Avicel, uma celulose
microcristalina preparada a partir de madeira resinosa do norte (American Viscose
Company, Marcus Hook, PA) e reduzida a polpa em 180°C, foi comparado com ob-
servagdes anteriores sobre outras celuloses. Verificou-se que a molaridade de solu-
¢des de NaOH entre 1 M e 2 M funcionou bem. O Avicel foi selecionado para o teste
porque foi o substrato padrdao usado na maioria dos estudos publicados de bioconver-
sdo da celulose. O Avicel é uma celulose altamente recalcitrante e € representativo
dos efeitos das elevadas temperaturas na cristalinidade da polpa. Em outros exem-
plos, as polpas kraft derivadas de um papel higiénico foram usadas. O papel higiénico
foi do tipo designado para uso em sistemas sépticos para que o mesmo nao conti-
vesse aditivos resistentes a umidade. O papel era composto por aproximadamente
65% de eucalipto e 35% de madeira resinosa. O uso de uma polpa organosolv (por
exemplo, ver, Patente US No. 4,100,016 em nome de Diebold, et al.) também é inclu-
ido nos exemplos abaixo.

[0040]Uma vez que a molaridade ideal de NaOH é estabelecida, a razio ideal
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de cossolventes € estabelecida. Embora o potencial de 75% tenha sido escolhido pe-
los pesquisadores anteriores, eles ndo exploraram o potencial de 70% ou de 80%. Ao
variar a raz&o, € importante evitar os niveis de etanol que podem resultar na precipi-
tacdo de NaOH.

[0041]A referéncia é feita agora a FIG. 2, que ilustra o processo de tratamento
geral para modalidades de acordo com a invengédo, bem como etapas adicionais no
processamento de matéria-prima celuldsica para um alcool, por exemplo, o etanol. O
processo comeca na etapa 100 com uma fonte de celulose. Em uma modalidade ilus-
trada, o Avicel foi usado como fonte de celulose na etapa 100.

[0042]Na etapa 102, o material celuldsico € submetido a uma etapa de pré-
tratamento de acordo com modalidades da invengédo, ou seja, uma solugdo de trata-
mento de alcali em um sistema de cossolvente 101 de agua e um segundo solvente,
tal como um alcool, por exemplo, o etanol ou outro solvente miscivel em agua, para
descristalizar a celulose. Na etapa 104, a mistura de reag&o é separada para produzir
a celulose descristalizada 108 e remover a solugao de tratamento 101. Na etapa 106,
a celulose tratada é lavada com uma solugdo de cossolvente de lavagem ou mistura
107 para remover o alcali. A mistura ou cossolvente de lavagem € adequadamente
uma mistura de agua / alcool. Na etapa 112, a celulose tratada de acordo com as
modalidades da invengédo € hidrolisada, por exemplo, pelo tratamento com celulases
110, para formar agucares. Na etapa 114, os agucares, que incluem a glicose e celo-
oligodextrinas, sdo adequadamente fermentados, e um alcool celulésico 118 € recu-
perado a partir da mistura de fermentacao por meio de destilacdo ou outro método de
separagao, por exemplo, separagdo por membranas.

[0043]A eficacia da solugdo de tratamento é adequadamente medida pelo
aparecimento de rompimento do espectro de celulose de Raman, em especial, na re-
gido de baixa frequéncia entre 250 cm™' e 600 cm™' em que uma banda em 378 cm™’

€ um indice muito sensivel do grau de perturbagao do entrelagamento nativo.
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[0044]Quanto a mistura de lavagem 107, se o metanol foi usado como cossol-
vente com a agua, verificou-se que a mesma razao de metanol para a agua, como no
sistema de cossolvente de tratamento € adequada para lavar o NaOH da celulose.
Para o sistema etanol / agua, uma razdo adequada também foi a mesma no trata-
mento de cossolvente.

[0045]0Observou-se anteriormente que o trabalho com metanol foi baseado no
uso da mesma razao de cossolventes, como no pré-tratamento e foi usado como o
ponto de partida para o cossolvente de etanol e agua. O efeito da variagdo do cossol-
vente inicial para a primeira lavagem foi determinado. Do ponto de vista do processo,
isso é especialmente adequado se a razdo de cossolvente na mistura de lavagem é
maior em etanol do que a usada para o pré-tratamento, na medida em que esta ultima
que reduziria os custos de pds-tratamento da solugdo de lavagem. No entanto, foi
também observado que € necessario assegurar que o teor de etanol da lavagem inicial
nao seja alto o suficiente para causar a precipitacdo de NaOH.

[0046]Apds a primeira lavagem ser concluida, € necessario continuar a lavar
o substrato de celulose até que um pH neutro seja alcangado. Verificou-se que em
alguns casos foi mais eficaz a transi¢ado da primeira lavagem para lavagens com cos-
solventes, incluindo niveis mais elevados de agua, eventualmente antes da lavagem
somente com agua.

[0047]Também foi verificado que o grau em que a celulose é firmemente agre-
gada e, portanto, sua recalcitréncia, esta relacionada com a temperatura mais alta a
qual a celulose é exposta durante o isolamento (5). Vide, FIGs. 3 e 4 tomadas a partir
da referéncia de Atalla et al. (5). A FIG. 3 mostra a redugdo dramatica da largura na
meia altura do pico de difracdo primario de celuloses nativas como um resultado do
recozimento a 150°C. A largura a meia altura para a reflexdo mais proeminente nos
padroes de difracdo de pd de celuloses de madeira sempre foi considerada como um

dos indices mais sensiveis do grau de coeréncia da ordem dentro da celulose nas
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paredes celulares da madeira. A FIG. 4 mostra como a largura a meia altura diminui
na medida em que a temperatura de tratamento aumenta. Desse modo, em esséncia,
a recalcitrancia de uma amostra de celulose esta diretamente correlacionada com a
temperatura de isolamento.

[0048]Uma vez tratada e lavada, o grau em que a celulose tratada se tornou
mais acessivel, ou seja, descristalizou, pode ser avaliado. Métodos analiticos simples,
tais como a perda de peso mediante a hidrélise enzimatica, podem e foram usados
como medida de sucesso na descristalizagao da celulose. Métodos que usam a aces-
sibilidade ao 6xido de deutério (D20) da celulose descristalizada também podem ser
usados. Embora estes métodos possam classificar os tratamentos, a facilidade com
que de o deutério troca com o hidrogénio sugere que o uso de D20 pode resultar em
exagerar o grau de acessibilidade. Foi verificado que o etilenoglicol deuterado
(OHCD2CD20H) adequadamente avalia o grau de acessibilidade para a agdo enzima-
tica.

[0049]A0 utilizar métodos deuterados, as medidas mais comuns de acessibi-
lidade tém contado com a observagao do acesso aos grupos de hidroxila celuldsicos
com base na perfusao de amostras com D20 (4). Embora esta seja uma medida util,
uma medida mais confiavel é baseada na acessibilidade as moléculas maiores do que
o ion D*. Tais moléculas incluem adequadamente o metanol perdeutério (CD3OH),
etilenoglicol perdeutério (CD20HCD20H) e glicerol perdeutério
(CD20HCDOHCD20H), que podem ser adicionados as amostras celuldsicas pré-tra-
tadas em solucio de H20, e permitiu alcangar o equilibrio. A quantidade de moléculas
deuteradas dentro das amostras de celulose € monitorada através da medicdo dos
espectros de Raman das amostras na regido entre 2300 e 2700 cm' onde nao havera
nenhuma interferéncia de quaisquer outros grupos funcionais. A preparagao das
amostras perdeuteradas de alcoois ou polidis pode ser realizada por refluxo em D20

sobre niquel de Raney.
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[0050]0 metanol perdeuterado é disponivel comercialmente, e a perdeutera-
¢ao de glicol e glicerol pode ser realizada como descrito acima. O metanol perdeute-
rado € usado em medi¢cdes baseadas no uso de outras celuloses que sdo padrdes
comuns, tais como Avicel, que € derivada da dissolugao de polpas e p6é de Whatman
CF-1, que é derivado do linter de algoddo. Estes padrdes sao pré-inchados usando
protocolos conhecidos.

[0051]Como a maioria das enzimas € maior em tamanho do que as moléculas
usadas para avaliar a acessibilidade de celulose, um ensaio foi desenvolvido para as
transformacdes das celuloses mais estreitamente relacionado com a atividade das
enzimas. Em tal ensaio, as celuloses pré-tratadas e lavadas sao incubadas com celu-
lases representativas de Aspergillus niger e Trichoderma reesi para avaliar o efeito
das transformacdes sobre a suscetibilidade a acao enzimatica. Como observado an-
teriormente, a disponibilidade aumentada de celuloses para as enzimas hidroliticas
deve aumentar a taxa de conversdo em agucares pelo menos uma ordem de magni-
tude ou mais.

[0052]Referéncia é feita novamente a FIG. 2 em que é observado que uma
porcao do alcool, por exemplo, o etanol, produzido, ou seja, numero de referéncia 118,
pode ser usada na etapa de descristalizacdo 102 como o cossolvente. Sendo assim,
de acordo com modalidades da invengao, todo o processo de conversao de celulose
pode ter adequadamente um loop de realimentagdo para o fornecimento de cossol-
vente para o processo de pré-tratamento.

[0053]Note-se que uma barreira a implementacdo econdmica de hidrélise en-
zimatica da celulose é a natureza bifasica do processo quando as celuloses sdo sub-
metidas a enzimas hidroliticas em uma base continua em um processo em batelada.
Os tempos de residéncia muito longos requeridos para a segunda fase resultam na
necessidade de tanques de armazenamento muito grandes para acomodar o tempo

necessario para que a segunda fase seja concluida. Em uma outra modalidade, prevé-
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se que tempos de residéncia muito longos das reag¢des de hidrolise enzimatica, devido
a sua natureza bifasica podem ser reduzidos pelo uso do processo de tratamento de
acordo com as modalidades da invencao. Para superar essa barreira, a aplicagao de
enzimas pode adequadamente ser realizada em multiplos estagios, com os substratos
celuldsicos submetidos ao tratamento de acordo com as modalidades da invengao
entre estagios.

[0054]Pelo menos trés de tais processos de multiplos estagios sdo contem-
plados. Como mostrado na FIG. 5, uma primeira aplicagcao de hidrélise enzimatica é
realizada em um primeiro estagio antes de um pré-tratamento, conforme descrito
neste documento para tirar vantagem da fase relativamente rapida inicial na da hidré-
lise enzimatica. Quando a taxa de hidrélise diminuiu no inicio da segunda fase, o re-
siduo celuldsico solido foi separado e pré-tratado como descrito aqui, e entéo foi re-
combinado com a corrente de liquido sobrenadante separada dos sdlidos no final da
primeira fase. Especificamente, um material celulésico 100 € submetido a hidrélise
enzimatica 112 com a celulose até que a primeira fase da hidrolise enzimatica comece
a diminuir. Na etapa 120, a mistura de reagao € separada em celulose residual 122 e
o restante 128 de celulases e glicose. A celulose residual 122 é submetida a descris-
talizagao 124, conforme ilustrado na FIG. 2, para produzir uma celulose residual des-
cristalizada 126 que é submetida a hidrolise enzimatica 130 novamente, utilizando a
solucédo enzimatica restante 128. Os produtos de agucar sao fermentados entdo na
etapa 114 para produzir etanol celulésico 118.

[0055]Uma modalidade de um segundo processo de multiplos estagios é mos-
trada na FIG.6, e baseia-se na repeticdo do processo de descristalizagado descrito aqui
entre os estagios hidroliticos. Na etapa 132, uma celulose descristalizada 108, como
descrito aqui, € exposta as enzimas por um periodo correspondente a fase inicial da
hidrolise rapida. Em seguida, na etapa 134, a celulose residual 136 € separada do

meio liquido contendo enzima 142 por filtragdo ou centrifugacdo. A celulose residual
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136 é entdo submetida a um segundo ciclo de descristalizag&o na etapa 138, conforme
ilustrado na FIG. 6, para produzir uma celulose residual descristalizada 140, que, por
sua vez, € novamente exposta a solugdo de agua tamponada contendo enzima 142
para hidrélise enzimatica para glicose na etapa 144 antes da fermentagao para etanol
celulésico 118 na etapa 114. Prevé-se que a hidrolise novamente ocorre em uma taxa
rapida de modo que a hidrélise da celulose pode ser concluida em um periodo muito
menor do que no caso de uma hidrolise em unico estagio. Sendo assim, um dos mai-
ores fatores de custo nos processos baseados nos modelos atuais, que precisam de
periodos de armazenamento ou tempos de residéncia muito longos na solugao enzi-
matica, € superado e significativamente reduzido.

[0056]Uma modalidade de terceiro processo de multiplos estagios € mostrada
na FIG. 7, e inclui uma mistura em contracorrente da celulose e das solugbes enzima-
ticas. Na etapa 146, uma celulose descristalizada 108, como aqui descrito, € exposta
as enzimas. Na etapa 148, a celulose residual 150 € separada do meio liquido con-
tendo enzima 149 por filtracdo ou centrifugacado. A celulose residual 150 € submetida
a um segundo ciclo de descristalizagdo na etapa 152 para produzir uma celulose re-
sidual descristalizada 154, que por sua vez € novamente exposta a solugdo de agua
tamponada contendo enzima na etapa 156. Como mostrado na FIG. 7, a enzima
fresca pode ser usada na etapa 156 no segundo estagio do tratamento, e apds o se-
gundo estagio de tratamento, a celulose residual 160 &€ separada na etapa 158, e en-
tdo é introduzida em um segundo ciclo de descristalizagdo 152 para produzir uma
celulose residual descristalizada 154 e, em seguida, é reintroduzida na solugéo enzi-
matica 156. Além disso, apds a filtragcdo ou a dissolugdo completa na etapa 158 da
celulose, a solugao enzimatica 102 é reaplicada a celulose descristalizada na etapa
146. Os produtos de acucar sdo fermentados entdo na etapa 114 para produzir etanol
celulésico 118. Essa abordagem reduz a quantidade de enzima necessaria para a

conversdo da celulose em glicose. O custo das enzimas € outra grande barreira
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econdmica para processos baseados em modelos atuais.

[0057]A modalidade especifica neste terceiro processo de multiplos estagios
dependera da natureza da matéria-prima celuldsica. Se a celulose for relativamente
pura, prevé-se que a conversao pode ser concluida antes da solugdo que contém
enzima seja adicionada a celulose descristalizada recentemente. No entanto, se a
matéria-prima contém outros componentes da matéria lignocelulésica, um estagio de
filtragdo ou centrifugacao seria necessario antes de usar a solugdo de enzima a partir
do segundo estagio para tratar a matéria-prima no primeiro estagio.

[0058]Uma modalidade da invengao € também contemplada como um kit, o
kit incluindo um alcali em um cossolvente de alcool/agua, enzimas de celulase, um ou
mais floculantes e as instru¢des para descristalizar a celulose para produzir uma ce-
lulose descristalizada e instrugcdes para hidrolisar a celulose descristalizada para pro-
duzir um produto de hidrdlise.

[0059]E ainda previsto que um tratamento similar pode tornar a celulose mais
acessivel para as solugdes de catalisadores homogéneos que podem ser usados para
transformar a matéria-prima de celulose em outras formas. Por exemplo, a celulose
descristalizada como descrito aqui pode ser mais facilmente penetrada pelos sistemas
cataliticos para reforma-la em hidrocarbonetos. Tal processo poderia fazer uso possi-
vel da vasta quantidade de recursos celulésicos como matérias-primas para a reforma
catalitica para gerar biocombustiveis, tais como o diesel, gases combustiveis, tais
como o hidrogénio, e outros tipos de produtos quimicos de alto valor. Sendo assim,
em algumas modalidades, um método de produgao de biocombustiveis celuldsicos é
fornecido. O método inclui o tratamento de um material celulésico com um alcali em
um sistema de cossolvente de alcool/agua para produzir uma celulose descristalizada,
lavagem da celulose descristalizada para remover o alcali; hidrolise da celulose em
glicose e celo-oligodextrinas; e reforma catalitica de glicose e celo-oligodextrinas em

hidrocarbonetos.

Peticao 870200130487, de 16/10/2020, pag. 30/54



20/33

[0060]Como observado acima, uma barreira para o uso muito mais amplo da
celulose como matéria-prima na fabricagc&o de fibras ou filmes € a dificuldade de so-
lubilizagdo da celulose em um sistema ambientalmente aceitavel. Os sistemas mais
usados fora dos Estados Unidos baseiam-se no processo secular de xantato de celu-
lose, que € questionavel ambientalmente, porque a regeneragao da celulose a partir
da solugéo resulta na formagéao de sulfeto de hidrogénio, e outros subprodutos téxicos.
O mais recente sistema de metil morfolina-N-6xido desenvolvido depende de um sol-
vente complexo e caro que € propenso a explosao se as condi¢gdes n&do séo cuidado-
samente controladas. Por outro lado, o sistema de cossolvente usado aqui € ambien-
talmente benigno. Prevé-se que este sistema pode alterar drasticamente a economia
de fabricag&o de rayon e celofane, bem como de biocombustiveis como aqui descrito.

[0061]Os exemplos a seguir, que ndo devem ser interpretados como limitantes
do escopo de aplicacédo da invencao, explicam melhor as modalidades da invengao.
Além disso, todos os processos experimentais podem ser ainda otimizados para a
eficiéncia e espera-se que o processo de aumento de economia seja alcangado com
um maior melhoramento da eficiéncia da conversao de celulose em acucares.

Exemplos

[0062]Experimentos para demonstrar a redu¢ao da recalcitrancia da celulose
foram realizados em dois estagios. O primeiro incluiu o processo de tratamento de
celulose nativa. O segundo avaliou a consequéncia deste tratamento pela exposi¢céo
das amostras de celulose tratadas as enzimas hidroliticas e medi¢cao de sua perda de
peso em comparagao com um controle consistindo em celulose nativa nao tratada da
mesma fonte.

[0063]A celulose escolhida como substrato para o primeiro Exemplo foi a partir
da amostra de Avicel PH 1, que tem sido usada como um padrao no laboratério do
inventor desde 1970 e foi fornecida pela American Viscose Company (Marcus Hook,

PA). Trata-se de uma celulose microcristalina geralmente fabricada por hidrélise acida
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de uma polpa de madeira resinosa do norte de elevado grau de dissolu¢ao de elevada
pureza seguido pela desintegragcdo mecanica das fibras de polpa e pulverizagéo a
seco da dispersao resultante de fragmentos de fibra. Este tipo de celulose foi esco-
Ihido porque o Avicel tornou-se um substrato padrdo em estudos de hidrolise enzima-
tica de celulose e é representativo da maioria das celuloses derivadas de polpas re-
calcitrantes. Em um segundo conjunto de Exemplos, um derivado de polpa kraft de
papel higiénico foi usado. Em outro Exemplo, uma polpa organosolv foi usada.

[0064]As enzimas usadas nas avaliagbes foram uma celulase do fungo Tri-
choderma reesi comprada de Worthington e uma glicosidase derivada de améndoas
disponibilizada por Sigma Aldrich.

Exemplo 1: Descristalizacio

[0065]Uma solucéo preparada para o tratamento da Avicel foi uma solugao
1,5 N de hidréxido de sodio (NaOH) em uma mistura de etanol (CH3CH20H) e agua
que foi de etanol a 75% em volume. Para preparar a solugéo de tratamento, etanol e
agua foram misturados e, a seguir, 6 g de NaOH foram dissolvidos em 100 ml da
mistura de solvente.

[0066]0O processo de tratamento foi o seguinte: 1 g de Avicel foi colocado em
um béquer de 300 ml. Para isso, 50 ml da solugao de tratamento foram adicionados.
O Avicel foi deixado assentar-se na solugcao de tratamento por 15 minutos. Posterior-
mente, a solugao foi decantada e substituida por 100 ml da mistura de solventes (75%
de etanol, 25% de agua). Esta solugéo foi deixada assentar-se por alguns minutos
para permitir a difusdo do NaOH fora da celulose.

[0067]0 solvente foi entdo decantado e o processo foi repetido duas vezes
quando entdo o pH foi de aproximadamente 8. Apds a decantagao do solvente pela
ultima vez, uma solucédo de tampéao de acetato de amdnio 0,05 M em um pH de 5 foi
adicionada, o pH foi de 5,4 apds a lavagem com o tamp&o. A solugao tampé&o foi de-

cantada e 30 ml de tampéao foram novamente adicionados, o pH foi entdo determinado
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ser 5,0.

[0068]A dispersao de celulose em 30 ml do tampéo foi transferida para um
tubo de centrifugagdo com 50 ml polipropileno e tampao foi adicionado até o nivel de
40 ml. Enzimas hidroliticas foram adicionadas ao tubo. Estas enzimas foram 0,2 g de
celulase (108 py / mg) e 0,1 g de B-glicosidase (6 p / mg).

[0069]Uma amostra de controle de 1 g de Avicel n&o tratada também foi colo-
cada em um tubo de centrifugagdo com 50 ml polipropileno, e 40 ml de tampao foram
adicionados ao tubo, seguido de adicdo da mesma quantidade de enzimas tal como a
amostra de teste.

[0070]Os dois tubos de centrifuga foram hermeticamente fechados com suas
tampas, e inseridos em uma incubadora com agitagao tipo Vortemp 1550. Os conteu-
dos dos tubos foram incubados a 45°C e agitados a uma velocidade de 900 rpm. Ve-
rificou-se a necessidade de agitar a 900 rpm para manter as particulas de celulose
microcristalina adequadamente dispersas.

[0071]Para um primeiro experimento a incubacgao foi de 41 horas e para um
segundo, a incubagao foi de 13 horas.

[0072]Apds a incubacgéo, as duas dispersdes foram divididas em 8 porcdes
em tubos de centrifuga de 15 ml. Os tubos foram inseridos em uma centrifuga e cen-
trifugados durante 2 minutos a 3800 rpm. O liquido de tamp&o-enzima foi decantado
a partir de cada tubo e substituido por etanol a 95%, redisperso e centrifugado nova-
mente; isso foi feito duas vezes para cada uma das amostras. O etanol ultimo decan-
tado foi substituido com acetona seguido de dispers&o na acetona.

[0073]As dispersdes de acetona foram, por sua vez, vertidas em cadinhos ta-
rados com filtros de fundo de vidro sinterizados; os filtros de cadinho foram montados
em um frasco a vacuo com vacuo total aplicado durante a filtragdo. Os cadinhos foram
entdo transferidos para um forno a vacuo com vacuo total aplicado, aquecidos a

105°C, e mantidos a essa temperatura sob vacuo durante a noite.
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[0074]As amostras foram entdo pesadas em uma balanca analitica, e a perda
de peso foi tomada como uma medida da converséo de celulose em glicose e olig6-
meros soluveis.

[0075]Deve ser observado que a solugéo 1,5 M (ou 1,5 N) de NaOH na mistura
de solventes foi escolhida porque a celulose microcristalina de Avicel foi derivada de
uma polpa de dissolugéo. A celulose microcristalina feita de linteres de algodao tendo
sido usada, seria necessario usar uma solugdo 2 M (ou 2 N) de NaOH no solvente.
Inversamente, se a celulose tivesse sido isolada a partir de uma planta herbacea, em
uma temperatura muito mais proxima a temperatura ambiente, uma solu¢gdo 1M (ou
1N) a poderia ter sido adequada. Esta variabilidade na normalidade requerida para o
pré-tratamento de celulose reflete a grande diversidade no nivel de agregacgéo de ce-
lulose a partir de fontes diferentes e com histérias diferentes em dominios semicrista-
linos.

Resultados

[0076]Como mencionado acima, os pesos iniciais das amostras de teste e de
controle foram de 1 g cada. Os pesos ap0s a exposicdo a mistura de enzimas a 45°C
sao apresentados abaixo na Tabela 1.

[0077]Tabela 1

Tempo de incubagdo  Controle Pré-tratamento A
13 h 0,535¢ 0,408 g 0,127 g
41 h 0,251 g 0,189 ¢ 0,062 g

onde A representa a diferenga na perda de peso entre as amostras de con-
trole e de pré-tratamento. Assim, em ambos os casos, a perda de peso da amostra
tratada como descrito aqui foi significativamente maior do que a da amostra de con-
trole.

[0078]0s resultados demonstraram que a perda de peso para ambas as

amostras durante a primeira exposig¢ao por 13 h foi significativamente maior do que a

Peticaio 870200130487, de 16/10/2020, pag. 34/54



24/33

perda durante a outra exposicao por um periodo adicional de 28 horas. Isso é tipico
da natureza bifasica da agao da enzima sobre celulose, onde a taxa de conversio de
glicose ou oligbmeros soluveis ocorre rapidamente de inicio, mas depois 0s niveis vao
para uma taxa muito mais lenta. Os resultados destes experimentos demonstram que
o tratamento de descristalizagdo aqui descrito aumenta a desordem em substratos de
celulose, e os torna mais suscetiveis a hidrolise enzimatica por celulases.

Exemplo 2: Um Processo de Dois Estagios

[0079]A solucéo preparada para o tratamento de Avicel foi uma solugdo 1,5 N
de hidroxido de sédio (NaOH) em uma mistura de etanol (CH3CH20H) e agua que era
de etanol a 75% em volume. Para preparar a solugio de tratamento, mistura-se etanol
e agua, e depois se dissolve 6 g de NaOH por 100 ml de mistura de solventes.

[0080]O processo de tratamento foi 0 seguinte: 2 amostras de 1 g cada uma
de Avicel foram colocadas em tubos de centrifuga de 50 ml, uma amostra experimen-
tal e uma amostra de controle. Para cada um, 45 ml de tampao acetato de aménio
0,05 N com pH de 5,01 foram adicionados. Ambos os tubos receberam 0,15 g de
celulase, que foi ensaiada em 136 p / mg DW, sem nenhuma (-glicosidase suplemen-
tar.

[0081]JAmbas as amostras foram colocadas em uma incubadora de agitagcéo
do tipo Vortemp 1550. As amostras foram incubadas a 50°C e agitadas a uma veloci-
dade de 900 rpm. A incubacéo inicial foi de 5,5 horas.

[0082]Apds o periodo inicial de incubacéo, a amostra experimental foi remo-
vida da incubadora e resfriada em um banho de gelo para interromper a agdo enzima-
tica. A amostra experimental foi entdo colocada em uma centrifuga e centrifugada a
4500 rpm para extrair o sobrenadante. O sobrenadante foi decantado e reservado
para mais tarde retornar ao tubo de amostra.

[0083]Foram adicionados 50 ml da solu¢éo de tratamento de NaOH ao tubo

de amostra, e o tubo foi agitado por 5 minutos, apds o que foi colocado de volta na
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centrifuga para extrair a solugédo de tratamento.

[0084]Posteriormente, a solucéo foi decantada e substituida com 50 ml da
mistura de solventes (75% de etanol, 25% de agua). A solugao foi agitada por 5 minu-
tos para permitir a difusdo do NaOH da celulose. A solugao foi entdo centrifugada a
4500 rpm.

[0085]0 solvente foi entdo decantado e o processo foi repetido duas vezes.
Apods a ultima decantacado do solvente, uma solugdo tampao de acetato de aménio
0,05 M em pH de 5,01 foi adicionada, o pH foi de 8,4 apds a dispersao da amostra no
tampdo. A solugcédo tampéao foi centrifugada e decantada e 40 ml de tamp&o foram
novamente adicionados, o pH determinado foi de 5,15. Esse ciclo foi repetido mais
uma vez, apos o qual o pH da amostra em tampao foi de 5,04. O tampao foi entédo
retirado.

[0086]A solucédo enzimatica de sobrenadante extraida previamente foi devol-
vida ao tubo de amostra e a incubacédo foi retomada a 50°C e 900 rpm. A segunda
fase de incubacéo durou 2,5 horas.

[0087]Apds a incubacédo, os tubos com amostra de controle e experimental
foram inseridos em uma centrifuga e centrifugados durante 2 minutos a 4500 rpm. O
liquido enzima-tampé&o foi decantado de cada tubo, e os solidos remanescentes foram
vertidos em papel de fibra de vidro tarado para secar em um forno de microondas com
uma balanga analitica embutida, com a perda de peso tomada como uma medida da
conversdo da celulose em glicose e oligbmeros soluveis.

Resultados:

[0088]Como observado acima, os pesos iniciais da amostra de teste e de con-
trole foram de 1 g cada. O peso apos a exposigdo a mistura enzimatica a 50°C é
apresentado a seguir na Tabela 2.

[0089]Tabela 2

Tempo de incubagao Controle  Pré-tratamento A
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8h 0,529 0,269 g 0,26 g
onde A representa a diferenca na perda de peso entre as amostras de controle
e de pré-tratamento. Assim, a perda de peso da amostra tratada como descrito aqui
foi significativamente maior do que a amostra de controle.

Exemplo 3: Um Tratamento de Dois Estagios Usando um Papel de Polpa de

Kraft

[0090]A solucéo preparada para o tratamento de papel higiénico (marca Cot-
tonelleTM) foi uma solugdo 1,5 N de hidroxido de sodio (NaOH) em uma mistura de
etanol (CH3sCH20H) e agua com etanol a 75% em volume. A preparagéo da solugéo
de tratamento foi a mesma descrita nos exemplos anteriores.

[0091]O procedimento de tratamento foi o seguinte: 2 amostras (uma de con-
trole e uma experimental) de papel higiénico foram pesadas e, em seguida, cortadas
em pequenos pedacgos e colocadas em tubos de centrifuga de 50 ml. Os tubos foram
preenchidos com agua e colocados em uma incubadora de agitagédo do tipo Vortemp
1550 a temperatura ambiente a 900 rpm e deixadas dispersar durante a noite.

[0092]Cada tubo foi preenchido até a marca de 50 ml com tamp&o de acetato
de amdnia 0,05 N com pH de 5,01. Ambos os tubos receberam 0,125 g de celulase,
que foi avaliada em 136 p / mg DW, sem nenhuma (3-glicosidase suplementar. Ambas
as amostras foram colocadas na incubadora Vortemp. As amostras foram incubadas
a 50°C e agitada a uma velocidade de 900 rpm. A incubac&o inicial foi de 4,25 horas.

[0093]Apds o periodo de incubacéo inicial, ambas as amostras foram retiradas
da incubadora e resfriadas em um banho de gelo para interromper a acdo enzimatica.
A amostra experimental foi entdo colocada em uma centrifuga e centrifugada a 4500
rpm para extrair o sobrenadante. O sobrenadante foi decantado e reservado para mais
tarde retornar ao tubo de amostra.

[0094]0O tubo de amostra, em seguida, teve 50 ml de solugao de tratamento

de NaOH adicionados, e foi agitado por dois minutos, apés o que o mesmo foi
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colocado de volta na centrifuga para extrair a solugdo de tratamento.

[0095]Posteriormente, a solucéo foi decantada e substituida com 50 ml da
mistura de solventes (75% de etanol, 25% de agua). A solugao foi agitada por 2 minu-
tos para permitir a difusdo do NaOH da celulose.

[0096]0 solvente foi entdo decantado e o processo foi repetido duas vezes.
Apos a decantacido do solvente pela ultima vez, uma solugdo tampao de acetato de
amoénio 0,05 M em um pH de 5,01 foi adicionada, o pH foi 6,4 apos a dispersao da
amostra no tampao. A solugéo tampao foi centrifugada e decantada e 40 ml de tampé&o
foram novamente adicionados, o pH determinado foi 5,23. A solugdo enzimatica so-
brenadante extraida previamente foi devolvida ao tubo de amostra e a incubagao foi
retomada a 50°C e 900 rpm. A segunda fase de incubagéo durou aproximadamente
9,5 horas.

[0097]Apds a incubacio, ambos os tubos de amostras controle e experimental
foram inseridos em uma centrifuga e centrifugados por 2 minutos a 4500 rpm. O li-
quido enzima-tampé&o foi decantado de cada tubo e os solidos remanescentes foram
vertidos em papel de fibra de vidro tarado para secar em um forno de microondas com
uma balanga analitica embutida, com a perda de peso tomada como uma medida da
conversao da celulose em glicose e oligbmeros soluveis.

Resultados:

[0098]Os pesos iniciais das amostras de teste e de controle, juntamente com

0S pesos apos a exposicao a mistura enzimatica a 50°C sao apresentados abaixo na

Tabela 3.
[0099]Tabela 3
Peso inicial Peso final% de converséo
Controle 1,021 ¢ 0,314 g 69,25%
Pré-tratamento 1,026 g 0,226 g 77,97%

[00100]A diferenca no percentual de peso da amostra restante demonstra que
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a conversdo da amostra tratada como descrito aqui foi maior do que a amostra de
controle.

Exemplo 4: Um tratamento estagio Unico Usando um Papel de Polpa Kraft

[00101]Uma solucéo preparada para o tratamento de papel higiénico (marca
CottonelleTM) foi uma solug&o 1,5 N de hidroxido de sddio (NaOH) em uma mistura
de etanol (CH3CH20H) e agua com etanol a 75% em volume. A preparagao da solugéo
de tratamento foi a mesma descrita nos exemplos anteriores.

[00102]O procedimento de tratamento foi o seguinte: 2 amostras (uma de con-
trole e uma experimental) de papel higiénico foram pesadas e, em seguida, cortadas
em pequenos pedacgos e colocadas em tubos de centrifuga de 50 ml. Os tubos foram
preenchidos com agua e colocados em uma incubadora de agitagédo do tipo Vortemp
1550 a temperatura ambiente a 900 rpm e deixadas dispersar durante a noite.

[00103]A amostra experimental foi colocada em uma centrifuga por 2 minutos
a 4500 rpm e a agua extraida foi decantada. O tubo foi preenchido novamente com
etanol de prova 200, e agitado por 5 minutos a 900 rpm, depois o que o tubo foi cen-
trifugado novamente, o etanol foi decantado, e em seguida o tubo foi preenchido com
uma mistura de 75% de etanol e 25% de agua, a mistura foi agitada por 5 minutos,
centrifugada e decantada novamente.

[00104]0 tubo de amostra, em seguida, tinha 50 ml da solug&o de tratamento
com NaOH adicionados, e foi agitada por 5 minutos, apds o que foi colocada de volta
na centrifuga para extrair a solugdo de tratamento. Posteriormente, a solugao foi de-
cantada e substituida com 50 ml da mistura de solvente (75% de etanol, 25% de agua).
A solucéo foi agitada por 5 minutos para permitir a difusdo do NaOH da celulose.

[00105]0 solvente foi entdo decantado e o processo foi repetido duas vezes.
Apds a decantacdo do solvente pela ultima vez, uma solugdo tampao de acetato de
amoénio 0,05 M em um pH de 5,01 foi adicionada, o pH foi 12,63 apods a disperséo da

amostra no tampao. A solugéo tampao foi centrifugada e decantada e 40 ml de tampé&o
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foram novamente adicionados, o pH determinado foi 9,37. Esse ciclo foi repetido 4
vezes mais, com o pH determinado em 6,02, 5,29, 5,14, e, em seguida, 5,05 no ultimo
ciclo.

[00106]Cada tubo foi preenchido até a marca de 50 ml com a mesma solugao
tampao de acetato de aménia. Ambos os tubos receberam 0,125 g de celulase, que
foi ensaiada em 136 p / mg DW, sem nenhuma [3-glicosidase suplementar. Ambas as
amostras foram colocadas na incubadora de agitagdo do tipo Vortemp 1550. As amos-
tras foram incubadas a 50°C e agitadas a uma velocidade de 900 rpm por uma incu-
bacao total de 16 horas e 25 minutos.

[00107]Apds a incubagao, os tubos de amostras de controle e experimental
foram inseridos em uma centrifuga e centrifugados durante 2 minutos a 4500 rpm. O
liquido de enzima-tampao foi decantado de cada tubo, e os solidos remanescentes
foram vertidos em papel de fibra de vidro tarado para secar em um forno de microon-
das com uma balanca analitica embutida, com a perda de peso tomada como uma
medida da conversao da celulose em glicose e oligdmeros soluveis.

Resultados:

[00108]Os pesos iniciais das amostras de teste e de controle, juntamente com
0S pesos apods a exposicao a mistura enzimatica para 16 horas e 25 minutos a 50°C

sao apresentados abaixo na Tabela 4.

[00109]Tabela 4

Peso inicial Peso final % de convers&o
Controle 1,020 g 0,367 g 64,02%
Pré-tratamento 1,017 g 0,225¢ 77,88%

[00110]A diferenca no percentual de peso da amostra restante demonstra que
a conversdo da amostra tratada como descrito aqui foi maior que a da amostra de
controle.

Exemplo 5: Um Tratamento de Dois Estagios Usando uma Polpa Organosolv
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[00111]Uma polpa organosolv (por exemplo, Patente US No. 4,100,016) foi
tratada inicialmente com clorito de sodio para deslignificar a mesma, apds o que a
mesma foi deixada ao ar seco. O tratamento clorito de s6dio € uma técnica de clarea-
mento suave, bem estabelecida. Duas amostras (uma de controle e uma experimen-
tal) foram pesadas a partir da polpa seca, deslignificada resultante.

[00112]Uma solugéo preparada para o tratamento da polpa organosolv des-
lignificada foi uma solu¢do 1,5 N de hidroxido de sédio (NaOH) em uma mistura de
etanol (CH3CH20H) e agua com etanol a 75% em volume. A preparac¢ao da solugéo
de tratamento foi a mesma descrita nos exemplos anteriores.

[00113]O procedimento de tratamento foi o seguinte: 2 amostras (uma de con-
trole e uma experimental) de polpa foram pesadas e, em seguida, colocadas em tubos
de centrifuga de 50 ml. Os tubos foram preenchidos com agua e colocados em uma
incubadora de agitagao do tipo Vortemp 1550 a temperatura ambiente a 900 rpm e as
amostras foram deixadas dispersar por dois dias. Apos a dispersdo, ambos os tubos
foram colocados em uma centrifuga e centrifugados a 4500 rpm por cerca de 3 minu-
tos, apos o que a agua foi decantado.

[00114]Cada tubo foi preenchido até a marca de 50 ml com tampé&o de acetato
de amoénia 0,05 N com pH de 5,01. Ambos os tubos receberam 0,2 g de celulase, que
foi ensaiada em 136 p / mg DW, sem nenhuma [3-glicosidase suplementar. Ambas as
amostras foram colocadas na incubadora Vortemp. As amostras foram incubadas a
50°C e agitadas a uma velocidade de 900 rpm. A incubacgéo inicial foi de 5,5 horas.

[00115]Apds o periodo de incubagao inicial, ambas as amostras foram retira-
das da incubadora. A amostra experimental foi entdo colocada em uma centrifuga e
centrifugada a 4700 rpm para extrair o sobrenadante. O sobrenadante foi decantado
e reservado para mais tarde retornar ao tubo de amostra.

[00116]0O tubo de amostra, em seguida, teve 50 ml de solugédo de tratamento

de NaOH adicionados, e foi agitado por 2 minutos, apds o0 que o mesmo foi colocado
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de volta na centrifuga para extrair a solugao de tratamento.

[00117]Posteriormente, a solugao foi decantada e substituida com 50 ml da
mistura de solventes (75% de etanol, 25% de agua). A solugao foi agitada por 2 minu-
tos para permitir a difusdo do NaOH da celulose.

[00118]0O solvente foi entdo decantado e o processo foi repetido duas vezes.
Apos a decantacido do solvente pela ultima vez, uma solugdo tampao de acetato de
amoénio 0,05 M em um pH de 5,01 foi adicionada, o pH foi 7,32 apo6s a dispersao da
amostra no tampao. A solugéo tampao foi centrifugada e decantada e 40 ml de tampé&o
foram novamente adicionados, o pH determinado foi 5,18. A solugéo enzimatica so-
brenadante extraida previamente foi devolvida para o tubo de amostra e a incubacéao
foi retomada a 50°C e 900 rpm. A segunda fase de incubagéo durou aproximadamente
3,5 horas.

[00119]Apds a incubacgdo, ambos os tubos de amostras de controle e experi-
mental foram inseridos em uma centrifuga e centrifugados durante 2 minutos a 4500
rom. O liquido de enzima-tampé&o foi decantado de cada tubo, e os solidos remanes-
centes foram vertidos em papel de fibra de vidro tarado para secar em um forno de
microondas com uma balanga analitica embutida, com a perda de peso tomada como
uma medida da conversdo da celulose em glicose e oligbmeros soluveis.

Resultados:

[00120]Os pesos iniciais das amostras de teste e de controle, juntamente com

0S pesos apos a exposicao a mistura enzimatica a 50°C sao apresentados abaixo na

Tabela 5.
[00121]Tabela 5
Peso inicial Peso final % de converséo
Controle 1,003 g 0,539 ¢ 46,26 %
Pré-tratamento 1,005 g 0,409 g 59,3 %

[00122]A diferenca no percentual de peso da amostra restante demonstra que
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a conversdo da amostra tratada como descrito aqui foi maior do que a amostra de
controlo.

[00123]A descricao acima é considerada como ilustrativa dos apenas dos prin-
cipios da invencao. Além disso, uma vez que inumeras modificagdes e mudancgas po-
dem prontamente ocorrer para aqueles versados na arte, ndo é desejado limitar a
invencao para a construgdo e operagao exata mostrada e descrita e, por conseguinte,
todas as modificagbes adequadas e equivalentes s&o consideradas como abrangidas
pelo escopo da invengdo. Varias caracteristicas e vantagens da invengao sao defini-
das nas reivindicagdes seguintes.

[00124]Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patentes referenciados
nesta especificacdo sao indicativas do nivel de habilidade comum na arte a qual per-
tence esta invengdo. Todas as publicagdes, patentes e pedidos de patente sdo aqui
expressamente incorporadas por referéncia na mesma medida, como se cada uma
das publicac¢des individuais ou pedido de patente fosse especificamente e individual-
mente indicada pela referéncia. Em caso de conflito entre a presente divulgacao e as
patentes, publicagdes e referéncias incorporadas, a presente divulgagdo deve coman-
dar.
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REIVINDICACOES

1. Método para desagregacdo ou descristalizacdo de celulose,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

tratar um material celulésico com um alcali em um sistema de cossolvente
para formar uma celulose descristalizada ou desagregada, o sistema de cossolvente
compreendendo agua e um segundo solvente miscivel em agua; e

lavar a celulose descristalizada ou desagregada com o cossolvente para re-
mover o alcali e estabilizar a celulose descristalizada ou desagregada em meio
aquoso.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que:

(i) o solvente miscivel em agua € um alcool primario, secundario ou terciario
ou um poliol; ou

(i) o solvente miscivel em agua é um solvente polar organico.

3. Celulose descristalizada ou desagregada CARACTERIZADA pelo fato de
que é produzida pelo método conforme definido na reivindicacao 1.

4. Kit para realizar o meétodo, conforme definido na reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o kit compreende um alcali em um cossolvente
de alcool/agua, enzimas celulase, um ou mais floculantes, e instrugées para descris-
talizar ou desagregar a celulose para produzir uma celulose descristalizada ou desa-
gregada e para hidrolisar a celulose descristalizada ou desagregada para produzir um
produto de hidrélise.

5. Método para producédo de biocombustiveis, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende:

a) hidrolisar um material celuldsico para formar glicose e uma celulose resi-
dual para o inicio de uma segunda etapa de hidrdlise cinética;

b) tratar a celulose residual por um periodo correspondente a primeira fase de
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uma hidrélise enzimatica bifasica com um alcali em um sistema de cossolvente de
alcool/agua para produzir uma celulose descristalizada ou desagregada;

c) lavar a celulose descristalizada ou desagregada com o cossolvente para
remover o alcali; e

d) hidrolisar a celulose descristalizada ou desagregada para glicose e celo-
oligodextrinas.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de
que a hidrélise da etapa (d) € efetuada com as enzimas da etapa (a).

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de
que:

(i) compreende ainda fermentar a glicose e as celo-oligodextrinas em alcodis;
ou

(i) compreende ainda reformar cataliticamente a glicose e as celo-oligodextri-

nas em hidrocarbonetos.
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Descristalizado
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Difratogramas de raios-x de polpa kraft branqueadas antes
e depois de tratamento de descristalizagéo.

FiG. 1
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Difratogramas de raios-x de celulose isolada a partir do pinheiro
do sul (C) controle reduzido a polpa a 60°C, (A) recozido aque-
cido até 150°C em agua.
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