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(57) Resumo: METODO DE PROCESSAMENTO DE MATERIAL LIGNOCELULOSICO AO USAR UM COMPOSTO CATIONICO.
A presente invencao refere-se a um método para a obtencéo de fragGes de aglcar e lignina a partir de materiais lignoceluldsicos e
a um método para a produgéo de ao usar os agucares obtidos a partir de lignocelulose. Em particular, a invengéo refere-se a um
método para aumentar o rendimento de aguUcar no hidrolisado enzimatico mediante a introducéo de uma etapa de pré-tratamento
de hidrdlise hidrotérmica com uma etapa de deslignificagdo usando um composto catidnico.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "METO-
DO DE PROCESSAMENTO DE MATERIAL LIGNOCELULOSICO AO
USAR UM COMPOSTO CATIONICO".

Campo da Invencao

[001] A presente invencéo refere-se a um método para a obten-
cdo de fracdes de acucar e lignina a partir de materiais lignoceluldsi-
cos e a um método para a producéo de ao usar 0s acucares obtidos a
partir de lignocelulose. O método também se refere a reciclagem de
uma corrente liquida alcalina obtida a partir do tratamento de desligni-
ficacdo do material lignocelulosico.

Antecedentes da Invencao

[002] A lignocelulose é o biopolimero mais abundante na terra. A
lignocelulose é o componente estrutural principal de plantas lenhosas
e de plantas ndo lenhosas tais como a grama. A biomassa lignocelul6-
sica refere-se a biomassa de planta que é composta de celulose, he-
micelulose e lignina. Grandes quantidades de residuos lignocelulosi-
cos sdo produzidas através das industrias de silvicultura, madeira e
polpa e papel e de praticas agricolas (por exemplo, palha, forragem,
bagaco de cana de acucar, debulho, cascas) e muitas agroindustrias.
Também os dejetos municipais contém fracdes que podem ser consi-
deradas como residuos de lignocelulose, tais como residuos de papel
ou papeldo, residuos de jardim ou residuos de madeira de construcao.
Os residuos lignocelulésicos, tais como residuos agricolas, oferecem a
producédo que nao de alimentos e ndo-ILUC (mudanca de uso indireto
da terra) para a producdo de biocombustiveis. Além disso, devido a
grande abundéancia e ao preco baixo, os residuos lignocelulésicos sao
0s materiais preferidos para a producdo dos biocombustiveis. Além
disso, as plantacdes lenhosas ou herbaceas para a producao de ener-
gia dedicada com produtividade de biomassa ganharam interesse co-

mo o uso de biocombustivel.
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[003] A producao de biocombustiveis, especialmente do etanol, a
partir de materiais lignocelulosico por meio de fermentacdes microbia-
nas tem sido estudada extensivamente. O maior desafio para a utiliza-
cao de lignocelulésicos para a producao microbioldgica de biocombus-
tiveis ou de materiais de partida de biocombustiveis reside na comple-
xidade do material de lignocelulose e sua resisténcia a biodegradacéo.
Na lignocelulose, as fibras de celulose (20 a 50% em peso seco da
planta) sdo embutidas na matriz covalentemente ligada de hemicelulo-
se (20 a 40%), pectina (2 a 20%) e lignina (10 a 25%), formando uma
estrutura muito resistente para a biodegradacéao.

[004] Além disso, os residuos do agucar de hemicelulose contém
uma mistura variada de hexoses (por exemplo, glicose, manose e ga-
lactose), e pentoses (por exemplo, arabinose e xilose) dependendo da
biomassa.

[005] Determinados micro-organismos podem produzir lipideos a
partir de moléculas organicas, tais como 0s acucares derivados da lig-
nocelulose. Determinados micro-organismos, tipicamente a levedura,
fungos ou bactérias, podem converter eficientemente os acucares C6
e C5 nos materiais lignocelulésicos em 6leo. O 6leo produzido por mi-
cro-organismos heterotroficos é frequentemente chamado éleo de uma
s6 célula ou 6leo microbiano. O processo de producédo do 6leo de uma
SO célula ao usar micro-organismos heterotroficos compreende o culti-
vo de micro-organismos em biorreatores ventilados, permitindo que as
células acumulem lipideos, colhendo as células ricas em lipideos e re-
cuperando o 6leo das células. Os lipideos a base de micro-organismos
(isto €, os Oleos de uma so célula) podem ser usados como materiais
brutos para a producdo de biocombustiveis tais como o biodiesel, o
diesel renovavel e o biocombustivel de jato.

[006] A producdo economicamente praticavel de biocombustiveis

a partir de materiais lignoceluldsico por meio da fermentacdo microbi-
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ana requer uma conversao eficiente de todos os constituintes de car-
boidratos principais dos materiais lignocelulésicos em biocombustiveis.
Por outro lado, a praticabilidade econ6mica da producao de biocom-
bustivel requer que todos os constituintes de carboidratos principais do
material lignoceluldsico tenham que ser convertidos em acgulcares, que
sao apropriados para a fermentacdo microbiana. Normalmente isso
significa quebrar (hidrolisar) as estruturas poliméricas de fracdes de
hemicelulose e de celulose para obter agicares monomericos.

[007] A técnica anterior descreve varios métodos, cujo objetivo é
a producédo de acgUcares a partir de materiais lignocelulésicos e 0 uso
de acUcares em um processo de fermentacdo microbiana.

[008] A publicacdo de patente W02010039783A1 descreve um
método para a producdo de acgucares fermentaveis a partir de materi-
ais lignocelulésicos, em cujo método a lignina dissolvida durante o tra-
tamento com alcali é adsorvida em um polimero de amido catiénico
antes de conduzir a fracdo celulésica para um tratamento de hidrdlise
enziméatica. A publicacdo ndo inclui a separacéo do liquido da desligni-
ficacdo alcalino depois do tratamento de deslignificacdo antes da hi-
drélise enzimatica para recuperar a lignina do liquido de deslignifica-
cdo, e para reciclar a corrente de liquido de volta ao tratamento de
deslignificacdo apos a recuperacédo da lignina com o composto catiéni-
co sem 0 a mudanca no pH. No método conhecido, a lignina adsorvida
nao € removida da fracdo celulosica antes do tratamento de hidrolise
enzimatica. De acordo com os ensinamentos do documento de patente
W02010039783A1, a adsorcéo de lignina realca o tratamento de hidro-
lise enzimatica.

[009] A publicacdo de patente IN217148B descreve um meétodo
para a separacao de lignina do licor preto de um processo de fabrica-
céo de polpa com uma combinacdo de um floculante tal como um po-

limero e um coagulante de amido catidnico tal como acido mineral com
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uma mudanca no pH até menos de um pH 6.

[0010] Um dos desafios principais na producéo de acgucares ligno-
celulésicos a partir de material lignoceluldsico consiste na provisao de
um processo que permite a producdo econdémica de hidrolisados de
acucar de alta qualidade, que podem ser usados em uma producéo
subsequente da etapa de fermentacdo. A alta qualidade dos hidrolisa-
dos de acucar significa que a quantidade de impurezas tais como fe-
nois e acidos deve estar abaixo da concentracao, a qual é toxica ao
micro-organismo usado na fermentacdo. A economia requer que 0O
consumo dos produtos quimicos usados na producao dos hidrolisados
deva ser mantida a um nivel baixo. Isso pode ser conseguido, por
exemplo, mediante a reciclagem de produtos quimicos de cozimento.
A praticabilidade econbmica também requer que a qualidade das cor-
rentes laterais, que ndo sdo usadas como matéria prima para a fer-
mentacdo microbiana, deva ser tdo elevada quanto possivel para per-
mitir a valorizacdo dessas correntes.

[0011] As tecnologias de pré-tratamento de lignocelulose do esta-
do da técnica foram projetadas para fermentacdes anaerobicas (etanol
celulésico). A producdo de Oleo microbiano difere das fermentagdes
anaerdbicas, uma vez que é um processo aerodbico (requer o oxigé-
nio). A presente invencéo descreve um processo de fracionamento de
lignocelulose que tem beneficios especialmente para bioprocessos ae-
rébicos, tal como a producédo de 6leo microbiano. A presente invencao,
no entanto, também é aplicavel aos bioprocessos anaerébicos.

Sumario da Invencao

[0012] O objetivo da presente invencédo consiste na provisdo de
um processo de fracionamento de lignocelulose, que resolva os pro-
blemas dos processos da técnica anterior que estao relacionados a um
baixo rendimento total de acucar do material lignoceluldsico e custos

guimicos elevados da colheita dos produtos que nao carboidratos.
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[0013] Um outro objetivo da presente invencdo consiste na provi-
sdo de um método que permita a producédo de hidrolisados de acgucar
a ser usados na producdo de 6leo microbiano com micro-organismos
heterotroficos.

[0014] Ainda um outro objetivo da presente invengao consiste na
provisdo de um processo de fracionamento com rendimento e produti-
vidade melhorados do tratamento de hidrolise enzimatica.

[0015] Ainda um outro objetivo da presente invencao consiste na
provisdo de um processo mais econdmico e versatil para a recupera-
cao e o valorizacéo de fragdes que nao de carboidratos de lignocelulo-
se.

[0016] Para atingir os objetivos acima mencionados, a invencao é
caracterizada pelas caracteristicas definidas nas reivindicacdes inde-
pendentes. Outras realizacOes preferidas sao apresentadas nas rei-
vindicagbes dependentes.

[0017] A invencao € baseada na constatacdo de que a lignina dis-
solvida no tratamento com alcali pode ser eficientemente precipitada
com um composto catibnico e que, depois da separacdo do material
precipitado, o licor alcalino pode ser reciclado de para a etapa de des-
lignificacdo alcalina. A reciclagem do licor alcalino melhora de maneira
significativa a economia da etapa de tratamento alcalino.

[0018] De acordo com a invencao, a lignina é precipitada a um pH
alcalino usando um composto catiénico. Além disso, a precipitacdo da
lignina com um composto catidnico e a separacdo do material precipi-
tado do licor alcalino pode ser conduzida a um pH alcalino sem a ne-
cessidade de mudar o pH. Isso permite uma reciclagem eficiente do
agente alcalino na etapa de tratamento alcalino do método de fracio-
namento de lignocelulose. Uma vez que o pH nao é alterado durante a
recuperacao da lignina, a quantidade de agente alcalino (fresco) da

composicdo para o tratamento alcalino € menor em comparacdo a um
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caso em que o pH tem que ser reduzido por compostos acidos para a
recuperacao de lignina.

[0019] A invencdo também é baseada na constatacdo surpreen-
dente que, com a separacdo da lignina antes da etapa de hidrolise en-
zimatica pelo tratamento com alcali, a eficiéncia da hidrélise enzimati-
ca das fragdes celuldsicas e a economia da fermentacéo aerdbica sédo
melhoradas de maneira significativa. O cultivo aerdbica econdmica é
melhorada devido a pequena quantidade de material inerte (lignina) e
de compostos inibidores na fracdo de acucar usada na fermentacéo
aerobica.

[0020] Por conseguinte, um aspecto da presente invencao refere-
se a um método para o fracionamento de um material lignocelulésico,
em que o método compreende

a) a sujeicdo do material lignocelulésico a um tratamento de
deslignificagcdo na presenca de um agente de deslignificacdo alcalina
para produzir uma mistura qgue compreende uma primeira fase sélida e
uma primeira fase liquida que contém lignina dissolvido,

b) a separacdo da primeira fase solida da primeira fase li-
quida,

c) a introdugcdo de um composto catidnico na primeira fase
liquida para produzir uma mistura que compreende uma segunda fase
sélida e uma segunda fase liquida,

d) a sujeicdo da primeira fase sdlida a um tratamento de hi-
drélise enzimatica na presenca de enzimas que podem hidrolisar as
fracBes de hemicelulose e celulose da primeira fase sélida para produ-
zir uma mistura que compreende uma terceira fase liquida e uma ter-
ceira fase solida,

e) a separacao da terceira fase liquida da terceira fase soli-
da.

[0021] Um segundo aspecto da presente invencao refere-se a uma
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fase liquida na forma de um hidrolisado enzimético que pode ser obti-
do pelo método da presente invencdo. O hidrolisado enzimatico pode
ser opcionalmente concentrado.
[0022] Desse modo, um terceiro aspecto da presente invencao re-
fere-se a um hidrolisado concentrado de acucar que pode ser obtido
pelo método de acordo com o método da presente invencgao.
[0023] Um aspecto adicional refere-se a um método para a produ-
céo de lipideo microbiano, em que o método compreende

(i) a provisdo de um meio de cultivo que compreende uma
terceira fase liquida na forma de um hidrolisado enzimatico ou um hi-
drolisado de acucar concentrado de acordo com a presente invencao,

(ii) a provisao de um caldo de fermentagcao por meio da ino-
culagdo do meio do cultivo com um microbio oleaginoso,

(i) a incubacéo do dito meio inoculado com o dito microbio
oleaginoso, permitindo que o lipideo acumule,

(iv) a recuperacéo do lipideo do dito micrébio oleaginoso.

Breve Descricao dos Desenhos

[0024] As Figuras 1 a 3 esbocam esquemas do processo para o
tratamento de material lignoceluldsico correspondente.

[0025] A Figura 4 eshoca o processo para a hidrolise enzimética
de acordo com as realiza¢cGes da invencao.

[0026] A Figura 5 apresenta o efeito da dosagem de amido catio-
nico na diminuicdo da porcentagem na absorbancia a 280 nm e a 600
nm depois de uma incubacdo de 4 horas da solucéo de deslignificacéo
de NaOH do Exemplo 5 a temperatura ambiente.

[0027] A Figura 6 apresenta o efeito da dosagem de amido catio-
nico na diminuicdo da porcentagem na absorbancia a 280 nm e a 600
nm depois de uma incubacéo de 4 horas da solugcao de deslignificacéo
de Na>COs a temperatura ambiente.

[0028] A Figura 7 apresenta uma fotografia dos tubos de ensaio
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que contém a solucao de deslignificacdo de Na>COs 8 horas depois da
suplementacéo de amido cationico "Raifix 25035". A dosagem de ami-
do catibnico para a matéria seca das solu¢cdes de deslignificacdo era,
da esquerda para a direita, de 0,074 g/g, 0,147 g/g, 0,214 g/g, 0,267
g/g e 0,332 g/g.

[0029] A Figura 8 apresenta o efeito da dosagem de amido catio-
nico "Raifix 25035" na diminuicdo na absorbancia a 280 nm.

[0030] A Figura 9 mostra uma fotografia dos tubos de ensaio que
contém o liquido nédo alcalino 24 h depois da suplementacdo de amido
catidnico "Raifix 25035". A dosagem de amido catiénico para a matéria
seca do liquido nédo alcalino era, da esquerda para a direita, de 13
mg/g, 28 mg/g, 41 mg/g e 68 mg/g.

[0031] A Figura 10 apresenta os rendimentos totais da palha des-
lignificada com NaOH e da palha auto-hidrolisada na hidrélise descon-
tinua depois de 24 horas, 48 horas e 72 horas, apds a 13, a 22 e a 32
hidrolises sequenciais e apos a reciclagem dos sélidos e uma reacao
de 24 horas adicionais.

[0032] A Figura 11 apresenta produtividades de enzima na hidroli-
se da palha deslignificada com NaOH e da palha auto-hidrolisada na
hidrélise descontinua, na hidrdlise sequencial e na reciclagem de séli-
dos.

[0033] A Figura 12 apresenta as produtividades de acgucar volumeé-
tricas da palha deslignificada com NaOH e da palha auto-hidrolisada
na hidrolise descontinua, na hidrolise sequencial e na reciclagem de
sélidos. O processo de 48 horas compreende uma hidrdlise desconti-
nua de 48 horas ou duas reagcdes de hidrélise sequenciais de 24 ho-
ras, ou uma reacao de 24 horas de reciclagem de soélidos em estado
estavel com uma taxa de reciclagem de 50%. O processo de 72 horas
compreende uma hidrolise descontinua de 72 horas ou trés hidrolises

sequenciais de 24 horas ou a reacao de reciclagem e uma hidrdlise de

Peticéo 870200018946, de 07/02/2020, pag. 19/92



972

24 horas adicionais.

[0034] A Figura 13 apresenta a progresséao (rendimento de acucar,
volume da reacédo e consisténcia da reacdo) de reacdes de reciclagem
de sdlidos consecutivas na hidrolise enziméatico da de palha deslignifi-
cada com NaOH e de palha auto-hidrolisada com uma taxa de recicla-
gem de 50% em termos da hidrélise (a), do volume da reacéo (B) e da
consisténcia da reacéo (c).

[0035] A Figura 14 apresenta o desempenho (peso seco da célula
(CDW) (g/l), a concentracéao de acido graxo (FA) (g/l), o peso seco da
célula livre de gordura (VACA) (g/l) e o teor de acido graxo (FA) (%) na
biomassa microbiana) da fermentacdo descontinua carregada com
Aspergillus oryzae em hidrolisados de celulose e de hemicelulose da
palha de trigo.

[0036] A Figura 15 apresenta o rendimento do residuo sdlido da
auto-hidrélise da palha de trigo.

[0037] A Figura 16 apresenta a concentracdo de acucar soluvel
total (g/l, eixo y a esquerda) e de substancias inibidoras microbianas
potenciais; furfural, hidroxi metil furural (HMF) e compostos fendlicos
solaveis (g/l, eixo y a direita) na fracdo liquida obtida a partir da auto-
hidrélise da palha de trigo a uma consisténcia de 10% (g de matéria
seca de solidos da palha/g do total).

[0038] Tabela 1. Comparacdo do rendimento da matéria seca
(rendimento de DM) da palha auto-hidrolisada com tratamentos de
deslignificacdo diferentes. O rendimento de acucar da hidrélise enzi-
matica da palha deslignificada era dependente das condicbes do tra-
tamento. O rendimento do acucar a seguir € fornecido com base na
matéria seca da palha auto-hidrolisada e baseado no teor de carboi-
drato da palha auto-hidrolisada.

[0039] Tabela 2. Precipitacdo de lignina do sobrenadante alcalino

por acetato de Ca e por tratamentos consecutivos, primeiramente com
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amido cationico e entdo com acetato de Ca.

[0040] Tabela 3. Precipitacdo de lignina do sobrenadante alcalino
por acetato de Ca e por tratamentos consecutivos, primeiramente com
amido catidnico e entdo com acetato de Ca.

[0041] Tabela 4. Composi¢cédo do meio de crescimento antes das
cargas.

Descricao Detalhada da Invencado

[0042] Na descricdo das realizacbes da invencéo, recorre-se a
uma terminologia especifica para fins de clareza. No entanto, a inven-
cdo ndo se presta a ficar limitada aos termos especificos selecionados
dessa maneira, e deve ficar compreendido que cada termo especifico
inclui todos os equivalentes técnicos que operam de uma maneira Si-
milar para atingir uma finalidade similar.

Definicdes

Material lignocelulésico

[0043] Os termos "biomassa lignocelulésica" ou "material lignoce-
lulésico" se prestam a incluir, mas sem ficarem a eles limitados, plan-
tas lenhosas ou plantas ndo lenhosas, herbaceas ou outros materiais
que contém celulose e/ou hemicelulose: Os materiais podem ser resi-
duos agricolas (tais como palha de trigo, palha de arroz, debulho, cas-
cas, forragem de milho, bagaco de cana de acucar, topos e folhas de
cana de acucar), plantacbes para gerar energia dedicadas (tais como
capim switchgrass, Miscantus, Arundo donax, junco amarelo, salguei-
ro, jacinto da agua, cana para gerar energia, sorgo para gerar ener-
gia), materiais ou residuos (incluindo serragem e polpa e/ou residuos
ou fracdes de fabrica de papel, tais como hemicelulose, licor de sulfito
usado, fibras residuais e/ou lama primaria), musgo ou turfa, ou papel
residual municipal. O termo material lignocelulésico também compre-
ende os materiais com baixo teor de lignina, materiais tais como a bi-

omassa de macroalgas. Além disso, 0s materiais também compreen-
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dem fracBes de hemicelulose ou de celulose de praticas industriais. O
termo material lignoceluldésico engloba qualquer tipo de fracédo de celu-
lose. Os materiais brutos ou determinadas frag0es, tais como de hemi-
celulose e/ou celulose, de materiais brutos de origens diferentes, es-
pécies de plantas, ou processos industriais podem ser misturados en-
tre si e usados como materiais brutos para o cultivo da biomassa de
micro-organismos de acordo com a presente invencédo. Tipicamente, 0
teor de lignina na lignocelulose € maior do que 5%. A biomassa ligno-
celulésica pode também conter amido, por exemplo, no caso de plan-
tas inteiras.

Hidrolise

[0044] O termo "hidrélise" refere-se aqui a despolimerizacdo pela
adicdo de agua a ligacdes glicosidicas ou a ligacdes éster de carboi-
dratos ndo monomeéricos a oligdbmeros e monémeros de acglcar ou aci-
dos carboxilicos.

Hidrolisado

[0045] Os termos "hidrolisado” ou "material hidrolisado" referem-se
aqui ao material que foi submetido a hidrolise.

Gravidade

[0046] O termo "gravidade" refere-se aqui ao fator, que é calculado
pela equacao 1 e que descreve as condi¢cdes hidrotérmicas em termos
da temperatura e do tempo de reacéo.

S = Log(Ro),

onde Ro = [otexp((T(t) - Tr)/14,7)] dt, e Tr é a temperatura base
(100°C).

Hidrolisado de Lignocelulose

[0047] O termo "hidrolisado de lignocelulose" refere-se aqui aos
produtos da hidrélise de lignocelulose ou de material lignocelulésico
que compreendem a celulose e/ou a hemicelulose, oligossacarideos,

mono- e/ou dissacarideos, acido acético, acido formico, outros acidos
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organicos, furfural, hidréxi metil furfural, acido levulinico, compostos
fendlicos, outros produtos da hidrélise e/ou da degradacéo formados a
partir de lignina, celulose, hemicelulose e/ou outros componentes de
lignocelulose, compostos de nitrogénio derivados de proteinas, metais
e/ou fragmentos nao hidrolisados ou parcialmente hidrolisados de lig-
nocelulose.

Tratamento hidrotérmico

[0048] No contexto da presente invencgao, o termo “tratamento hi-
drotérmico" refere-se ao tratamento a quente da suspensao de ligno-
celulose aquosa a temperaturas que excedem 50°C. O tratamento hi-
drotérmico pode ser realizado sob pressdo em um reator pressurizado
ou a pressao atmosférica em um reator ndo pressurizado. A pressao
no reator pressurizado pode ser gerada pelo vapor obtido da agua
guando aquecida até o ponto de ebulicdo ou pela fase de gas pressu-
rizado adicionada. O tratamento hidrotérmico pode ser realizado na
presenca de um catalisador ou na auséncia de um catalisador. O tra-
tamento hidrotérmico na auséncia de um catalisador (também conhe-
cido como "auto-hidrolise” ou "AH") para a hidrélise de biomassa ligno-
celulésica sem catalisador adicionado quando a suspensao aquosa de
biomassa lignocelulésica é sujeitada ao tratamento hidrotérmico a
temperaturas que excedem 120°C sob pressao.

[0049] "Palha auto-hidrolisada" refere-se aqui a fracdo de sdlido
qgue foi obtida apds a auto-hidrolise. A palha auto-hidrolisada pode ter
sido sujeitada a lavagem.

Tratamento de deslignificacao

[0050] “Tratamento de deslignificacdo" refere-se aqui a um trata-
mento que remove o material de ndo de carboidrato tal como lignina
da biomassa lignocelulésica. O tratamento de deslignificacdo também
se refere a um tratamento que remove material tanto que de néo car-

boidrato e carboidrato como uma mistura da biomassa lignocelulésica.
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Exploséo de vapor

[0051] No contexto da presente invencdo, o termo "explosdo de
vapor" refere-se a um tratamento, em que o material é aquecido por
um vapor a alta pressao (a temperaturas entre 110°C e 250°C, tipica-
mente de 140 a 230°C) sob uma pressao com ou sem a adicdo de
produtos quimicos (tais como &cidos) e o material € mantido a essa
temperatura por algum tempo depois do qual a pressdo é liberada,
causando uma despressurizacao explosiva do material. Neste contex-
to, a explosdo de vapor é aplicada aos materiais lignoceluldsicos, e
resulta tipicamente em uma ruptura da estrutura rigida das fibras de
lignocelulose, isto €, a desfibrilagdo dos feixes de fibras de celulose.
Agente de deslignificacéo alcalina

[0052] No contexto da presente invencgao, o termo "agente de des-
lignificacdo alcalina” refere-se a um composto quimico ou a uma mistu-
ra de compostos quimicos que, quando adicionado a agua, resulta em
solu¢des com uma atividade de ions de hidrogénio mais baixa do que
aquela da agua pura, isto €, um pH mais alto do que 7,0. O agente de
deslignificacao alcalina pode ser selecionado de um grupo de compos-
tos que compreendem, mas sem ficarem a eles limitados, hidréxidos
tais como LiOH (hidroxido de litio), NaOH (hidroxido de sodio), KOH
(hidroxido de potéassio), Ca(OH)2 (hidroxido de célcio), NH4OH (hidré-
xido de amonio), ou compostos que podem formar ions hidroxido na
agua, tais como NHz (amdnia) no estado liquido ou gasoso, carbona-
tos tais como HCOs (ion bicarbonato), Li2COs (carbonato de litio),
Na>COs (carbonato de sédio), K.COs (carbonato de potassio), sulfetos
tais como NaxS (sulfeto de sodio), e os hidratos correspondentes
Tratamento de deslignificacéo alcalina

[0053] No contexto da presente invencédo, o termo tratamento de
deslignificacdo alcalina refere-se ao "tratamento de lignocelulose exe-

cutado na presenca do agente de deslignificacao alcalina, a um pH
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(pH inicial) tipicamente entre 10 e 13. No tratamento de deslignificagao
alcalina, o peroxido de hidrogénio (H202) pode ser usado em combina-
¢cao com o agente de deslignificacao alcalina.

Composto catidnico

[0054] O termo "composto catidnico" refere-se a um ou a mais
compostos que compreendem ions catibnicos ou misturas dos mes-
mos que compreendem ions catidnicos. Os compostos catiénicos in-
cluem, mas sem ficar a eles limitados, compostos que compreendem
um grupo catiénico tal como amdnio quaternario. Os compostos catio-
nicos que compreendem amonio quaternério incluem, mas sem ficar a
eles limitados, polimeros e oligbmeros catidnicos, tais como amido ca-
tionico, amilose catibnica, amilopectina catidnica, dextrana catidnica,
oligbmeros de lignina catiénicos, polimeros de lignina catiénicos, turfa
catidnica, ou as misturas destes. Os polimeros e os oligbmeros catio-
nicos preferidos tém uma densidade de carga cationica de 0,5 a 5
meg/g. Os compostos catidnicos também incluem compostos que po-
dem formar ions catidnicos divalentes ou multivalentes tais como ions
Ca>* ou Mg2" na 4gua. Esses compostos que podem formar ions ca-
tionicos divalentes ou multivalentes incluem, mas sem ficar a eles limi-
tados, acetatos, bicarbonatos, brometos, cloretos, formatos, hidroxidos
e nitratos de ions catidnicos multivalentes. Em uma modalidade prefe-
rida da presente invencdo, o método de fracionamento usa um amido
ou um cloreto de aluminio catidnico.

Composto oligomérico

[0055] Oligbmero e composto oligomérico referem-se a um com-
posto que consiste em menos de 15 unidades monoméricas ligadas
idénticas ou n&o idénticas.

Hidrélise enzimatica

[0056] No contexto da presente invencédo o termo "hidrélise enzi-

matica" refere-se ao tratamento enzimatico do material lignocelulésico
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gue compreende celulose e/ou hemicelulose, oligossacarideos, onde
as enzimas facilitam a hidrolise da celulose e/ou da hemicelulose, oli-
gossacarideos para obter mono- e/ou dissacarideos. O tratamento de
hidrolise enzimatica do material lignocelulésico é tipicamente realizado
ao sujeitar o material lignocelulésico a uma mistura de enzimas na
presenca da agua ou de um tampao. A mistura de enzimas consiste
tipicamente, mas sem ficarem a elas limitada, 1,4-B-glucanases (endo-
glucanaces e exoglucanases, ou endocelulases e exocelulases), 1,4--
glucosidases (celobiases) e enzimas de degradacao de hemicelulose
(hemicelulases, xilanases, arabinases, etc.).

Lipideo ou lipideo microbiano

[0057] No contexto da presente invencédo, "lipideo microbiano",
“lipideo" ou "lipideo intracelular” refere-se a uma substancia graxa, cu-
ja molécula contém geralmente, como parte, uma cadeia de hidrocar-
boneto alifatico, que se dissolve em solventes organicos nao polares
mas € pouco soluvel na agua. Os lipideos sdo um grupo essencial de
moléculas grandes em células vivas. Os lipideos s&o, por exemplo,
gorduras, 0leos, ceras, ésteres de ceras, esterdis, terpenoides, isopre-
noides, carotenoides, poliidroxi alcanoatos, acidos nucleicos, acidos
graxos, alcoois graxos, aldeidos graxos, ésteres de acidos graxos, fos-
folipideos, glicolipideos, esfingolipideos e acilglicerdis, tais como triacil
glicerdis, diacilglicerdis ou monoacil glicerdis. Os lipideos preferidos na
presente invencdo sao gorduras, oOleos, ceras, acil glicerdis e acidos
graxos e seus derivados, em particular triacil glicerois e ésteres de ce-
ras. No contexto da presente invencédo os lipideos séo sintetizados por
e acumulados nos microbios (lipideos intracelulares). Em uma outra
modalidade da invencéo, os lipideos sao sintetizados por e excretados
por micrébios (lipideos extracelulares).

[0058] Em conexdo com a presente invencdo, um 6leo de uma sé

célula é usado como sinénimo para lipideos e gorduras.
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[0059] O termo "acil glicerol" refere-se a um éster de glicerol e de
acidos graxos. Os acil glicerois ocorrem naturalmente como gorduras e
Oleos graxos. Os exemplos de acil glicerdis incluem triacil glicerdis
(TAGs, triglicerideos), diacil glicerdis (diglicerideos) e monoacil glice-
réis (monoglicerideos).

Acucar

[0060] No contexto da presente invencéo, o termo "acucar" refere-
se aqui a carboidratos oligoméricos, diméricos € monoméricos. Em
particular, neste pedido de patente, o termo agUcar refere-se aos car-
boidratos oligoméricos, diméricos e monoméricos sollveis em agua
derivados de materiais lignoceluldsicos. O termo "agUcares polimeéri-
cos" refere-se os carboidratos que estdo na forma polimérica e nao
sdo tipicamente sollaveis na agua.

Rendimento de aclcar

[0061] No contexto da presente invencgéo, o termo "rendimento de
acucar" refere-se aqui ao rendimento de carboidratos oligoméricos,
diméricos e monomérico de materiais particulares. Em particular, neste
pedido de patente o termo rendimento de acguUcar refere-se ao rendi-
mento de carboidratos oligoméricos, diméricos e monomérico soluveis
em agua derivados de materiais lignoceluldsicos.

Processo de producédo de 6leo de uma so célula

[0062] "Processo de producéo de 6leo de uma so célula” refere-se
aqui a um processo que compreende as etapas de formacado ou que
permite o crescimento de um micro-organismo sintetizador de lipideo e
gue permite que a massa do organismo obtida desse modo produza
e/ou armazene (acumule) o lipideo, recuperando as células da fase
liquida, e extraindo ou recuperando os lipideos das células. Em deter-
minados casos, 0 6leo de uma so célula também pode ser extracelular,
tal como excretado ou liberado das células no meio de cultura durante

ou apos o cultivo.
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Cultivo aerdbico

[0063] O termo "cultivo aerébico" ou “fermentacédo aerobica" refe-
re-se ao cultivo em que o micro-organismo utiliza o oxigénio como
aceptor de elétron terminal para a geracdo da energia (isto €, o micro-
organismo usa a respiracdo aerébica).Tipicamente, nos biorreatores, o
cultivo aerdbico é executado ao adicionar o oxigénio ou uma mistura
de gas que contém oxigénio (tipicamente o ar), isto €, o biorreator é
aerado. Quando os micro-organismos usam a respiracdo aerébica no
cultivo, ele pode ser indicado como "cultivo sob condi¢cdes aerdbicas".
Tipicamente, isso ocorre em biorreatores aerados.

Processo de producédo de 6leo de uma so célula

[0064] "Processo de producéo de 6leo de uma so célula” refere-se
agui a um processo que compreende as etapas de formacgao ou que
permite a formacdo de um micro-organismo sintetizador de lipideo e
gue permite que a massa do organismo obtida desse modo produza
e/ou armazene (acumule) o lipideo, recuperando as células da fase
liqguida, e extraindo ou recuperando os lipideos das células. Em deter-
minados casos, 0 6leo de uma so célula também pode ser extracelular,
como excretado ou liberado das células no meio de cultura durante ou
apos o cultivo.

Microbio oleaginoso micro-organismo produtor de 6leo

[0065] O micrébio oleaginoso (também indicado como organismo
produtor de 6leo) usado na presente invencgao é selecionado do grupo
de bactérias, cianobactéria, fungos tais como leveduras e fungos fila-
mentosos, archaea ou microalgae. Os micro-organismos podem acu-
mular de imediato lipideos ou ter sido geneticamente modificados para
acumular lipideos ou para melhorar a acumulagéo de lipideos.

[0066] Os organismos que podem utilizar acucares C6 e C5 séo
de preferéncia usados. De preferéncia, os organismos sao leveduras,

fungos filamentosos ou bactérias.
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[0067] No contexto da presente invengdo, 0 micro-organismo ole-
aginoso (microbio oleaginoso) refere-se a um micro-organismo que
pode acumular lipideos intercelulares de maneira tal que os lipideos
somam pelo menos 15% (em peso/peso) da biomassa total (por peso
seco da célula) do micrébio quando ele é cultivado sob condicdes
apropriadas. Em uma modalidade preferida, o microbio oleaginoso é
capaz de acumular pelo menos 20% (em peso/peso) da biomassa total
do microbio (por peso seco da célula).

[0068] As cepas de micro-organismos preferidas para as finalida-
des da presente invencéo incluem, mas sem ficar a eles limitadas, as
espécies e 0s géneros listados a sequir:

[0069] De acordo com uma modalidade da inven¢éo, o micrébio é
um micrébio oleaginoso que pode utilizar os acucares derivados de
materiais lignoceluldsicos. De preferéncia, os organismos oleaginosos
podem utilizar aglcares C6 (acucares com seis carbonos, tais como a
glicose, a manose e a galactose) e C5 (tais como a xilose e a arabino-
se) em hidrolisados lignocelulésicos. De acordo com uma modalidade
da invencao, o organismo oleaginoso pode utilizar carboidratos polimé-
ricos ou oligoméricos na lignocelulose ou em frac6es da mesma.
[0070] As cepas de fungos (filamentosos) preferidas sdo das es-
pécies dos géneros Aspergillus tal como Arpergillus oryzae, Mortierella
tal como Mortierella isabellina, Chaetomium, Claviceps, Cladospori-
dium, Cunninghamella, Emericella, Fusarium, Glomus, Mucor, Pseu-
dozyma, Pythium, Rhizopus, tal como Rhizopus oryzae, Tremella,
Zygorhinchus, Humicola, Cladosporium, Malbranchea, Umbelopsis tal
como Umbelopsis isabellina e Ustilago. As espécies de fungos mais
preferidas sdo dos géneros Aspergillus e/ou Mortierella. Os fungos
preferidos séo os fungos com capacidade de produzir eficazmente lipi-
deos.

[0071] As cepas de leveduras preferidas sao aquelas que perten-
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cem as espécies dos géneros Geotrichum, Deparyomyces, Pachyso-
len, Galactomyces, Hansenula, Leucosporidium, Sporobolomyces,
Sporidiobolus, Waltomyces, Criptococcus, tal como Criptococcus cur-
vatus, Rhodosporidium, tal como Rhodosporidium toruloides ou Rho-
dosporidium fluviale, Rhodotorula, tal como Rhodotorula glutinis, Yar-
rowia, tal como Yarrowia lipolytica, Candida tal como Candida curvata,
Lipomyces tal como Lipomyces starkeii e Trichosporon tal como Tri-
chosporon cutaneum ou Trichosporon pullulans. A maior parte das le-
veduras preferidas sdo dos géneros Lipomyces, Rhodosporidium e
Criptococcus. Os fermentos preferidos sdo os fermentos com capaci-
dade de produzir lipideos eficazmente.

[0072] As bactérias preferidas sdo aquelas que pertencem as es-
pécies dos géneros Rhodococcus, Acinetobacter e Streptomyces. As
bactérias preferidas sdo as bactérias com capacidade de produzir lipi-
deos eficazmente.

[0073] A maior parte das algas preferidas sdo microalgae, tais co-
mo as espécies de microalgas dos géneros que compreendem Brachi-
omonas, Cryptecodinium, Chlorella, Dunaliella, Hantzschia, Nan-
nochloris, Nannochloropsis, Nitzschia, Prototheca, Scenedesmus,
Schizochytrium, Traustrochytrium e Ulkenia. As microalgae preferidas
sao as microalgas com capacidade de crescimento heterotrofical e de
produzir lipideos eficazmente. Os organismos que pertencem aos gé-
neros Schizochitrium, Traustochytrium e Cryptecodinium e Ulkenia s&o
chamados as vezes de fungos marinhos.

[0074] De acordo com uma outra modalidade da invencgao, os car-
boidratos de biomassa lignocelulésico estdo principalmente na forma
monomeérica e 0s organismos que nao podem utilizar carboidratos oli-
gomérico ou poliméricos sdo usados para a producdo de 6leo de uma
s célula. Tais organismos produtores de 6leo sdo selecionados do

grupo de bactérias, cianobactérias, fungos tais como leveduras e fun-
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gos filamentosos, archaea ou microalgae. Os micro-organismos po-
dem acumular lipideos de imediato ou ter sido geneticamente modifi-
cados para acumular lipideos ou para melhorar a acumulac&o dos lipi-
deos.

Recuperacao de lipideo

[0075] "Recuperacdo de 6leo” ou "recuperacédo de lipideo" ou "re-
cuperacao de lipideo de um micrébio oleaginoso" refere-se a um pro-
cesso em que o lipideo (lipideo intracelular) é recuperado por métodos
mecanicos, quimicos, termomecanicos ou autocataliticos ou por uma
combinacdo desses métodos, das células dos micro-organismos. Al-
ternativamente, "recuperacdo de 6leo" pode significar a recuperacéo
de lipideos extracelularmente produzidos a partir de caldo de cultivo
(fermentacéo).

Massa de uma so célula que contém lipideo

[0076] "Massa de uma s6 célula contendo lipideo" refere-se a uma
massa de uma s6 célula e um micélio celular com um teor de lipideo
pelo menos de preferéncia de pelo menos 10%, de preferéncia de pelo
menos 15% (em peso/peso) ou mais de matéria seca da biomassa do
micro-organismo.

Massa de célula residual

[0077] No contexto da presente invencdo, "massa de célula resi-
dual" refere-se a uma fracdo de material sélida, semi-sdlida ou fluente,
gue contém 0s micro-organismos tratados para a recuperacao de lipi-
deos intracelulares.

Biocombustivel

[0078] No contexto da presente invencao, "biocombustivel" refere-
se a combustivel sdlido, liquido ou gasoso derivado principalmente de
biomassa ou de biorresiduo, e é diferente dos combustiveis fosseis,
que sao derivados de restos organicos de plantas e animais pre-

historicos.
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[0079] De acordo com a diretriz EU 2003/30/EU, "biodiesel" refere-
se a um éster metilico produzido a partir de 6leo vegetal ou de 6leo
animal de qualidade diesel a ser usado como biocombustivel. Mais
amplamente, biodiesel refere-se aos ésteres de alquila de cadeia lon-
ga, tais como ésteres de metila, etila ou propila, de éleo vegetal ou de
6leo animal de qualidade diesel. O biodiesel também pode ser produ-
zido a partir dos lipideos de micro-organismos, por meio de que o lipi-
deo do micro-organismo pode originar de uma bactéria, um fungo (le-
vedura ou um bolor), algas ou um outro micro-organismo.

Diesel renovéavel

[0080] "Diesel renovavel" refere-se a um combustivel que é produ-
zido por um tratamento com hidrogénio dos lipideos de uma origem
animal, vegetal ou de micro-organismo, ou as suas misturas, por meio
do que o lipideo do micro-organismo pode originar de uma bactéria,
um fungo (levedura ou um fungo filamentoso), algas ou um outro mi-
cro-organismo. O diesel renovavel também pode ser produzido a partir
de ceras derivadas de biomassa por meio de gasificacdo e pela sinte-
se de Fischer-Tropsch. Opcionalmente, além do tratamento com hi-
drogénio, a isomerizacado ou outras etapas de processamento podem
ser executadas. O processo diesel renovavel também pode ser usado
para produzir o combustivel de jato e/ou a gasolina. A producdo de
diesel renovavel foi descrita nas publicacbes de patente EP 1396531,
EP1398364, EP 1741767 e EP1741768.

[0081] O biodiesel ou o diesel renovavel pode ser misturado com
0os combustiveis fosseis. Os aditivos apropriados, tais como conser-
vantes e antioxidantes, podem ser adicionados ao produto de combus-
tivel.

Lubrificante

[0082] “Lubrificante" refere-se a uma substancia, tal como graxa,

lipideo ou 6leo que reduz o atrito quando aplicada como um revesti-
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mento de superficie a pecas méveis. Outras duas func¢des principais
de um lubrificante sdo a remocao de calor e para dissolver impurezas.
As aplicagbes dos lubrificantes incluem, mas sem ficar a eles limita-
das, usos nos motores de combustédo interna como 6leos de motor,
aditivos em combustiveis, em dispositivos movidos a 6leo tais como
bombas e equipamentos hidraulicos, ou em tipos diferentes de rola-
mentos. Tipicamente, os lubrificantes contém 75 a 100% de 6leo base
e 0 restante consiste em aditivos. Os aditivos apropriados sao, por
exemplo, detergentes, estabilizantes de armazenagem, antioxidantes,
inibidores da corrosdo, desembacadores, desemulsificantes, agentes
supressores de espuma, cossolventes e aditivos de lubricidade (vide,
por exemplo, a patente U.S. 7.691.792). O Gleo base para o lubrifican-
te pode originar de 6leo mineral, 6leo vegetal, 6leo animal ou de uma
bactéria, fungos (levedura ou um fungo filamentoso), algas ou um ou-
tro micro-organismo. O Gleo base também pode originar de ceras deri-
vadas de biomassa por meio de gasificacdo e da sintese de Fischer-
Tropsch. O indice de viscosidade é usado para caracterizar o 6leo ba-
se. Um indice tipicamente elevado da viscosidade é o preferido.

[0083] Os lipideos produzidos de acordo com o método descrito na
presente invencao podem ser usados como material de partida para a
producédo de biodiesel, diesel renovavel, combustivel de jato ou gasoli-
na. O biodiesel consiste em ésteres metilicos de acidos graxos, e €
produzido tipicamente por meio de transesterificacdo. Na transesterifi-
cacao, os acil gliceréis sao convertidos em ésteres de alquila de ca-
deia longa (metila, etila ou propila) de acidos graxos. O diesel renova-
vel refere-se ao combustivel que é produzido pelo tratamento com hi-
drogénio (desoxigenacdo, hidrogenacéo ou hidroprocessamento de
hidrogénio) de lipideos. No tratamento com hidrogénio, os acil glicerois
sao convertidos nos alcanos correspondentes (parafina). Os alcanos

(parafina) podem ainda ser modificados por meio de isomerizagao ou
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por outros processos alternativos. O processo de diesel renovavel
também pode ser usado para produzir o combustivel de jato e/ou a
gasolina. Além disso, o craqueamento dos lipideos pode ser executa-
do para produzir biocombustiveis. Além disso, os lipideos podem ser
usados como biocombustiveis diretamente em determinadas aplica-
coes.

[0084] Os lipideos produzidos com o método também podem ser
usados como Oleos base para lubrificantes (6leos de lubrificacdo) ou
como um material de partida para a producédo de 6leos base para lubri-
ficantes.

Matéria seca

[0085] "OM" ou "peso seco" refere-se aqui a matéria seca e € uma
medida da massa de um material quando ele foi sujeito a um tratamen-
to que remove essencialmente a agua do material (isto €, 0 material é
secado completamente).

Consisténcia

[0086] "Consisténcia" refere-se aqui a razdo entre o peso seco dos
sélidos e o peso total da suspensao.

Método para o fracionamento de um material lignoceluldsico
[0087] A presente invenc¢do prové um método para o fracionamen-
to de um material lignocelulésico para obter o material de carboidrato
celulésico separado de uma parte substancial da lignina que foi remo-
vida. Opcionalmente, o método também prové uma fracdo que com-
preende acucares hemicelulosicos. O método tambéem prové fracdes
de lignina concentrada. A fracdo que compreende o material de car-
boidrato celuldsico obtido a partir do material lignocelulésico pode ser
usada para a preparacdo de um meio de cultivo para a producdo do
lipideo microbiano tal como descrito no presente documento, em que a
fracdo que compreende o material de carboidrato é combinada opcio-

nalmente com uma fracdo que compreende acuUcares hemiceluldsicos
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em um cultivo para a producéo de lipideos microbianos.

[0088] Em um primeiro aspecto, a presente invencao refere-se a
um meétodo para o fracionamento de um material lignocelulésico, em
gue o0 método compreende

a) a sujeicdo do material lignocelulésico a um tratamento de
deslignificagcdo na presenca de um agente de deslignificacao alcalina
para produzir uma mistura que compreende uma primeira fase solida e
uma primeira fase liquida que contém lignina dissolvida,

b) a separacdo da primeira fase solida da primeira fase li-
quida,

c) a introducdo de um composto catidnico na primeira fase
liguida para produzir uma mistura que compreende uma segunda fase
sélida e uma segunda fase liquida,

d) a sujeicdo da primeira fase solida a um tratamento de hi-
drélise enzimatica na presenca de enzimas que podem hidrolisar as
fracbes de hemicelulose e de celulose da primeira fase soélida para
produzir uma mistura que compreende uma terceira fase liquida na
forma de um hidrolisado enzimatico e uma terceira fase solida,

e) a separacao da terceira fase liquida da terceira fase soli-
da.

[0089] Os autores da presente invencdo constataram que, ao
combinar a etapa de deslignificacdo alcalina com a aplicagdo subse-
guente de um composto catibnico, a lignina solubilizada pode ser re-
movida, permitindo que a fase liquida do material seja reciclada sem
uma etapa de precipitacéo da lignina com a reducao do pH.

[0090] Em uma modalidade preferida da presente invencéo, a se-
gunda fase liquida é separada da segunda fase sélida e a segunda
fase liquida é reciclada para a etapa a). Com a reciclagem da segunda
fase liquida e desse modo ao realizar uma ou mais rodadas das eta-

pas a) a €), mais lignina pode ser removida da fase liquida. Desse mo-
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do, o material pode ser sujeito a dois ciclos repetidos de deslignifica-
cado alcalino (lignina solubilizada) seguidos pelo tratamento com o
composto catidnico (removendo a lignina solubilizada) antes que os
acucares celuldsicos sejam sujeitos a hidrolise enzimatica.

Etapa de deslignificacdo usando um agente de deslignificacao
alcalina

[0091] Na etapa a) do método de fracionamento de material ligno-
celulésico, a primeira fase sélida (que compreende o material lignoce-
lulésico opcionalmente do qual o material hemiceluldsico foi removido
em parte) é sujeitada a uma etapa de deslignificacdo alcalina, em que
pelo menos uma parte da lignina € solubilizada. A deslignificacéo alca-
lina é executada ao sujeitar o material lignocelulésico (opcionalmente
do qual o material hemicelulésico foi removido em parte) a um agente
de deslignificac&o alcalina.

[0092] O tratamento com alcali é tipicamente realizado ao preparar
uma suspensdo que compreende o material de lignocelulose (opcio-
nalmente tratado hidrotermicamente ou auto-hidrolisado), liquido
aguoso, e um ou mais produtos quimicos alcalinos, ou as misturas
destes para colocar o pH da suspenséao acima de um pH 7. O produto
quimico de preferéncia alcalino € adicionado a uma quantidade para
obter um pH de uma suspensao entre 10 e 13.

[0093] A suspensdo alcalina é mantida a temperaturas em que a
suspensdo contém pelo menos uma fase liquida. A incubacédo néo é
limitada a nenhuma certa temperatura, mas pode ser realizada na am-
pla faixa de temperatura isotérmica ou nao isotermicamente. A incuba-
cao é realizada de preferéncia a temperaturas de 25°C a 160°C, com
mais preferéncia de 25 a 120°C.

[0094] A agitacdo é opcionalmente realizada para aumentar a efi-
cacia da transferéncia de calor durante a incubacdo. O tempo de tra-

tamento é selecionado de acordo com o grau pretendido do material
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da dissolucéo. De preferéncia, o tempo do tratamento é de meia hora
a vinte horas.

[0095] Apébs o tempo de reacdo, a fase liquida e a fase sélida sédo
separadas ao usar qualquer método tal como, mas sem ficar elas limi-
tado, a filtracdo, por exemplo, a filtracdo por prensagem ou a prensa-
gem com parafuso. A fase sélida é usada para a hidrdlise enzimatica
liberar acucares para um uso adicional tal como a producdo de 0leo
microbiano. A fase liquida pode ser tratada para precipitar a lignina, tal
como pelo tratamento acido e a lignina precipitada pode ser separado
por qualquer método.

[0096] Em uma modalidade da presente invencdo, o agente de
deslignificacdo alcalina € selecionado de um grupo que consiste em
hidroxido de sddio, carbonato de sédio, hidroxido de potassio, carbo-
nato de potassio, hidréoxido de calcio e carbonato de calcio, hidréxido
de litio, carbonato de litio, hidréxido de aménio, aménia, sulfeto de so-
dio e hidratos correspondentes. Em uma modalidade preferida, o
agente de deslignificacdo alcalina € o hidroxido do so6dio. Em uma mo-
dalidade preferida, o agente de deslignificacdo alcalina é o carbonato
de sdédio.

[0097] De acordo ainda com uma outra modalidade da invencao, o
deslignificacdo do material lignoceluldsico é executada com o aménio
como agente quimico da deslignificacdo. De acordo com uma modali-
dade da invencéo, da expansao da fibra de aménio (AFEX) ou amobnia.
[0098] Tal como acima mencionado, os autores da presente in-
vencao constataram surpreendentemente que a deslignificacdo alcali-
na pode ser realizada eficazmente sem a aplicacdo excessiva do
agente de deslignificacdo alcalina se o material lignoceluldsico for su-
jeito a um tratamento hidrotérmico, tal como a auto-hidrélise, antes da
deslignificacdo alcalino. O tratamento hidrotérmico resulta em uma

acidez diminuida da fracdo soélida (que compreende celulose, lignina e
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hemicelulose residual). Portanto, na etapa de deslignificacédo alcalina,
0 agente menos alcalino é necessario em comparacdo a situacao
guando o tratamento hidrotérmico ndo é executado. Portanto, o trata-
mento alcalino depois do tratamento hidrotérmico pode ser executado
a um pH mais baixo em comparagcdo a situacdo sem auto-hidrolise.
Desse modo, o tratamento hidrotérmico é vantajosco antes do trata-
mento alcalino do material lignoceluldsico. Uma vantagem de aplicar
quantidades menores do agente de deslignificacdo alcalina € que me-
nos acucar é perdido na etapa de deslignificacdo alcalina em compa-
racado a um tratamento similar realizado na presenca de grandes quan-
tidades de agente de deslignificacéo alcalina.

[0099] Por conseguinte, em uma modalidade preferida da presente
invencao, a concentracdo do agente de deslignificacdo € de 0,1 a 10%
em peso, com mais preferéncia de 0,1 a 4% em peso, com base na
guantidade de material lignoceluldsico na base de matéria seca. Em
uma outra modalidade, o agente de deslignificacdo alcalina é adicio-
nado ao material lignoceluldsico para obter uma suspensdo que tem
um pH acima de 7, de preferéncia entre 10 e 13.

[00100] Em uma modalidade adicional, o tratamento de deslignifica-
cdo é realizado a uma temperatura acima de 25, de preferéncia entre
30 e 160°C.

Etapa de recuperacao de lignina ao usar um composto catidénico
[00101] Na etapa b) do método para o fracionamento de material
lignocelulésico, o licor obtido a partir do produto de deslignificacéo al-
calino (ao separar a mistura da primeira fase sélida e da primeira fase
liqguida) é sujeito a um tratamento com um composto cationico a fim de
remover a lignina do material. O composto catidnico captura a lignina
solubilizada na fase liquida (primeira fase liquida) obtida da separacéao
do produto da deslignificacao alcalino.

[00102] O licor da deslignificacdo alcalina obtido a partir do trata-
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mento de deslignificacdo alcalina compreende material organico e
inorganico tal como a lignina e um outro material solivel em alcali. A
dita solucédo alcalina (licor de deslignificacdo alcalina) tem uma acidez
de 7 > pH < 14. Um ou mais compostos catidnicos séo adicionados a
solucao alcalina a uma dosagem suficiente para precipitar o material
organico previamente solluvel. Por conseguinte, a precipitacdo é obtida
sem acidificacdo da solucdo alcalina de modo que o pH da solugéo
alcalina permanece essencialmente inalterado.

[00103] A fracdo solida precipitada é separada da solucdo alcalina
pelos meios convencionais, produzindo desse modo uma "solucéo al-
calina clarificada” e uma fracdo solida precipitada que compreende o
material organico precipitado e a substancia catiénica. A fracao sélida
precipitada pode ser dessa maneira usada ou entdo tratada para recu-
perar as substancias catidnicas. De preferéncia, a lignina separada
pode ser usada para aplicacées de valor adicionado em comparagao
ao valor da combustédo. Opcionalmente, a fracdo separada de lignina é
lavada.

[00104] A solucéo alcalina clarificada é reciclada para a etapa de
tratamento alcalino, e o licor da deslignificacdo alcalina produzido é
precipitado outra vez tal como descrito acima. Opcionalmente, a solu-
cao alcalina clarificada é misturada com alcali fresco e/ou um liquido
para substituir as quantidades consumidas no tratamento alcalino. O
processo é repetido até que o licor de deslignificacdo alcalina fique sa-
turado com as substancias néo precipitadas.

[00105] Em uma modalidade da presente invencdo, 0 composto ca-
tionico é selecionado de um grupo que compreende polimeros e oli-
gbmeros cationicos tais como polissacarideos de amido catidnicos,
amilose cationica, amilopectina catidnica, dextrana catidnica, oligbme-
ros de lignina cationicos, polimeros de lignina catidnicos, turfa cationi-

ca, ou as misturas destes. Em uma outra modalidade preferida, o
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composto catidnico € um polimero de amido catidnico.

[00106] Em uma modalidade adicional, os polimeros e os oligbme-
ros cationicos tém uma densidade de carga catidnica de 0,5 a 5
meq/g.

[00107] Em uma modalidade, o composto catidnico € um ion cati6-
nico elemental selecionado do grupo que compreende metais alcalinos
terrosos e cations bivalentes e trivalentes de ferro (Fe). Em uma outra
modalidade, o ion catidnico pode ser derivado de compostos tais como
cloreto de aluminio Al.Clz, acetato de bario Ba(C2Hz30>)2, bicarbonato
de béario Ba(HCO3)2, brometo de bario BaBrz, cloreto de bario BaCly,
formato de bario Ba(HCO.)., hidroxido de bario Ba(OH)2), nitrato de
bario Ba(NO3)2, acetato do calcio Ca(C2H30>)2, bicarbonato de calcio
Ca(HCOs3),, brometo de calcio CaBr», cloreto de calcio CaCl, formato
de calcio Ca(HCOy),, hidroxido de calcio Ca(OH).), nitrato de calcio
Ca(NO3)2, acetato de magnésio Mg(C2H302)2, bicarbonato de magné-
sio Mg(HCOs3)2, brometo de magnésio MgBr., cloreto de magnésio
MgCl. cloreto, formato de magnésio Mg(HCO.)2, hidréxido de magné-
sio Mg(OH)2), nitrato de magnésio Mg(NOs)2, acetato de ferro
Fe(C2H30.)2, cloreto férrico FeCls, e 0s hidratos correspondentes. Em
uma modalidade preferida, a quantidade de composto catiénico é de
0,001 a 0,25 g/g, com base no teor de matéria seca da primeira fase
liguida. Em uma outra modalidade preferida, o composto catidénico é o
cloreto de aluminio.

[00108] Em uma modalidade da presente invenc&o, uma mistura de
compostos catidnico € usada pelo método, tal como uma mistura de
polimeros catidnicos, uma mistura de ions catibnicos ou uma mistura
de ions catibnicos e polimeros catidnicos, tal como uma mistura de
composto catibnico, em que a mistura compreende ou consiste em um
polimero de amido catidnico e cloreto de aluminio.

[00109] Desse modo, tal como acima mencionado, a segunda fase
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liquida que ainda compreende carboidratos pode ser desse modo reci-
clada e introduzida na etapa a) e sujeitada a uma outra rodada da eta-
pa de deslignificacédo alcalina seguida opcionalmente por um tratamen-
to com um composto catidnico (tal como ilustrado na Figura 1). A reci-
clagem da segunda fase liquida pode feita sem a adicdo necessaria do
agente de deslignificacdo alcalina, ao contrario da situacdo na qual a
lignina solubilizada foi precipitada com acido em vez da aplicacdo de
um composto catiénico.

[00110] Desse modo, em uma modalidade adicional, a segunda fa-
se liquida é separada da segunda fase sélida e a segunda fase liquida
€ reciclada para a etapa a).

[00111] De acordo com a invencéo, a lignina pode ser precipitada
do licor de deslignificagdo alcalina sem a mudanc¢a do pH por compos-
tos catidnicos e o licor da deslignificacdo alcalina clarificado (apos a
remocéo) do material precipitado de lignina pode ser reciclado para a
etapa de deslignificacdo alcalina. Isso é vantajoso, uma vez que a
guantidade de agente alcalino (fresco) da composicao para o trata-
mento alcalino € menor em comparacdo a um caso no qual o pH tem
que ser reduzido por compostos 4cidos para a recuperacao de lignina.
Etapa opcional de remocéao parcial dos acucares hemiceluldsicos
do material lignoceluldsico antes da deslignificacao alcalina
[00112] O método para o fracionamento de material lignocelulésico
pode incluir opcionalmente uma etapa na qual a hemicelulose é remo-
vida pelo menos parcialmente do material lignoceluldésico para produzir
uma fase liquida que compreende a hemicelulose e a fase sodlida do
material lignocelulésico, que é introduzida na etapa a) do método (tal
como ilustrado na Figura 2).

[00113] Desse modo, em uma modalidade, o material lignoceluldsi-
CO € sujeito a um tratamento, em que a hemicelulose é removida pelo

menos parcialmente do material lignocelulésico enquanto um material
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lignocelulésico hidrolisado de hemicelulose aquoso é sujeito a etapa
a). Em uma modalidade adicional, pelo menos uma parte do hidrolisa-
do hemiceluldsico aquoso é combinada com a primeira fase soélida e
sujeitada ao tratamento de hidrolise enzimatica.

[00114] Nesta etapa opcional do método do fracionamento, as he-
miceluloses sdo pelo menos em parte dissolvidas e separadas em
uma fase liquida que compreende as hemiceluloses.

[00115] Segue-se que o hidrolisado de lignocelulose obtido pelo
método da presente invencdo pode ser obtido por um ou mais trata-
mentos da lignocelulose ou do material lignoceluldsico incluindo a hi-
drélise (tratamento hidrotérmico e/ou auto-hidrélise), a explosdo de
vapor com ou sem a adi¢do de acidos, uma ou mais etapas de deslig-
nificacdo, antes que o material lignoceluldsico seja sujeito ao agente
de deslignificacéo alcalina na etapa de deslignificac&o alcalina.

[00116] Em uma modalidade da presente invencéo, a hemicelulose
€ removida pelo menos em parte do material lignocelulésico pelo tra-
tamento hidrotérmico. Em uma segunda modalidade, o tratamento hi-
drotérmico é realizado a uma temperatura entre 100 e 250°C, de prefe-
réncia entre 140 e 240°C, e com mais preferéncia entre 140 e 200°C.
A intensificacdo do tratamento hidrotérmico pode ser expressa em
termos da gravidade, cujo termo € definido no presente documento.
Em uma modalidade preferida, o tratamento hidrotérmico é realizado
nas condicbes que correspondem a uma gravidade entre 2,0 e 4,5,
com mais preferéncia entre 3,0 e 4,1, e ainda com maior preferéncia
entre 3,5 e 4,0.

[00117] Em uma outra modalidade da presente invencéo, a hemice-
lulose € removida pelo menos em parte do material lignocelulésico pe-
lo tratamento de auto-hidrélise. A auto-hidrélise € executado tipica-
mente a 5 a 60% de matéria seca, a temperaturas entre 140 e 240°C

por 1 a 120 minutos sem a adicdo de compostos acidos, resultando na
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dissolucéo de 5 a 40% do teor de matéria seca no material lignocelul6-
sico incluindo carboidratos hemicelulosicos. Tipicamente, a auto-
hidrolise dissolve de 30 a 100% de carboidratos hemicelulésicos do
material lignoceluldsico, de preferéncia > 50%, com mais preferéncia >
70%, ainda com maior preferéncia > 80%, e com a maxima preferéncia
> 90%. Os carboidratos de hemicelulose dissolvidos estdo pelo menos
em parte na forma oligomérica. Mais tipicamente, a auto-hidrdlise &
executada a um teor de 10 a 50% de matéria seca a 160 a 220°C, de-
pendendo do material lignocelulésico bruto. Apds a auto-hidrolise, as
fases solida e liquida sdo separadas por qualquer método, tal como a
filtracdo, por exemplo, filtracdo com pressdo, ou por uma prensa de
parafuso. A fracdo solida pode ser lavada para remover a hemicelulo-
se dissolvido da fase solida.

[00118] De acordo ainda com uma outra modalidade da invencgao, o
material lignocelulésico é sujeito a um vapor ou explosdo de vapor
com ou sem adicdo de compostos acidos, em geral a temperaturas
entre 110 e 250°C, mais tipicamente a temperaturas entre 140 e 23°C.
O tratamento resulta na dissolu¢do de carboidratos hemicelulésicos.
Opcionalmente, o material sélido da explosédo de vapor é lavado para
recuperar os carboidratos hemicelulésicos dissolvidos.

[00119] Em uma modalidade, o material lignoceluldsico, do qual pe-
lo menos uma parte da hemicelulose € removida, é sujeito a uma ex-
ploséo de vapor antes de ser introduzido na etapa a). Em uma outra
modalidade da presente invencéo, o material lignocelulésico é sujeito
primeiramente ao tratamento hidrotérmico seguido por uma etapa de
explosdo de vapor. Em uma outra modalidade, a fase sdélida obtida no
tratamento hidrotérmico e/ou na auto-hidrélise € sujeitada a uma ex-
plosdo de vapor antes do tratamento de deslignificacdo na presenca
do agente de deslignificacéo alcalina.

[00120] De acordo com a invencao, foi constatado surpreendente-
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mente que o método de tratamento de lignocelulose que inclui ambas
a etapa de tratamento na qual os acucares hemicelulésicos se tornam
dissolvidos pelo menos em parte (tal como a auto-hidrélise) e a etapa
de tratamento de deslignificacdo alcalino (tal como o tratamento com
NaOH) permitem um elevado rendimento global (total) de acucar no
processo. O elevado rendimento total de aclUcar € vantajoso para a
economia dos processos microbianos tais como a producao de oleo de
uma so célula.

Hidrolise enzimética do produto de deslignificacéo

[00121] Na etapa d) do método de fracionamento de material ligno-
celulésico, a primeira fase solida obtida a partir da etapa de fraciona-
mento ao usar um composto catibnico também é sujeitada a hidrdlise
enzimatica. Em uma modalidade alternativa, onde a parte substancial
da lignina foi removida por etapas repetidas de deslignificacéo alcalina
e tratamento do composto catidnico subsequente, a segunda fase li-
quida pode ser usada em uma hidrolise enzimatica para obter a tercei-
ra fase liquida que compreende os acUcares celulésicos.

Hidrdlise enzimatica

[00122] A hidrolise enzimatica consiste na incubacéo de palha pré-
tratada ou um outro substrato ou material bruto, com uma mistura de
enzimas, que consiste tipicamente, mas sem ficar a elas limitada, 1,4-
B-glucanases (endoglucanaces e exoglucanases, ou endocelulases e
exocelulases), 1,4-B-glucosidases (celobiases) e enzimas de degrada-
cdo da hemicelulose (hemicelulases, xilanases, arabinases etc.). As
enzima podem ou nédo ser produtos de enzimas comerciais. O material
lignocelulésico fracionado (pré-tratado) € misturado com a solucéo de
agua ou tampédo e a mistura de enzimas em proporcdes apropriadas.
Aditivos, tais como polietileno glicol, detergentes ou outros agentes
tensoativos, ou proteinas, podem ou ndo ser adicionados a reacao.

Qualquer proporcado de sdlidos na suspenséao (ou “consisténcia") pode
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ser usada, de preferéncia de 10 a 35%, ou em particular de 15 a 25%.
O pH da pasta € ajustado de acordo com as condi¢des ideais para a
mistura de enzimas usada. O ajuste do pH é feito antes e/ou durante a
adicdo das enzimas mediante a adicdo de um acido ou uma base a
uma concentragao apropriada, por exemplo, H.SO4, HCIl, HNO3, Na-
OH, NH3 ou um outro acido ou base. Um outro ajuste do pH pode ou
nao ser feito apds a adicdo das enzimas e durante a hidrolise.

[00123] Uma temperatura constante é mantida durante a hidrdlise,
de acordo com as condi¢oes ideais da mistura de enzimas, frequente-
mente de 40 a 60°C, ou em particular de 50°C. A palha pré-tratada,
agua e/ou a solucdo tampdo e outros constituintes da suspensao de
hidrélise podem ou néo ser pré-aquecidos até a temperatura da reacao
antes de ser adicionados a suspenséao. A suspensao € agitada durante
a reacao por meio de agitacdo, sacudidelas, queda livre ou outros
meios de agitacao.

[00124] Em uma modalidade da presente invencéo, o tratamento de
hidrélise enziméatica do material lignocelulésico € realizado ao sujeitar
o material lignoceluldésico a uma mistura de enzimas na presenca da
agua ou um tampdo. A mistura de enzimas consiste tipicamente, mas
sem ficar a elas limitada, 1,4-B-glucanases (endoglucanaces e exoglu-
canases, ou endocelulases e exocellulases), 1,4-B-glucosidases (celo-
biases) e enzimas de degradacdo de hemicelulose (hemicelulases,
xilanases, arabinases, etc.).

[00125] Com a sujeicdo da primeira fase soélida obtida a partir da
etapa de deslignificacdo alcalina a hidrolise enzimatico, mais lignina é
removida do material na forma de lignina sélida (terceira fase solida). A
fase liguida obtida a partir da hidrélise enziméatica compreende os acu-
cares liberados do material. A terceira fase liquida também € indicada
como hidrolisado enziméatico, o qual pode ser usado para a producao

de lipideos microbianos.
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[00126] Uma parte dos agucares hemicelulésicos, que séo separa-
dos opcionalmente do material, por exemplo, por meio do tratamento
hidrotérmico ou da auto-hidrélise), pode ser introduzida no sistema e
ser sujeitada a hidrolise enzimatica junto com o material da fase solida
obtido a partir da etapa de deslignificagao alcalina.

[00127] Desse modo, pelo menos uma parte da hemicelulose sepa-
rada (fase liquida) pode ser adicionada a e misturada com a fase soli-
da da etapa de deslignificacdo alcalina (a primeira fase solida) antes
gue essa mistura seja sujeitada ao tratamento de hidrolise enzimatica
da etapa d). Desse modo, em uma modalidade da invencéo, pelo me-
nos uma parte da primeira fase liquida € combinada com a segunda
fase sélida e sujeitada ao tratamento de hidrélise enzimatica.

[00128] Em uma modalidade, a hidrélise enzimatica € realizada co-
mo uma hidrolise descontinua.

Hidrdlise descontinua

[00129] A hidrdlise descontinua refere-se a uma reacédo de hidroli-
se, na qual os constituintes da reacéo séo misturados para formar uma
suspensao ou uma massa fluida ou uma pasta, e incubada por um pe-
riodo de tempo apropriado, depois do qual os solidos sao separados
por meio de filtragdo, centrifugacdo ou outros meios de separacéo, e é
adquirida uma corrente liquida de acucares soluveis, incluindo a glico-
se, a xilose, a arabinose, a galactose, a manose e outros, e seus oli-
gbmeros. Os constituintes da reacdo ou outras substancias podem ou
nao ser adicionados durante a reacdo. No entanto, nenhuma corrente
liquida é separada da pasta antes do final da reacéo.

[00130] Uma reacao descontinua também pode ser executada co-
mo um processo continuo. Em uma hidrélise de batelada continua,
uma corrente constante de palha pré-tratada, liquido, enzimas, agen-
tes de ajuste do pH e outros constituintes da reacéo, € alimentada no

reator enquanto uma corrente constante da pasta € removida simulta-
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neamente do reator, da qual a corrente liquida é separada. Em uma
hidrolise de batelada continua, o reator pode ou ndo ser subdividido
em dois ou mais reatores em série, através dos quais a pasta flui cons-
tantemente, em particular a fim de melhorar a distribuicdo do tempo de
retencdo do material bruto. Conceptualmente, o material sélido é sepa-
rado do liquido somente depois da reacdo e nenhuma separacao ocor-
re durante a reagdo. Portanto, nenhuma separagao ocorre para a pas-
ta de saida de outros reatores com excecdo da pasta do ultimo reator
e, por conseguinte, nenhuma outra corrente liquida separada € remo-
vida da pasta além da corrente liquida proveniente da separacao da
pasta de saida final. No entanto, a alimentacéo adicional de constituin-
tes da reacdo pode ocorrer em algum ponto do processo. Se a sepa-
racdo do liquido ocorrer entre dois reatores, 0s reatores devem ser de-
finidos como etapas separadas da reacdo e o processo de hidrélise
deve ser definidos como uma hidrélise sequencial (por etapas).

[00131] Em uma segunda modalidade da presente invencéao, a hi-
drélise enzimética é realizada como uma hidrélise sequencial.
Hidrdlise sequencial

[00132] A hidrdlise sequencial,também conhecida como hidrélise
por etapas, ou hidrélise de dois estagios, trés estagios ou multiplos
estagios, etc., consiste em uma sequéncia de rea¢des descontinuas
em série, onde entre as reacfes descontinuas, uma corrente liquida é
separada da pasta e a corrente sélida concentrada € alimentada na
reacdo descontinua seguinte e misturada com agua fresca e/ou uma
solucéo tampao. A adicao de enzimas frescas e outros constituintes da
reacdo pode ou ndo ocorrer na segunda, terceira ou na ultima reacao.
O tempo de reacao pode ser igual ou diferente nas etapas de reacéao
subsequentes.

[00133] Similarmente tal como descrito para reag¢des descontinuas,

a hidrélise sequencial pode ser executada como um processo continuo
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e as etapas da reacdo individuais da hidrélise sequencial podem ser
subdivididas em reatores separados em série, através dos quais a
pasta flui constantemente. A separacédo do liquido e da adicao de li-
quido fresco pode ou ndo ocorrer entre os reatores. Conceptualmente,
se o liquido for separado e o liquido for ou ndo substituido por um li-
qguido fresco entre dois reatores, os reatores devem ser definidos como
etapas de reacdo separadas.

[00134] Em ainda uma modalidade adicional, a hidrolise enziméatica
é realizada como uma hidrolise de reciclagem de solidos.

Reciclagem de sélidos residuais na hidrélise enzimatica (ou "re-
ciclagem de sdlidos")

[00135] Um processo de hidrolise com reciclagem de soélidos resi-
duais, ou "reciclagem de sélidos", inclui uma reacdo de hidrdlise, de-
pois da qual uma corrente liquida é separada da pasta e uma propor-
cdo da corrente continua concentrada € reciclada de volta ao mesmo
reator (Figura 5). A proporcao de solidos residuais reciclados é cha-
mada taxa de reciclagem e denotada por r na Figura 5 e nas Equacoes
2 e 3. A uma taxa de alimentacédo constante do material bruto, a reci-
clagem de solidos estende-se pelo tempo de reacdo do material sélido
de acordo com uma série geométrica, apresentada na Equagéo 2, on-
de tn € o tempo médio de reacdo dos soélidos depois de n reacdes de
reciclagem subsequentes, t0 é o tempo de reacdo de uma Unica rea-
cdo, ou o tempo de retencdo da pasta no reator, e r é a taxa de reci-
clagem. Eventualmente, um processo de reciclagem a uma taxa de
alimentacao e reciclagem constante e um tempo de retencao constan-
te ird alcancar um estado estavel, em que o tempo médio de reagao do

material sélido pode ser calculado a partir da Equacéo 3.

n—-1
t Zt ¢ tl—r"
[— r::
i=0

(2)
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3
[00136] Por exemplo, a uma taxa de reciclagem de 50% em uma
reacdo de 24 horas, o tempo médio de reacdo dos solidos sera de 48
horas no estado estavel.
[00137] A reacéo de reciclagem pode ser executada como uma re-
acao descontinua, depois da qual a reciclagem dos solidos ocorre, ou
como um processo continuo, onde os constituintes do processo sao
alimentados constantemente no reator, um fluxo de saida constante da
pasta ocorre e a pasta de saida é separada em um liquido e uma cor-
rente solida residual concentrada e um fluxo constante de solidos resi-
duais é reciclado de volta ao reator. A reacdo de reciclagem pode ou
nao ser subdividida em reatores separados em série a fim de melhorar
a distribuicdo do tempo de residéncia e a separacdo do liquido de ou
depois desses reatores e a alimentacao adicional de constituintes do
processo nesses reatores pode ou ndo ocorrer. Etapas de reacao se-
quenciais adicionais podem ou ndo ser incluidas apos ou antes ou du-
rante da reacao de reciclagem de sélidos.
[00138] O material hemicelulésico obtido opcionalmente mediante a
sujeicdo do material lignocelulésico ao tratamento hidrotérmico ou a
auto-hidrdlise pode ser reintroduzido (pelo menos em parte) na etapa
de hidrélise enzimética. Por conseguinte, em uma modalidade da pre-
sente invencédo, pelo menos uma parte do hidrolisado hemicelulésico
aguoso € combinada com a primeira fase solida e sujeitada ao trata-
mento de hidrolise enzimatica.
[00139] O hidrolisado enzimatico liquido obtido na etapa d) pode ser
sujeito a uma etapa de concentracdo do hidrolisado para obter um hi-
drolisado concentrado, tal como por meio de evaporacao, a fim de ob-
ter uma fracdo que tem uma concentracdo mais elevada de carboidra-

tos celuldsicos.
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[00140] Desse modo, em uma modalidade, o método de acordo
com a invencdo também compreende uma etapa de concentracdo da
terceira fase liquida. De preferéncia, a concentracdo da terceira fase
liquida € realizada por meio de evaporacao.

Hidrolisado enzimatico liquido (terceira fase liquida)

[00141] A fase liquida (o hidrolisado enzimatico) obtida na etapa d)
do método da invencédo compreende acgucares liberados do material de
partida provido na etapa a) do método ou na etapa de tratamento hi-
drotérmica e/ou auto-hidrolise prévia opcional. A fase liquida que com-
preende os acucares pode ser usada na preparacdo de um meio de
cultivo, tal como o cultivo para o uso em um método para a producéo
de lipideos microbianos tal como descrito no presente documento.
[00142] Por conseguinte, um segundo aspecto da presente inven-
cao refere-se a uma fase liquida na forma de um hidrolisado enzimati-
co que pode ser obtido pelo método da presente invencéo (a terceira
fase liquida).

[00143] Alternativamente, a fase liquida do hidrolisado enzimatico
pode ser concentrada para obter um licor que tem uma concentracao
mais elevada de acucares. Desse modo, um aspecto adicional da pre-
sente invencédo prové um hidrolisado concentrado de agucar que pode
ser obtido pelo método da presente invencao.

[00144] O hidrolisado hemicelulésico da primeira fase liquida (que
compreende mondémeros de acgUcar hemiceluldsicos) e o hidrolisado
enzimatico, a terceira fase liquida (Qque compreende acucares celuldsi-
cos) podem ser usados no caldo de cultivo sozinhos ou ser misturados
juntos como fontes de carbono para a producéo do 6leo de uma so
célula.

Método para a producéo de lipideo microbiano

[00145] Um aspecto adicional da presente invencao refere-se a um

método para a producdo de lipideo microbiano, em que o método
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compreende

(i) a provisdo de um meio de cultivo que compreende o li-
quido na forma de um hidrolisado enzimatico obtido pelo método para
o fracionamento de um material lignoceluldsico (a terceira fase liquida)
ou do hidrolisado de acUcar concentrado da presente invencéo,

(i) a provisao de um caldo de fermentagcdo mediante a ino-
culacéo do meio de cultivo com um microbio oleaginoso,

(iii) a incubacé&o do dito meio inoculado com o dito micrébio
oleaginoso, permitindo que o lipideo se acumule,

(iv) a recuperacao do lipideo do dito microbio oleaginoso.
[00146] O método da invencédo também é indicado como um unico
processo de producédo de 6leo de uma so célula. O método da presen-
te invencao pode fazer parte do processo para a producao de biocom-
bustiveis tal como descrito no presente documento, em que o 6leo ou
pelo menos uma parte do 6leo é provido na forma de 6leo microbiano
pelo método descrito no presente documento.
[00147] De acordo com a modalidade preferida da invencéo, o meio
de cultivo compreende agUcares lignocelulosicos derivados da celulo-
se e/ou da hemicelulose. De acordo com a invencéo, as fracbes de
hemicelulose e/ou de celulose da biomassa lignoceluldsica sdo usadas
como matérias primas para a producdo de 6leo microbiano (6leo de
uma sé célula) no mesmo processo (sistema de biorreator). O proces-
so usa de preferéncia o micrébio oleaginoso que pode utilizar acucares
C6 (por exemplo, xilose, arabinose) e C5 (por exemplo, glicose, mano-
se, galactose).
[00148] De acordo com uma outra modalidade da invencéo, o meio
de cultivo compreende os acucares hemicelulosicos derivados de lig-
nocelulose. De acordo ainda com uma outra modalidade da invencéo,
0s acgucares hemiceluldsicos estdo pelo menos em parte na forma oli-

gomérica quando alimentados em um processo de producdo de 6leo
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de uma so célula.

[00149] Em uma modalidade preferida da presente invencéo, o me-
todo para a producéo do lipideo microbiano de acordo com a reivindi-
cacao precedente, em que o método compreende

a) a sujeicdo do material lignocelulésico a um tratamento de
deslignificagcdo na presenca de um agente de deslignificacao alcalina
para produzir uma mistura que compreende uma primeira fase solida e
uma primeira fase liquida que contém lignina dissolvida,

b) a separacdo da primeira fase solida da primeira fase li-
quida,

c) a introducdo de um composto catidnico na primeira fase
liguida para produzir uma mistura que compreende uma segunda fase
sélida e uma segunda fase liquida,

d) a sujeicdo da primeira fase solida a um tratamento de hi-
drélise enzimatica para hidrolisar as fracdes de hemicelulose e de ce-
lulose da primeira fase sélida para produzir uma mistura que compre-
ende uma terceira fase liquida na forma de um hidrolisado enzimético
e uma terceira fase solida que compreende a lignina,

(i) a provisdo de um meio de cultivo que compreende a ter-
ceira fase liquida na forma de um hidrolisado enzimético da etapa d),

(i) a provisao de um caldo de fermentacdo mediante a ino-
culacdo do meio de cultivo com um microbio oleaginoso,

(i) a incubacéo do dito meio inoculado com o dito micrébio
oleaginoso, permitindo que o lipideo se acumule,

(iv) a recuperacéo do lipideo do dito micrébio oleaginoso.

Antes de introduzir o material lignocelulosico na etapa a) e
sujeitar o mesmo a deslignificacédo alcalino, o material lignocelulésico
pode ser opcionalmente pré-tratado para separar ou separar parcial-
mente a hemicelulose do material.

[00150] Desse modo, em uma modalidade, o material lignoceluldsi-
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co € sujeito a um tratamento, em que a hemicelulose é removida pelo
menos parcialmente do material lignocelulésico como um hidrolisado
de hemicelulose aquoso antes da etapa a).

[00151] Os micrébios usados pelo método de producéo de lipideos
microbianos sdo micrébios oleaginosos. Os microbios oleaginosos (tal
como descrito no presente documento) podem acumular lipideos inter-
celulares de maneira tal que os lipideos somam pelo menos 15% (em
peso/peso) da biomassa total (por peso seco da célula) do micrébio
guando ele é cultivado sob condicfes apropriadas. Em uma modalida-
de preferida, o microbio oleaginoso pode acumular pelo menos 20%
(em peso/peso) da biomassa total do microbio (por peso seco da célu-
la). Em uma modalidade da presente invencdo, o micrébio oleaginoso
usado para a producdo de lipideos é selecionado de um grupo que
compreende levedura e fungos filamentosos. De preferéncia, um mé-
todo para a producéo do lipideo microbiano € realizado sob a condicéo
aerobica. Desse modo, em uma modalidade da presente invencéo, a
incubacdo na etapa (iii) é realizada como cultivo aerobico, tal como
descrito no presente documento.

[00152] Quando da descricdo das realizacbes da presente inven-
cdo, as combinacfes e as permutacdes de todas as realizacdes possi-
veis nao foram descritas explicitamente. No entanto, o mero fato que
determinadas medidas s&o recitadas em reivindicagcdes dependentes
mutuamente diferentes ou descritas em realizacdes diferentes nao in-
dica que uma combinacdo dessas medidas ndo pode ser usada de
modo vantajoso. A presente invencgao considera todas as combinacgoes
e permutacdes possiveis das realizacdes descritas.

[00153] Os termos "que compreende”, "compreendem"” e "compre-
ende" no presente documento, segundo O requerente, podem ser
substituidos opcionalmente pelos termos "que consiste", “"consistem"

ou "consiste", respectivamente, em cada caso.
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[00154] Quando da descricao das realizagbes da presente inven-
cdo, as combinacdes e as permutacdes de todas as realizacdes possi-
veis nao foram descritas explicitamente. No entanto, o mero fato que
determinadas medidas séo recitadas em reivindicagcdes dependentes
mutuamente diferentes ou descritas em realizacdes diferentes néo in-
dica que uma combinagdo dessas medidas ndo pode ser usada de
modo vantajoso. A presente invencao considera todas as combinacdes
e permutacdes possiveis das realizacfes descritas.

[00155] Os termos "que compreende", "compreendem" e "compre-
ende" no presente documento, segundo o0 requerente, podem ser
substituidos opcionalmente pelos termos "que consiste”, "consistem"
ou "consiste”, respectivamente, em cada caso.

Itens

[00156] A seguir, a invencédo é descrita por itens ndo limitadores.

Item 1. Método para o fracionamento de um material ligno-
celulésico, em que o método compreende

a) a sujeicdo do material lignocelulésico a um tratamento de
deslignificacdo na presenca de um agente de deslignificacdo alcalina
para produzir uma mistura que compreende uma primeira fase sélida e
uma primeira fase liquida que contém lignina dissolvida,

b) a separacdo da primeira fase solida da primeira fase li-
quida,

c) a introducdo de um composto catidnico na primeira fase
liguida para produzir uma mistura que compreende uma segunda fase
sélida e uma segunda fase liquida,

d) a sujeicdo da primeira fase solida a um tratamento de hi-
drélise enzimatica na presenca de enzimas que podem hidrolisar as
fracbes de hemicelulose e de celulose da primeira fase soélida para
produzir uma mistura que compreende a terceira fase liquida na forma

de um hidrolisado enzimatico e uma terceira fase solida,
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e) a separacao da terceira fase liquida da terceira fase soli-
da.

Item 2. O método de acordo com o artigo 1, em que o0 com-
posto cationico é selecionado de um grupo que compreende polimeros
e oligbmeros catibnicos tais como polissacarideos de amido catiéni-
cos, amilose catibnica, amilopectina cationica, dextrana cationica, oli-
gbmeros de lignina cationicos, polimeros de lignina catiénicos, turfa
cationica, ou as misturas destes.

Item 3.0 método de acordo com o artigo 2, em que 0S po-

limeros e os oligbmeros catidnicos tém uma densidade de carga cati6-
nica de 0,5 a 5 meq/qg.
[0149] Item 4. O método de acordo com o artigo 1, em que o com-
posto catidnico é um ion catidnico elemental selecionado do grupo que
compreende metais alcalinos terrosos e céations bivalentes e trivalentes
de ferro (Fe) ou de aluminio (Al).

Item 5. O método de acordo com o item 4, em que 0 ion
catibnico pode ser derivado de compostos tais como cloreto de alumi-
nio Al:Cl;, acetato de bario Ba(C:Hz02)2, bicarbonato de béario
Ba(HCOz3)2, brometo de bario BaBrz, cloreto de bario BaClz, formato de
bario Ba(HCO2),, hidréxido de béario Ba(OH)2), nitrato de bario
Ba(NOs),, acetato do calcio Ca(C2Hz02)2, bicarbonato de caélcio
Ca(HCO:3)2, brometo de célcio CaBr», cloreto de calcio CaCl,, formato
de calcio Ca(HCOy),, hidroxido de calcio Ca(OH).), nitrato de calcio
Ca(NO3)., acetato de magnésio Mg(C2Hz30>)2, bicarbonato de magné-
sio Mg(HCOs3)2, brometo de magnésio MgBr., cloreto de magnésio
MgCl> cloreto, formato de magnésio Mg(HCO3)2, hidroxido de magné-
sio Mg(OH)2), nitrato de magnésio Mg(NOs)2, acetato de ferro
Fe(C2H30:y2)2, cloreto férrico FeCls, e os hidratos correspondentes.

Item 6. O meétodo de acordo com qualquer um dos itens

precedentes, em que a quantidade de composto cationico é de 0,001 a
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0,25 g/g com baseado no teor de matéria seca da primeira fase liqui-
da.

Item 7. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a segunda fase liquida é separada da segunda
fase sélida e a segunda fase liquida € reciclada para a etapa a).

Item 8. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que o agente de deslignificacdo alcalina é seleciona-
do de um grupo que consiste em hidréxido de sddio, carbonato de s6-
dio, hidréxido de potassio, carbonato de potassio, hidréxido de calcio e
carbonato de calcio, hidroxido de litio, carbonato de litio, hidréxido de
amonio, amonia, sulfeto de sbédio e hidratos correspondentes.

Item 9. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a concentracdo do agente de deslignificacdo é
de 0,1 a 10% em peso, com mais preferéncia de 0,1 a 4% em peso
com base na quantidade de material lignocelulésico na base da mateé-
ria seca.

Item 10. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que o agente de deslignificacdo alcalina é adicionado
ao material lignocelulésico para obter uma suspenséo que tem um pH
acima de 7, de preferéncia entre 10 e 13.

Item 11. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que o tratamento de deslignificacdo é realizado a
uma temperatura acima de 25°C, de preferéncia entre 30 e 160°C.

Item 12. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que o material lignocelulésico é sujeito a um trata-
mento no qual a hemicelulose é removida pelo menos parcialmente do
material lignocelulésico como um hidrolisado de hemicelulose aquoso,
antes que o material lignocelulésico seja sujeito a etapa a).

Item 13. O método de acordo com o item 12, em que a he-

micelulose é removida pelo menos em parte do material lignocelulosi-
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co pelo tratamento hidrotérmico.

Item 14. O método de acordo com o item 12, em que a he-
micelulose é removida pelo menos em parte do material lignoceluldsi-
co pelo tratamento de auto-hidrolise.

Item 15. O método de acordo com o item 12, em que o0 ma-
terial lignocelulésico, do qual pelo menos uma parte da hemicelulose é
removida, € sujeito a uma explosédo de vapor antes da etapa a).

Item 16. O método de acordo com o item 12, em que pelo
menos uma parte do hidrolisado hemicelulésico aquoso € hidrolisada
enzimaticamente, opcionalmente ao combinar o hidrolisado hemicelu-
l6sico com a primeira fase solida antes de sujeitar a mistura ao trata-
mento de hidrélise enzimatica.

Item 17. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a hidrélise enzimatica é realizada como uma hi-
drélise descontinua.

Item 18. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a hidrdlise enzimatica é realizada como uma hi-
drélise sequencial.

Item 19. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que a hidrdlise enzimatica é realizada como uma hi-
drélise de reciclagem de solidos.

Item 20. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, o qual também compreende uma etapa de concentracao
da terceira fase liquida.

Item 21. Uma fase liquida na forma de um hidrolisado en-
zimatico, a qual pode ser obtida pelo método de acordo com qualquer
um dos itens precedentes.

Item 22. Um hidrolisado de acgucar concentrado, o qual po-
de ser obtido pelo método de acordo com o item 20.

Item 23. Um método para a producéo de lipideo microbiano,
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em que o método compreende

(i) a provisdo de um meio de cultivo que compreende uma
terceira fase liquida na forma de um hidrolisado enzimatico do item 21
ou de hidrolisado de acgucar concentrado de acordo com o item 22,

(i) a provisao de um caldo de fermentagcdo mediante a ino-
culagdo do meio de cultivo com um microbio oleaginoso,

(i) a incubacéo do dito meio inoculado com o dito microbio
oleaginoso, permitindo que o lipideo se acumule,

(iv) a recuperacéo do lipideo do dito micrébio oleaginoso.

Item 24. O método para a producéo de lipideo microbiano
de acordo com o item precedente, em que o método compreende

a) a sujeicdo do material lignocelulésico a um tratamento de
deslignificagcdo na presenca de um agente de deslignificacdo alcalina
para produzir uma mistura que compreende uma primeira fase solida e
uma primeira fase liquida que contém lignina dissolvida,

b) a separacdo da primeira fase solida da primeira fase li-
quida,

c) a introducdo de um composto catidnico na primeira fase
liquida para produzir uma mistura que compreende uma segunda fase
sélida e uma segunda fase liquida,

d) a sujeicdo da primeira fase solida a um tratamento de hi-
drélise enzimatica para hidrolisar as fracdes de hemicelulose e de ce-
lulose da primeira fase sélida para produzir uma mistura que compre-
ende uma terceira fase liquida e uma terceira fase soélida que compre-
ende lignina,

e) a separacao da terceira fase liquida da terceira fase soli-
da,

(i) a provisao de um meio de cultivo que compreende a ter-
ceira fase liquida na forma de um hidrolisado enzimatico da etapa e),

(i) a provisao de um caldo de fermentacdo mediante a ino-
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culagéo do meio de cultivo com um microbio oleaginoso,

(i) a incubacéo do dito meio inoculado com o dito microbio
oleaginoso, permitindo que o lipideo se acumule

(iv) a recuperacéo do lipideo do dito micrébio oleaginoso.

Item 25. O método de acordo com o item 23 ou 24, em que
0 micrébio é selecionado do grupo que consiste em levedura e fungos
filamentosos.

Item 26. O método de acordo com qualquer um dos itens 23
a 25, em gue o material lignocelulésico é sujeito a um tratamento, em
gue a hemicelulose é removida pelo menos parcialmente do material
lignocelulésico como um hidrolisado de hemicelulose aquoso antes da
etapa a).

Item 27. O método de acordo com qualquer um dos itens
precedentes, em que pelo menos uma parte do hidrolisado hemicelu-
l6sico aquoso € combinada com a primeira fase soélida e sujeitada ao
tratamento de hidrélise enzimatica.

Item 28. O método de acordo com qualquer um dos itens 23
a 25, em que o meio de cultivo compreende pelo menos uma parte da
primeira fase liquida.

Exemplos

[00157] A invencdo é ilustrada pelos exemplos ndo limitadores a
seguir. A invencao pode ser aplicada a outros materiais brutos lignoce-
lulésicos que ndo aqueles ilustrados nos exemplos. Deve ser compre-
endido que as realizagcOes fornecidas na descricdo acima e nos exem-
plos sdo apenas para finalidades ilustrativas, e que varias mudancas e
modificacdes sédo possiveis dentro do ambito da invencéo.

Exemplo 1

Auto-hidrolise (com pH pré-ajustado) de palha de trigo

[00158] Uma suspenséo foi preparada ao misturar 20 g de palha de

trigo moida previamente para passar por uma tela de 1 mm e 180 g de
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agua. A suspenséo foi ajustada com acido acético a um pH 4,5. A sus-
penséo foi transferida a um reator de autoclave que foi entdo aquecido
nao isotermicamente com uma camisa de aguecimento até a tempera-
tura entre 17°C e 200°C com agitacao continua. Os dados da tempera-
tura durante o aguecimento foram registrados e usados para calcular a
gravidade da auto-hidrdlise (Equacéo 1). O reator foi resfriado até cer-
ca de 50°C, e a suspensao foi recuperada manualmente para a filtra-
cdo. A fracdo liquida foi separada da fracdo sélida e furfural e hidroxi
metil furfural (HMF) na fracédo liquida foram medidos ao usar HPLC. A
concentracdo total de acucar (g/l) na fracdo liquida foi determinada
apos a hidrdlise acido diluida que converte acucares oligoméricos e
poliméricos em monossacarideos. A fracdo sélida foi lavada com agua
(0,5 dm3) e prensada. O residuo sélido obtido foi pesado, amostrado
para a determinacdo da matéria seca, e o rendimento do residuo soli-
do (%) foi calculado como a razdo de peso entre o residuo soélido e a
palha de trigo pesada para o tratamento de auto-hidrélise (100% g de
palha de trigo seca/g de residuo sdlido seco). As substancias fendlicas
soltveis no liquido foram determinadas ao usar o método de Folin-
Ciocalteu com guaiacol como padréo.

[00159] Os resultados mostrados na Figura 15 e na Figura 16 re-
sumem os resultados. O rendimento do residuo sélido diminuiu com a
gravidade da auto-hidrélise com um rendimento de 67% a gravidade
mais elevada (Log(R0) = 4,4) (Figura 15). A concentracdo de acglcares
monossacarideos na fragcao liguida aumentou primeiramente e em se-
guida diminuiu com o aumento da gravidade da auto-hidrélise. A con-
centracdo maxima de acucar (23,1 g/l) foi obtida quando a gravidade
da auto-hidrélise era Log(R0O) = 3,8. Aléem dessa gravidade da auto-
hidrolise, a concentracdo de acucar na fracdo liquida diminuiu drasti-
camente e a concentracéo de furfural e de HMF aumentou de repente,

alcancando uma concentracéo de 4,8 g/l e 0,3 g/l, respectivamente. Ao
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contrario da geracéo repentina de furfural e de HMF, a concentracéo
de compostos fendlicos solUveis aumentou progressivamente de 0,5
g/l até 2,0 g/l com o aumento da gravidade da auto-hidrolise.

[00160] Este exemplo mostra que as condicdes ideais de auto-
hidrolise em termos da gravidade da auto-hidrélise (Log(Ro)) podem
ser selecionadas para evitar a formagao adicional de furfural, HMF e
compostos fendlicos sollaveis, enquanto maximiza a concentracdo de
monossacarideos na fracdo liquida.

Exemplo 2

[00161] Uma suspensao foi preparada ao misturar 33,8 kg de palha
de trigo picada contendo 11% de umidade com 350 kg de agua da tor-
neira conferindo uma consisténcia de 8,5%. A suspenséao foi aquecida
até cerca de 60°C, e a fracdo liquida foi separada dos soélidos por meio
de filtracdo em um filtro Nutsche agitado. A fracdo sodlida (31,2 kg de
matéria seca) foi misturada com agua para obter 192,4 kg da suspen-
sdo a uma consisténcia de 5%. A suspensao foi aquecida até 180°C e
resfriada até a temperatura ambiente, atingindo uma gravidade de S =
4,15. A fracdo sélida foi separada da fracdo liquida em uma centrifuga
de decantador. A fracdo solida foi lavada com agua, e a fracdo insolu-
vel lavada de "palha auto-hidrolisada" (15,3 kg de matéria seca) foi re-
cuperada ao usar a centrifuga do decantador, e armazenada em um
freezer. Com base na andlise de HPLC, a frac&o liquida (6,3 kg de ma-
téria seca) continha acucares derivados de hemicelulose mais ou me-
nos a metade de sua matéria seca.

[00162] A separacdo do liquido e fracdo sdlida e a lavagem opcio-
nal da fracdo solida separa as substancias fendlicas solluveis e os aci-
dos organicos liberados na auto-hidrélise da fracdo solida auto-
hidrolisada. Em consequéncia disto, o consumo do agente quimico de
deslignificacdo alcalina na etapa subsequente de deslignificacéo é di-

minuido sinergisticamente.
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[00163] O exemplo mostra que o auto-hidrélise permite a separacéo
de acucares hemiceluldsicos do material lignocelulosico antes de ou-
tros tratamentos de hidrolise. A fracdo sélida produzida a partir desta
experiéncia foi usada subsequentemente nos testes de deslignificacao,
que resultaram na fracdo solida com baixo teor de lignina e elevado
teor de carboidrato.

Exemplo 3

[00164] Uma suspensao foi preparada ao misturar 10,5 kg de palha
moida a 7,3% de umidade e 54,1 kg de 4gua da torneira em um recipi-
ente de 100 dm3. Depois de um armazenamento a temperatura ambi-
ente por 18 horas, 64,2 kg da suspensao foram colocados em um rea-
tor de autoclave agitado de 250 dma3 cilindrico horizontal. O reator foi
fechado e aquecido dentro de 75 minutos até 140° C, mantido a 140°C
por 5 horas e resfriado até a temperatura ambiente dentro de 30 minu-
tos. A suspensao hidrotermicamente tratada foi removida do reator, e
as fracOes liquida e solida foram separadas por meio de filtracdo. A
fracdo sdlida foi lavada com 4gua da torneira e prensada ao usar uma
prensa hidraulica. A fracdo solida prensada (20,9 kg) tinha um teor de
matéria seca de 42,7%.

[00165] A fracdo sdlida produzida a partir desta experiéncia foi usa-
da subsequentemente nos testes de deslignificacdo, que resultaram
em uma fracdo solida com baixo teor de lignina e elevado teor de car-
boidrato.

Deslignificacao de palha auto-hidrolisada

[00166] A palha auto-hidrolisada contém quantidades consideraveis
de lignina, o que causa efeitos inibidores na hidrolise enzimatica. Por
esta razéo, o material sélido da auto-hidrélise é extraido em condicbes
alcalinas para remover a lignina antes da hidrdlise enzimatica.
Exemplo 4

[00167] Uma suspensao foi preparada ao misturar 20,5 kg (8 kg de
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matéria seca) da palha auto-hidrolisada do Exemplo 2 com 262 g de
NaOH granular e agua da torneira em um reator de aco inoxidavel de
180 dm3 equipado com uma unidade de agitacdo. A suspensdo a uma
consisténcia de 6,6% foi tratada ao aquecer o reator até 95°C dentro
de 30 minutos seguido pelo tratamento isotérmico a 95°C por 1 hora
com agitacdo continua. A fracdo solida extraida foi separada da fracdo
liquida por meio de filtracdo em uma centrifuga, lavada com agua da
torneira, prensada, e a palha auto-hidrolisada extraida com NaOH
(23,64 kg, teor de matéria seca de 27%) foi armazenada a 6°C. A fra-
céo liguida ("solucédo de deslignificacdo de NaOH") contendo 1,62 kg
de material dissolvido da palha auto-hidrolisada foi armazenada a 6°C.
[00168] A hidrélise enzimatica da palha auto-hidrolisada extraida
com NaOH com uma dose de enzima de 35 ul/g Flashzime Plus (Roal
Oy, Finlandia), que era igual a 6 FPU (unidade de papel filtro)/g de DM
de atividade de celulase, acarretou um rendimento de 65,0% de acu-
car de carboidratos da palha auto-hidrolisada. Este € um resultado me-
lhorado comparado ao rendimento de 61,0% de aguUcar de carboidra-
tos de palha auto-hidrolisada sem deslignificacao.

[00169] O rendimento do acucar é calculado como raz&o entre uma
guantidade total de monossacarideos liberados na hidrélise enzimatica
da palha auto-hidrolisada extraida com NaOH e uma quantidade total
de monossacarideos liberados de peso similar da palha auto-
hidrolisada na hidrélise acida multiplicada pelo rendimento da matéria
seca da palha auto-hidrolisada extraida com NaOH do tratamento de
deslignificacao.

[00170] Este exemplo mostra que a mesma quantidade de enzima
produz um rendimento maior de acucar na hidrélise enzimatica, quan-
do a lignina é removida antes da hidrdlise enzimatica pelo tratamento
alcalino (NaOH). O exemplo também mostra que uma parte de lignina

é dissolvida na fracdo liquida alcalina e que a lignina pode ser recupe-
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rada por meio de precipitacao.

Exemplo 5

[00171] Uma suspensao a uma consisténcia de 3,6% foi preparada
ao misturar a palha auto-hidrolisada do Exemplo 2 (403 g, 156 g de
matéria seca) com 4.050 g de agua da torneira e 37,5 g de Na>CO3
sélido em um reator de vidro equipado com um agitador magnético. O
reator foi aquecido até 95 a 100°C em 30 minutos e tratado por 4 ho-
ras a 95 a 100°C com agitacdo continua da suspensdo. 812 g de uma
fracdo solida extraida com Na:COs ("palha auto-hidrolisada extraida
com Na2CO3") que tem um teor de matéria seca de 15% foram sepa-
rados da fracdo liquida (3.325 g) por meio de filtracdo, lavados com
agua da torneira, prensados e armazenados a 6°C. O rendimento da
fracdo soOlida (DM de palha deslignificada/DM de palha auto-
hidrolisada) era de 78%. A fracéo liquida (solucdo de deslignificacéo
de Na>CO3) tinha um pH 9,8 e foi armazenada a 6°C. A quantidade de
carbonato usado € maior do a que NaOH, uma vez que o carbonato é
uma base mais fraca do que o hidréxido.

[00172] A hidrélise enzimatica da palha auto-hidrolisada extraida
com Na>COsz com uma dose de enzima de 35 ul/g Flashzime Plus
(Roal Oy, Finlandia), que era igual a 6 FPU (unidades de papel filtro)/g
de DM da atividade do celulase, acarretou um rendimento de 59,1% de
acucar de carboidratos da palha auto-hidrolisada. Este era menor do
gue o rendimento de 65,0% de aclUcar com palha auto-hidrolisada ex-
traida com NaOH de carboidratos da palha auto-hidrolisada ou o ren-
dimento de 61,0% de acgUcar de carboidratos da palha auto-hidrolisada
sem deslignificacgéo.

[00173] O rendimento do acucar é calculado como a razdo entre
uma quantidade total de monossacarideos liberados na hidrélise enzi-
matica e uma quantidade total de mossacarideos liberados de peso

similar da palha auto-hidrolisada na hidrélise acida multiplicada pelo
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rendimento da matéria seca da palha auto-hidrolisada extraida com
Na>COs do tratamento de deslignificagéo.

[00174] Em comparacdo com a palha auto-hidrolisada que foi sujei-
tada a hidrolise enzimatica sem deslignificacdo, a vantagem da deslig-
nificacdo de Na>COs foi que uma fragcédo adicional de lignina (solugao
de deslignificacdo de Na-CO3) foi obtida.

[00175] Este exemplo mostra que a mesma quantidade de enzima
produz um rendimento maior de acucar na hidrélise enzimética, quan-
do a lignina € removida antes da hidrolise enzimatica pelo tratamento
alcalino (Na2CO3). O exemplo também mostra que a parte de lignina é
dissolvida na fracéo liquida alcalina e que a lignina pode ser recupera-
da por meio de precipitacéo.

Exemplo 6

[00176] Uma suspensao foi preparada ao misturar 10,0 kg (4,41 kg
de matéria seca) da palha auto-hidrolisada do Exemplo 3 com agua da
torneira (29,5 kg) e 3,401 g de NaOH aquoso a 50% (em peso/peso).
A suspenséo foi tratada em um reator similar e em condic¢des térmicas
tal como descrito acima no Exemplo 3. A fracdo soélida ("palha desligni-
ficada com NaOH"), foi separada por meio de filtracédo, e apés a lava-
gem tinha um teor de matéria seca de 30,4%. A fracdo liquida ("solu-
cao de deslignificacdo de NaOH") tinha um pH 13,0 e foi armazenada
a 6°C.

Exemplo 7

[00177] A finalidade do exemplo era estudar o efeito do tratamento
alcalino da palha auto-hidrolisada na hidrélise enzimética e o rendi-
mento do acucar da palha auto-hidrolisada. Para conseguir isso, uma
suspensdo a uma consisténcia de 7,5% foi preparada ao misturar 15 g
de matéria seca da palha auto-hidrolisada do Exemplo 1 com &gua
deionizada e os produtos quimicos listados na Tabela 1. Produtos

guimicos alcalinos diferentes foram usados para ajustar o pH antes do
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aguecimento até o valor indicado. A suspensédo foi aquecida rapida-
mente até 90°C em um forno de micro-ondas. A suspensao guente foi
filtrada para separar as fracdes soélida e liquida. A fracdo sélida foi la-
vada com agua e o bolo do filtro agitado até ficar homogéneo, e o0 seu
teor de matéria seca foi medido. A fracdo soélida lavada (10 g de mateé-
ria seca) foi hidrolisada com 350 ul (6 FPU/g) do preparado celulolitico
Flashzime Plus (Roal, Finlandia) a uma consisténcia de 10% em tam-
pao de acetato de sédio 0,05 M a um pH 5 na presenca de sorbato de
potassio. A hidrdlise foi realizada em um frasco cénico de 250 ml colo-
cado em um conjunto de incubadora termostatica a uma reacdo a
50°C continuada com 200 rpm de agitacdo por 72 horas. Os acUcares
monomeéricos liberados foram determinados a partir da fracdo liquida
por meio de HPLC. Os rendimentos obtidos da matéria seca e do agu-
car sédo apresentados na Tabela 1.

[00178] O exemplo mostra que a deslignificacdo da palha auto-
hidrolisada aumenta o rendimento do acucar da palha auto-hidrolisada
pela hidrélise enzimatica até mesmo quando as perdas de matéria se-
ca no tratamento de deslignificacdo sao levas em consideracao. Uma
outra vantagem do tratamento de deslignificacdo é a geracéo da fra-
cao de lignina soluvel apropriada para processamento adicional.
[00179] Foi constatado surpreendentemente a partir do exemplo
que somente uma pequena quantidade de produto quimico alcalino é
necessaria na deslignificacdo da palha auto-hidrolisada. Outra consta-
tacdo surpreendente foi que o pH da fracdo liquida isolada da fracéo
sélida deslignificada era relativamente baixa, o que significa que uma
quantidade menor de acido € necessaria para precipitar a lignina da
solucédo mediante a diminuic&o do pH.

Exemplo 8

[00180] A finalidade do exemplo era estudar o efeito do amido ca-

tionico na precipitacao de lignina do licor de deslignificacado onde a al-
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calinidade é causada por NaOH. No experimento, 15 g da solucdo de
lignina e NaOH a um pH 10 do Exemplo 6 (teor de matéria seca de
1,5%) foram colocados em um tubo de ensaio de vidro. Um peso pre-
ciso do amido catidnico "Raifix 25035" (Chemigate, Finlandia) foi adici-
onado ao tubo de ensaio. O tubo contendo a mistura foi coberto por
cortica de borracha, agitado para misturar os ingredientes, e colocado
em repouso a temperatura ambiente. Dependendo da quantidade de
amido catidnico adicionado, mas normalmente depois de alguns minu-
tos, a separacéo das fases na mistura foi observada. Depois de 4 ho-
ras, a amostra de 0,1 ml foi retirada da fase superior da mistura diluida
1:10 em &gua alcalina, centrifugada por 5 minutos a 10.000 g, e a ab-
sorbancia a 280 nm e a 600 nm foi medida a partir do sobrenadante
com diluicbes apropriadas em agua alcalina. Em comparacdo com a
absorbancia da solucéo de lignina ndo tratada, a diminuicdo da por-
centagem na absorbancia a 280 nm ou a 600 nm foi calculada. A dimi-
nuicdo na absorbancia do sobrenadante indica a remocéo de lignina
(precipitacdo) do liquido pelo composto catibnico (amido catiénico).

[00181] Os resultados na Figura 5 mostram o efeito da dosagem de
amido catibnico na diminuicdo da porcentagem na absorbancia UV a
280 nm na matéria dissolvida. O absorbéancia ficou mais claramente
diminuida quando a dosagem de amido catibnico estava entre 0,2 g/g
e 0,6 g/g com as quantidades fornecidas na base de matéria seca.
Depois de uma incubacado de 24 horas, a fase liquida foi removida por
decantacéo e passada através de filtro de vidro de sinter com grau de
porosidade 1. O material filtrado foi coletado, e testado quanto ao pH,
mostrando valores entre pH 9,4 e pH 9,6 e para a solugcdo nao tratada
um pH 9,5. A dosagem de amido catiénico ndo podia ser atribuida pa-
ra a mudanca no pH mas, ao invés disto, a diminui¢do do pH inicial 10
era provavelmente devida a absorcdo de dioxido de carbono do ar.

Ambas a analise gravimétrica e espectrofotométrica conferiram um re-

Peticéo 870200018946, de 07/02/2020, pag. 67/92



57172

sultado similar com respeito a precipitacdo maxima observada.

[00182] Os resultados indicam que o composto catibnico, tal como o
amido catibnico, pode ser usado para precipitar lignina do liquido de
deslignificacdo alcalina onde a alcalinidade € causada pelo composto
de hidroxido, tal como NaOH, sem ajuste do pH.

Exemplo 9

[00183] A finalidade do exemplo era estudar o efeito do amido ca-
tionico na precipitacao de lignina do licor de deslignificacdo onde a al-
calinidade é causada por Na>CO3z em vez d NaOH. A solucédo de des-
lignificacdo de Na>COsz a um pH 9,8 do Exemplo 5 foi tratada com o
amido catidnico "Raifix 25035" tal como descrito acima, mas com uma
dosagem mais baixa de amido cationico. A diminuicdo na absorbancia
a 280 nm depois de uma incubacéo de 4 horas foi medida em relacao
a absorbancia medida da solucéo de lignina néo tratada. Os resultados
apresentados na Figura 6 mostram a tendéncia de aumento entre a
dosagem de amido catidénico e diminuem na absorbancia a 280 nm. A
diminuicdo de até 79% na absorbancia a 280 nm foi obtida quando a
dosagem de amido catiénico para a matéria seca da solucéo de lignina
era 0,35 g/g.

[00184] Para ilustrar o efeito do amido catiénico na precipitacdo de
solucdes de deslignificacdo, na Figura 7 € mostrada uma fotografia
dos tubos tirada apés o tempo de reacao de 8 horas. Ao contrario da
ligeira diminuicdo da alcalinidade no Exemplo 8 depois de reacbes de
24 horas, nenhuma mudanca no pH foi observada no exemplo atual.
[00185] A observacéao visual dos tubos mostrados na Figura 7 con-
firmou os resultados quantitativos da precipitacdo de lignina. Fica evi-
dente a partir dos resultados mostrados nas Figuras 5 e 6 que o0 amido
catidnico "Raifix 25035" precipitou até 80% do material absorvente de
luz ultravioleta das solugdes de deslignificacao.

[00186] Os resultados indicam que o composto catidnico, tal como o
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amido catibnico, pode ser usado para precipitar a lignina do liquido de
deslignificacdo alcalina onde a alcalinidade € causada pelo composto
de carbonato, tal como Na-COs, sem ajuste do pH.

Exemplo 10

[00187] A finalidade do exemplo era estudar o efeito da alcalinidade
na precipitacdo de lignina pelo amido catidnico. Uma solugao n&o alca-
lina foi obtida pelo acidificacdo da solucédo de deslignificacdo de NaOH
do Exemplo 6 pelo acido sulfirico 6 M a um pH 5. A fracao liquida ("li-
quido néo alcalino") foi separada dos solidos precipitados por meio de
centrifugacdo e filtracdo. 15 g do liquido (teor de matéria seca de
6,3%) foram tratados com o amido catibnico "Raifix 25035" tal como
descrito acima no Exemplo 9, mas a uma dosagem diferente de amido
cationico. A diminuicdo na absorbancia a 280 nm depois de uma incu-
bac&o de 4 horas foi medida em relagdo a absorbancia medida da so-
lucdo de lignina n&o tratada. Os resultados apresentados na Figura 8
mostram que a diminuicdo na absorbancia a 280 nm estava entre 8%
e 24% quando a razédo de dosagem entre o amido catibnico e a maté-
ria dissolvida total estava entre 0,01 g/g e 0,07 g/g. Vale a pena anotar
que o liquido ndo alcalino a um pH 5 continha uma grande proporcao
de sua matéria dissolvida como sais de sulfato. Para ilustrar ainda
mais o efeito do amido catiénico no liquido n&o alcalino, na Figura 9 é
mostrada uma fotografia dos tubos tirada depois de um tempo de rea-
cao de 14 horas.

[00188] Tal como indicado na Figura 8, um baixo grau de precipita-
cao foi obtido do liquido ndo alcalino a um pH 5 quando suplementado
com o amido cationico "Raifix 25035". Desse modo, a presente inven-
cao resulta em uma precipitacdo mais eficiente de lignina das solucdes
alcalinas em comparacédo a precipitacdo de lignina das solucées néo
alcalinas.

Exemplo 11
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[00189] Uma suspensao foi preparada ao misturar 100 kg de palha
de trigo previamente limpa contendo uma umidade de 7% com 374 kg
da solucao de reciclagem de deslignificacdo alcalina com um teor de
matéria seca de 6,4% e um pH de 12,8. A suspenséao foi sujeitada ao
tratamento de deslignificagcdo a uma temperatura de 70°C e a um pH
12 por 2 horas. A fracdo sélida extraida foi separada da fracdo liquida
por meio de filtracdo com presséo, e lavada com agua. A palha extrai-
da com NaOH tinha um teor de matéria seca de 35% e continha prin-
cipalmente celulose e xilano.

[00190] A fracado liquida (solucdo de deslignificacdo de NaOH) foi
tratada com 1,2 kg de amido catibnico (Raifix 01035) que tem um teor
de matéria seca de 40% para obter um material precipitado sélido que
contém lignina e uma fracao liquida alcalina. O material precipitado foi
separado da fase liquida alcalina por meio de sedimentacdo e centri-
fugacéo e o liquido alcalino foi reciclado ao tratamento de deslignifica-
cao.

[00191] Este exemplo mostra que a lignina pode ser eficazmente
separada do material lignoceluldsico pré-tratado e que a lignina dissol-
vida pode ser recuperada da solucéo de deslignificacdo de NaOH por
meio da floculagdo com um composto catidnico. O exemplo indica que
o licor de deslignificacdo alcalina pode ser reciclado apds a precipita-
céo da lignina por composto cationico e a remocgéo do precipitado.
Exemplo 12

Precipitacao de lignina dissolvida em solucdes alcalinas

[00192] A palha de trigo foi moida com um triturador de martelos e
uma porcao de 2,445 kg foi imersa em 46,615 kg de agua para formar
uma massa total de 49,060 kg. Essa mistura foi tornada alcalina por
771 gramas de uma solucdo de NaOH a 50%. A suspenséao foi aque-
cida em uma camara de misturacdo de 200 | por 4 horas a 60°C com

misturacdo a 100 rpm. A suspenséo foi filtrada em seguida a mesma
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temperatura. O sobrenadante alcalino, com um teor de matéria seca
de 2,8%, foi tirado para tratamento subsequente.

[00193] O sobrenadante foi suplementado como amido catiénico
(Raifix 25035) até a concentracdo de 5% (em peso/peso). A precipita-
cao formada foi separada e em seguida a concentracédo do peso seco
do sobrenadante era 2,5%.

[00194] Em um outro experimento, o sobrenadante que tem um teor
de matéria seca de 2,8% foi suplementado com acetato de Ca ou
CaCl, até uma concentracdo de Ca2+ de 2% tal como calculado por
peso seco do sobrenadante. Apds a separacao do material precipita-
do, o teor de matéria seca foi determinado tal como mostrado nas Ta-
belas 2 e 3.

[00195] Ainda em um outro conjunto de experimentos, 0 sobrena-
dante alcalino com um teor inicial de matéria seca de 2,8% foi tratado
primeiramente com amido cationico tal como descrito acima e, depois
da remocédo do material precipitado, o sobrenadante foi tratado com
sais de calcio também tal como descrito acima. Os resultados séo
mostrados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Precipitacéo de lignina do sobrenadante alcalino por acetato
de Ca e por tratamentos consecutivos, primeiramente com amido ca-

tibnico e em seguida com acetato de Ca.

Amostra Matéria seca Ca2+ adiciona- Matéria seca do

no sobrena- do, % da matéria sobrenadante de-

dante, % seca do sobre- | pois daremocéo do
nadante precipitado, %
Sobrenadante de lignina 2,73% 2,9% 3,1%
alcalino
Sobrenadante de lignina 2,73% 5,8% 2,65%
alcalino
Sobrenadante de lignina 2,84% 5,6% 2,73%

alcalino apds o tratamento

de amido catibnico

Tabela 3. Precipitacédo de lignina do sobrenadante alcalino por acetato
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de Ca e por tratamentos consecutivos, primeiramente com amido ca-

tionico e em seguida com acetato de Ca.

Amostra Matéria seca no | Ca2+ adicionado, Matéria seca do
sobrenadante, | % da matéria seca sobrenadante de-
% do sobrenadante | pois daremocédo do

precipitado, %

Sobrenadante de lignina 2,73 2,4 2,77
alcalino
Sobrenadante de lignina 2,84 2,5 2,45

alcalino apés o trata-
mento de amido catiéni-

(610)

[00196] O exemplo mostra que a lignina pode ser removida das so-
lucdes alcalinas por meio de precipitacdo, o que permite o uso de so-
brenadante deslignificado como uma fonte de alcali no tratamento de
lignocelulose.

Exemplos de hidrélise enzimatica de palha auto-hidrolisada e/ou
deslignificada

Exemplo 13

[00197] Uma comparacdo da palha deslignificada com NaOH (o
material do Exemplo 6) e da palha auto-hidrolisada (o material do
Exemplo 1) foi executada em trés processos diferentes de hidrolise de
enzima, incluindo a hidrolise descontinua, a hidrélise sequencial e a
reciclagem de sdlidos a uma alimentacao de processo constante. Uma
mistura de enzimas foi usada, a qual compreende 85% de celulase
(Econase CE, Roal Oy), 10% de celobiase (Novozyme 188, Sigma
/INovozymes) e 5% de xilanase (GC140, Genencor). As reagdes foram
executadas a um pH 5 e a temperatura de 500°C em um agitador a
200 rpm.

Hidrolise descontinua

[00198] Uma hidrdlise descontinua foi executada para a palha des-
lignificada com NaOH e a palha auto-hidrolisada a uma consisténcia

de 10% e uma consisténcia de 8% (onde a "consisténcia" era a pro-
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porcdo de soélidos insoluveis na pasta de reacdo, em peso/peso). Foi
usada uma dose de enzima que continha uma atividade de enzima de
9 FPU/g de DM da palha pré-tratada. Os rendimentos de acucar (0s
acucares anidros liberados como porcentagem do total de carboidratos
poliméricos no material) sdo mostrados na Figura 10. Depois de 24
horas, 48 horas e 72 horas de hidrdlise, os rendimentos de acucar da
palha deslignificada com NaOH a uma consisténcia de 8% e de 10%
foram em média de 50%, 65% e 74%, ao passo que, com a palha au-
to-hidrolisada, os rendimentos a 8% e a uma consisténcia de 10% fo-
ram uma média de 49%, de 56% e 59%, respectivamente, mostrando
gue um rendimento maior de acucar pode ser obtido da palha desligni-
ficada com NaOH com a mesma quantidade de enzima do que n oca-
so da palha auto-hidrolisada. Os rendimentos foram normalmente ligei-
ramente maiores a consisténcia mais baixa.

[00199] A produtividade volumétrica mostrada na Figura 12 da hi-
drélise descontinua de 48 horas e 72 horas da palha deslignificada
com NaOH era de 1,32 g/l’/h (gramas de acucar por litro da pasta da
reacao por hora) e de 0,82 g/l/h, respectivamente, que eram conside-
ravelmente mais elevadas em comparagcao com as produtividades vo-
lumétricas de 0,74 g/l/lh e de 0,42 g/l/h, respectivamente, obtidas da
palha auto-hidrolisada.

[00200] A produtividade da enzima (kg de acgUcar obtido com um
litro de enzima) das reacBes € mostrada na Figura 11. A produtividade
da enzima na hidrélise descontinua de 72 horas da palha deslignifica-
da com NaOH era de 4,2 kg/l de enzima, que era quase o0 dobro em
comparacgdo a produtividade de enzima de 2,2 kg/l com a palha auto-
hidrolisada.

[00201] Este exemplo indica que um rendimento de acucar, uma
produtividade de enzima e uma produtividade volumétrica maiores fo-

ram obtidos da palha deslignificada em comparacédo aqueles da palha
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auto-hidrolisada em uma hidrélise enzimatica descontinua.

Hidrdlise sequencial

[00202] A palha deslignificada com NaOH e a palha auto-
hidrolisada foram hidrolisadas por uma hidrolise de trés etapas que
consistia em trés reagdes sequenciais de 24 horas. Entre as reacoes,
o liquido foi separado dos sdlidos e o residuo sélido foi misturado com
o liquido fresco e as enzimas. A proporcdo dos solidos no processo
total ("a consisténcia total" ou "a consisténcia de alimentacao") era de
10% nas duas primeiras reacdes e de 8% nas trés reacdes. Devido ao
fato que a quantidade total de liquido foi dividida entre as reacdes, a
consisténcia real da primeira, segunda e terceira reacfes era de
14,3%, 12,5% e 10,6% com a palha deslignificada com NaOH e de
14,4%, 12,9% e 12,8% com a palha auto-hidrolisada, respectivamente.
O coquetel e a dose de enzima similares foram usados, tal como des-
crito em "hidrélise descontinua da palha deslignificada com NaOH".
Dois tercos (66,6%) da dose total de enzima foram aplicados na pri-
meira reacao e um terco (33,3%) na segunda reacéao.

[00203] O rendimento de acucar (os acucares anidros liberados
como porcentagem do total de carboidratos poliméricos no material,
Figura 10) depois da primeira, segunda e terceira reacgoes era de 35%,
57% e 70%, respectivamente, da palha deslignificada com NaOH e de
36%, 55% e 65%, respectivamente, da palha auto-hidrolisada. Embora
o rendimento fosse ligeiramente maior da palha auto-hidrolisada apés
a primeira reacgdo, o rendimento da palha deslignificada com NaOH
prevaleceu claramente depois da segunda e terceira reacdes. A produ-
tividade volumétrica total (Figura 12) depois de duas e trés reacdes
sequenciais de 24 horas eram de 1,74 g/l/h e 1,61 g/l/h, respectiva-
mente, com a palha deslignificada com NaOH, que era consideravel-
mente maior em comparacéo as produtividades de 1,10 g/l/h e de 0,94

g/l/h, respectivamente, da palha auto-hidrolisada. A produtividade da
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enzima depois de trés reagdes de 24 horas com a palha deslignificada
com NaOH era de 4,4 kg/l de enzima, que era drasticamente mais ele-
vada em comparacao a produtividade de 2,4 kg/l de enzima com a pa-
Iha auto-hidrolisada (Figura 11).

[00204] Este exemplo indica que um rendimento de agUcar, uma
produtividade de enzima e uma produtividade volumétrica maiores fo-
ram obtidos da palha deslignificada em comparacéo aqueles da palha
auto-hidrolisada em uma hidrdlise enzimatica sequencial.

Hidrélise com reciclagem de sdlidos

[00205] A palha deslignificada com NaOH e a palha auto-
hidrolisada foram hidrolisadas em um processo de reciclagem de soli-
dos. Mdltiplas reacbes subsequentes foram realizadas, onde a palha
pré-tratada fresca, a enzima e o liquido foram misturados a uma con-
sisténcia de 10%. Na mistura de constituintes frescos da reacdo, 50%
de residuo sélido separado da reacdo precedente foram misturados. A
reciclagem do residuo sélido conduziu a um aumento na consisténcia
real da reacéo, que foi aumentada para 12,3% com a palha deslignifi-
cada com NaOH e para 13,2% com a palha auto-hidrolisada. Seis rea-
cOes de reciclagem subsequentes foram realizadas a fim de atingir um
estado estavel, onde o volume da reacdo, a consisténcia e o rendi-
mento da hidrolise permaneceram constantes entre as reacfes subse-
quentes. Quando o estado estavel foi alcancado, a parte do residuo
sélido que nao reciclada foi misturada com uma quantidade constante
de liquido fresco e uma reacdo de 24 horas adicionais foi realizada, a
uma consisténcia de 10,5% com a palha deslignificada com NaOH e
de 13,1% com a palha auto-hidrolisada. A proporcao total dos solidos
(ou "a consisténcia total" ou "a consisténcia de alimentacao") era de
10% na reacéao de reciclagem apenas e 8% de no processo incluindo a
reacdo de reciclagem e a reacao adicional.

[00206] O rendimento do acucar como aguUcares anidros liberados
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como porcentagem do total de carboidratos poliméricos no material,
Figura 10, na reacéo inicial que ndo continha nenhum material recicla-
do era de 51% e 50% para a palha deslignificada com NaOH e a palha
auto-hidrolisada, respectivamente. Depois de seis reacdes subsequen-
tes com reciclagem de 50% do residuo sélido, o rendimento da hidroli-
se foi aumentado para 57% e para 55% com a palha deslignificada
com NaOH e a palha auto-hidrolisada, respectivamente. Apés a rea-
cdo adicional, o rendimento total do acucar era de 69% e 65% com a
palha deslignificada com NaOH e a palha auto-hidrolisada, respecti-
vamente, mostrando desse modo rendimentos normalmente maiores
para a palha deslignificada com NaOH. A produtividade volumétrica da
reacdo de reciclagem apenas com a palha deslignificada com NaOH e
a palha auto-hidrolisada era de 1,99 g/I/h e 1,17 g/l/h, respectivamente
e, incluindo a reacao adicional, de 1,77 g/lI/h e 0,99 g/l/h, respectiva-
mente, exibindo produtividades volumétricas consideravelmente maio-
res com a palha deslignificada com NaOH. A produtividade da enzima
da reacao de reciclagem apenas com a palha deslignificada com Na-
OH e a palha auto-hidrolisada era de 3,2 kg/l e 2,0 kg/l, respectiva-
mente e, quando a reagdo adicional foi incluida, de 3,8 kg/l e 2,4 kgll,
respectivamente, exibindo uma produtividade de enzima drasticamente
maior para a palha deslignificada com NaOH em comparacdao com
aguela da palha auto-hidrolisada.

[00207] A progressdao da hidrolise nas reacdes subseguentes é
apresentada na Figura 13a. A progressdo do volume da reagdo é
apresentada na Figura 13b. A progressao da consisténcia da reacédo é
apresentada na Figura 13c.

[00208] Este exemplo indica que um rendimento de acucar, uma
produtividade de enzima e uma produtividade volumétrica maiores fo-
ram obtidos da palha deslignificada em comparacdo com a palha auto-

hidrolisada no processo de hidrolise enzimatica com a reciclagem de
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solidos.
Conclusbtes do Exemplo 13

1. O rendimento total do acUcar era geralmente maior para
a palha deslignificada com NaOH em comparacdo a palha auto-
hidrolisada em todos os processos diferentes.

2. Uma vez que a produtividade volumétrica foi maior com a
palha deslignificada com NaOH em comparacdo com a palha auto-
hidrolisada em todos os processos diferentes, reatores e separadores
menores sao requeridos para uma determinada taxa de producao de
acucar na hidrélise da palha deslignificada com NaOH em comparacao
com a palha auto-hidrolisada.

3. Uma vez que a produtividade enzimatica foi maior com a
palha deslignificada com NaOH em comparacdo com a palha auto-
hidrolisada em todos os processos diferentes, o custo da enzima por
kg de acucar obtido é mais baixo com a palha deslignificada com Na-
OH do que com a palha auto-hidrolisada.

4. Quantidades iguais de agua por palha pré-tratada foram
usadas neste exemplo. Pode ser concluido que a reciclagem de soli-
dos e a hidrolise sequencial conduziram a rendimentos da hidrélise
iguais, mas aumentaram as produtividades volumétricas em compara-
cdo a hidrdlise descontinua.

Exemplo 14

Preparacao de hidrolisados

Liquido C de auto-hidrolise

[00209] A reacdo de auto-hidrélise para a palha de trigo e o isola-
mento subsequente de oligossacarideos de hemicelulose foi realizada
para produzir a fracdo liquida para a fermentacédo, e a fracao solida
suscetivel para a hidrélise enzimatica. Para conseguir isso, 35,7 kg de
palha de trigo (teor de da matéria seca de 89,8%) foram misturados

com 240 kg de agua, obtendo uma suspensdo a uma consisténcia de
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11,6% em um reator de tanque agitado de 500 dm3. A suspenséo foi
aguecida até 180°C e em seguida resfriada até menos de 100°C. A
suspensao hidrotermicamente tratada foi descarregada do reator e a
primeira fracdo liquida separada da fracdo sélida ao usar uma centri-
fuga de decantador. A fracdo soélida foi lavada em suspensdo em agua
acida ajustada a um pH 4 com &cido fosfoérico. A fracdo solida foi sepa-
rada da segunda frac&o liquida na centrifuga do decantador. A primei-
ra e a segunda fracBes liquidas foram combinadas e concentradas em
um evaporador de pelicula de queda para obter 18,3 kg do liquido de
auto-hidrélise concentrado formando o liquido C de auto-hidrélise con-
tendo acgucares de hemicelulose parcialmente na forma oligomérica e
com um teor de matéria seca de 42% e substancia seca refratométrica
de 38 Bx°. A fracdo sélida lavada (96,7 kg com um teor de matéria se-
ca de 23,0%) foi usada como material de alimentac&do para a hidrélise
enziméatica para produzir o hidrolisado de celulose para o cultivo.
[00210] Uma parte dos compostos fendlicos do concentrado liquido
de auto-hidrélise contido foi removida ao tratar o liquido mediante a
adicdo de 40 g/l de carbono ativado, misturando suavemente por 20
horas a 4°C e finalmente separando o carbono por meio de filtracdo ao
usar um pano de filtracdo de 400 um.

[00211] O hidrolisado enzimatico da fracdo de celulose da palha de
trigo foi preparado a partir da fracdo solida contendo celulose (ap0s a
lavagem) do experimento de auto-hidrolise onde o liquido C de auto-
hidrélise foi preparado. A fracdo soélida lavada do tratamento de auto-
hidrolise que forma o liquido C de auto-hidrdlise (17,3 kg com um teor
de matéria seca de 23,1%) foi colocada em um reator de tanque de
agitacdo de 40 dm? e misturada com 14,7 kg de 4gua e 10 ml de Na-
OH a 50% (em peso/peso) para obter a suspensao a uma consisténcia
de 12,5% e a um pH 5. O reator foi aquecido e mantido a 50°C e 216

ml da mistura de enzima que compreende 82% de celulose (Econase
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CE, Roal Oy), 10% de celobiase (Novozyme 188, Sigma/Novozymes)
e 7% de xilanase (GC140, Genencor). Durante o tratamento enzimati-
co, a suspensao foi agitada periodicamente trés vezes por hora por 5
minutos. Depois de um tempo de residéncia de 48 horas, a suspensao
foi suplementada com a mistura fresca, somando 10% da dosagem de
enzima inicial e com propor¢cdes similares de enzimas individuais.
Apos o tempo de residéncia de 72 horas a 50°C, a fracéo liquida foi
separada da fracdo solida por meio de filtragdo ao usar a hidroprensa-
gem. A fracdo sdlida foi lavada uma vez com agua e a fracéo liquida
foi separada outra vez da fracdo sdlida. As fracBes liquidas foram
combinadas e concentradas por meio de evaporacao sob pressao re-
duzida. O concentrado de hidrolisado celulésico (1,57 kg) continha um
total de acucar de 220 g/l.

[00212] O hidrolisado de celulose contendo agUcares monomeéricos
foi usado como tal no cultivo.

Producéo de 6leo de uma so célula

[00213] Os experimentos foram realizados ao usar uma cepa de
fundo Aspergillus oryzae produtora de lipideo. Do fungo de esporula-
cao cultivado em pratos PDA, uma suspensao de esporos foi produzi-
da ao adicionar 12 ml de &gua estéril, e os esporos foram raspados
com um laco de inoculac&o no liquido. 24 ml da suspensao de esporos
foram usados diretamente para a inoculagdo do fermentador. A com-
posicdo do meio é apresentada na Tabela 4. O liquido C d auto-
hidrolise purificado (solucdo de hemicelulose, acucares hemicelulosi-
cos) e o hidrolisado de celulose do mesmo experimento foram usados
no cultivo. O cultivo foi feito em um fermentador Biostat B plus de 5 |
em um volume de 3 |, e durante 0 mesmo a agitacéo foi ajustada a 500
rpm, o pH foi mantido em 5,5 com NaOH 3 M, a aeracéo era de 1 vwvm
e uma temperatura de 35°C durante o crescimento, na producédo de

lipideo ela foi reduzida para 28°C.
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Tabela 4: Composicédo do meio de crescimento

Componentes do meio Concentracgéo (g/l)
AcuUcares hemiceluldsicos 20

Extrato de amido 2
(NH4)2S0q4 1,5
MgCI*6H.0 1,5
K2HPO4 0,8
KH2PO4 1,5
CaCl2*2H20 0,3

[00214] Depois da inoculagao, passaram cerca de 30 horas antes
gue o fungo comecgasse a crescer ativamente. Durante o cultivo, a so-
lucdo de hemicelulose foi adicionada em pequenas bateladas e, de-
pois de 95 horas do cultivo, as cargas foram mudadas para o hidroli-
sado celulésico. Durante o cultivo, no total 236 g de hemicelulose e
484 g de hidrolisado de celulose foram adicionados. Uma parte dos
acucares adicionados foi deixada nédo utilizada no final da fermenta-
cao. Em 167 horas, quando o cultivo terminou, havia 16 g/l de biomas-
sa, da qual 43% consistiam em lipideos (Figura 14). Pode ser conclui-
do que a producao de 6leo microbiano a partir de hemicelulose de pa-
Iha de trigo e de acgUcares de celulose foi bem sucedida.

Exemplo 15 - Produzindo de 6leo microbiano em agucares hemi-
celulésicos

Preparacédo do hidrolisado, liquido C de auto-hidrélise

[00215] Uma suspensao foi preparada ao misturar 10,5 kg de palha
de trigo moida (teor de matéria seca de 92,7%) e 54,1 kg de agua da
torneira em um recipiente de 100 dm3. Depois de uma armazenagem a
temperatura ambiente por 18 horas, 64,2 kg da suspenséo foram colo-
cados em um reator de autoclave agitado de 250 dm? cilindrico hori-
zontal. O reator foi fechado e aquecido dentro de 75 minutos até

140°C, mantido a 140°C por 5 horas e resfriado até a temperatura am-
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biente dentro de 30 minutos. A suspensao hidrotermicamente tratada
foi descarregada manualmente do reator, e a primeira fracéo liquida foi
separada do primeiro sélido por meio de filtracdo. A primeira fracédo
soélida foi lavada duas vezes com agua da torneira e prensada ao usar
uma hidroprensa, obtendo a fragédo sdlida lavada. A fracdo sdlida lava-
da (20,9 kg) tinha um teor de matéria seca de 42,7%. A primeira fracao
liquida foi combinada com a agua de lavagem e concentrada em um
evaporador de pelicula de queda até um teor de 11,5% (em pe-
so/peso) de matéria seca. O liquido C de auto-hidrélise concentrado
continha um total de acucar de 49,3% da matéria seca total do liquido
concentrado tal como determinado apds a hidrolise de acido diluido
(acido sulfurico a 4% em peso/peso, 121/C, 1 hora) por meio de cro-
matografia liquida de alto desempenho (HPLC). As proporcdes relati-
vas de xilose anidra, arabinose anidra, glicose anidra e galactose ani-
dra do teor total de aclUcar eram de 57%, 19%, 13% e 11%, respecti-
vamente.

[00216] Em seguida, os acucares hemicelulésicos contendo o liqui-
do C de auto-hidrélise na forma oligomérica foram usados parcialmen-
te nos experimentos de cultivo como tais sem purificacao.

Producédo de 6leo de uma so célula

[00217] Os experimentos foram feitos ao usar uma cepa de fungo
de A. orizae produtora de lipideo. A partir do fungo de esporulagéo cul-
tivado em pratos PDA, uma suspensédo de esporos foi produzida ao
adicionar 12 ml de agua estéril e os esporos foram raspados com um
laco de inoculacdo no liquido. 24 ml da suspenséo de esporos foram
usados para um inoculacdo de 6 frascos. A composicdo do meio é
apresentada na Tabela 5. Os frascos inoculados foram incubados a
30°C com uma agitacao a 160 rpm por 1 dia, e foram usados entéo
para a inoculacéo do fermentador.

Tabela 5: Composi¢cédo do meio de inoculacéo, pH ajustado em 5,5.
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Componentes do meio Concentracgéo (g/l)
Acucares hemicelulésicos 40
Extrato de amido 1
(NH4)2S04 1
MgSO4*7H20 1
K2HPO4 0,5
KH2PO4 1
CaCl2*2H20 0,2

[00218] O liquido D de auto-hidrolise (que contém acucares hemice-
lulésicos parcialmente na forma oligomérica) foi usado e continha 4,2
g/l de compostos fendlicos com base na analise com o método de Fo-
lin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002). O cultivo foi feito em um fermentador
Biostat B plus de 5 | em um volume de 3 I, e durante a agitagcéo foi
ajustado a 400 rpm, o pH foi mantido em 5,5 com NaOH 3 M, a aera-
cdo era de 1 vwm e a temperatura 30°C. A composi¢cdo do meio €
apresentada na Tabela 6.

Tabela 6: A composicédo do meio de fermentacao

Componentes do meio Concentracgéo (g/l)
Acucares hemicelulésicos 60

Extrato de amido 1
(NH4)2S04 1
MgCI*6H-0O 1,0
KoHPO4 0,5
KH2PO4 1,0
CaCl2*2H20 0,2
Resultados:

[00219] Durante o cultivo, a solucdo hemiceluldsica foi adicionada
em pequenas bateladas. No total, 150 g de hemicelulose foram adicio-
nados. Uma parte dos acgUcares adicionados foi deixada nédo utilizada

no final da fermentacdo. Em 142 horas, quando o cultivo terminou, ha-
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via 14 g/l de biomassa, da qual 21% consistiam em lipideos. Pode ser
concluido que a producéo de 6leo microbiano a partir de acucares he-
micelulésicos do trigo (parcialmente na forma oligomérica) foi bem su-
cedida. A producéo de 6leo microbiano a partir de acucares hemicelu-
l6sicos foi bem sucedida sem o purificacdo do hidrolisado (com exce-
cdo da evaporacdo usada na concentracdo dos acucares). Na fermen-
tacdo, a concentracdo de compostos fendlicos era de 2,8 g/l.

[00220] Portanto, também pode ser afirmado que o crescimento de
fungos e a producéo de lipideo eram possiveis apesar das concentra-

cOes elevadas de inibidor.
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REIVINDICACOES

1. Método para o fracionamento de um material lignocelul6-
sico, o método caracterizado pelo fato de que compreende

a) a sujeicdo do material lignocelulésico a um tratamento da
deslignificacdo na presenca de um agente de deslignificacao alcalina
para produzir uma mistura que compreende uma primeira fase solida e
uma primeira fase liquida que contém lignina dissolvida, em que o
agente de deslignificacdo alcalina é adicionado ao material lignocelu-
|6sico para obter uma suspensao que tem um pH acima de 7,

b) a separacdo da primeira fase sdlida da primeira fase li-
quida,

c) a introdugcdo de um composto catidnico na primeira fase
liguida para produzir uma mistura que compreende uma segunda fase
sélida e uma segunda fase liquida, e em que a segunda fase liquida é
separada da segunda fase sélida e a segunda fase liquida é reciclada
para a etapa a),

d) a sujeicdo da primeira fase sélida a um tratamento de hi-
drélise enzimética na presenca de enzimas que podem hidrolisar as
fracbes de hemicelulose e de celulose da primeira fase soélida para
produzir uma mistura que compreende a terceira fase liquida na forma
de um hidrolisado enzimatico e uma terceira fase solida,

e) a separacao da terceira fase liquida da terceira fase soli-
da, e em que o composto catibnico é selecionado de um grupo que
compreende polimeros e oligbmeros catidnicos tais como polissacari-
deos de amido cationicos, amilose catidnica, amilopectina catiénica,
dextrana cationica, oligdbmeros de lignina catidnicos, polimeros de lig-
nina catiénicos, turfa catibnica, ou as misturas destes, ou em que o
composto catiénico é um ion catiénico elemental selecionado do grupo
gue compreende metais alcalinos terrosos e céations bivalentes e triva-

lentes de ferro (Fe) ou aluminio (Al) derivados de compostos tais como
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cloreto de aluminio Al.Clz, acetato de bario Ba(C2Hz0>)2, bicarbonato
de bario Ba(HCOs3)2, brometo de bario BaBr», cloreto de bario BaCly,
formato de bario Ba(HCO3)., hidréxido de bario Ba(OH)2), nitrato de
bario Ba(NOgs)2, acetato do calcio Ca(C2Hz0>),, bicarbonato de célcio
Ca(HCO3),, brometo de célcio CaBr», cloreto de calcio CaCl,, formato
de célcio Ca(HCOy)2, hidroxido de calcio Ca(OH)2), nitrato de célcio
Ca(NO:s)2, acetato de magnésio Mg(C2H30.)2, bicarbonato de magné-
sio Mg(HCOs)2, brometo de magnésio MgBr., cloreto de magnésio
MgCl,, formato de magnésio Mg(HCO3z)., hidroxido de magnésio
Mg(OH)2), nitrato de magnésio Mg(NOsz),, acetato de ferro
Fe(C2H30y2)2, cloreto férrico FeCls, e os hidratos correspondentes.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que os polimeros e os oligbmeros catibnicos tém uma
densidade de carga catidonica de 0,5 a 5 meq/g.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracteri-
zado pelo fato de que a quantidade de composto catiénico é de 0,001
a 0,25 g/g com base no teor de matéria seca da primeira fase liquida.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que o agente de deslignificacéo alca-
lina é selecionado de um grupo que consiste em hidréxido de sédio,
carbonato de soédio, hidroxido de potassio, carbonato de potéassio, hi-
droxido de calcio e carbonato de célcio, hidréxido de litio, carbonato de
litio, hidréxido de amoénio, amonia, sulfeto de sodio, e os hidratos cor-
respondentes.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que a concentracdo do agente de
deslignificacdo € de 0,1 a 10% em peso, com mais preferéncia de 0,1
a 4% em peso com base na quantidade de material lignoceluldsico na
base de matéria seca.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
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1 a 5, caracterizado pelo fato de que o agente de deslignificacéo alca-
lina é adicionado ao material lignocelulésico para obter uma suspen-
sao que tem um pH entre 10 e 13.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
1 a 6, caracterizado pelo fato de que o material lignocelulésico é sujei-
to a um tratamento no qual a hemicelulose € removida pelo menos
parcialmente do material lignocelulésico como um hidrolisado de hemi-
celulose aquoso, antes que o material lignocelulésico seja sujeito a
etapa a).

8. Método de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado
pelo fato de que a hemicelulose é pelo menos parcialmente removida

do material lignocelulésico pelo tratamento hidrotérmico.
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FIG. 2
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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