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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para “METODO
PARA PREPARAGAO DE UM PRODUTO QUIMICO-ALVO
DERIVAVEL DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA ENVOLVENDO A
DESINTOXICAGAO DO HIDROLISADO GASTO, SISTEMA PARA
PRODUGCAO DE PELO MENOS UM PRODUTO QUIMICO-ALVO
DERIVAVEL DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA E USO DE UM
FUNGO FILAMENTOSO RECOMBINANTE, MUTANTE OU DO TIPO
SELVAGEM”.

Campo Técnico da Invencao

[001] A presente invencao refere-se a um método para a
preparagao de um produto quimico-alvo a partir de biomassa celulésica,
a um sistema para a preparacao de um produto quimico-alvo a partir de
biomassa celuldsica e ao uso de fungos filamentosos recombinantes,
mutantes ou do tipo selvagem para desintoxicar o hidrolisado celulésico
gasto.

Antecedentes da Invencao

[002] O aquecimento global, a deplecao do petrdleo e a seguranga
energética tém sido as principais forcas diretoras para o
desenvolvimento de combustiveis renovaveis que podem substituir os
combustiveis derivados do petréleo, como a gasolina e o diesel. O
etanol é atualmente o combustivel automotivo renovavel mais
comumente usado. E amplamente produzido pela fermentagdo de
matérias-primas que contém amido ou agucar, tais quais a cana-de-
acucar, milho e trigo. Entretanto, o fornecimento dessas safras é
relativamente limitado, e muitas delas podem ser consideradas como
recursos alimentares humanos. Outra desvantagem € que a produgao
de etanol a partir da maioria de tais matérias-primas rende um ganho de
energia liquido relativamente baixo e uma baixa eficiéncia de CO:
renovavel, ou seja, a quantidade de CO2 féssil produzida durante a

cadeia de producao quando da producao de etanol a partir destes
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materiais € alta. A lignocelulose € uma matéria-prima mais abundante e
mais barata e que pode render um ganho energético liquido superior.
[003] A lignocelulose é primariamente composta de celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose é composta de cadeias de
polissacarideos de diversas centenas até mais de dez mil unidades de
glicose ligadas, enquanto a hemicelulose é um polissacarideo composto
de xilose, outros agucares de pentose e diversos acgucares de hexose.
A celulose e a hemicelulose estado fortemente associadas a lignina, um
composto polifendlico que liga os polimeros de celulose e hemicelulose,
assim fornecendo a madeira rigidez e forga mecanica.

[004] Na producao de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos,
diversas etapas de hidrdlise e pré-tratamento sdo usadas para degradar
os polissacarideos de celulose e hemicelulose na lignocelulose em
monossacarideos. Micro-organismos podem entdo ser usados para
fermentar os monossacarideos para alcool. A levedura Saccharomyces
cerevisae, a qual metaboliza acucares de hexose, € um dos micro-
organismos mais adequados para a produgéo de etanol e é favorecida
em processos industriais.

[005] Entretanto, a medida que a lignocelulose é degradada, um
amplo espectro de substancias ¢é liberado, algumas das quais podem ser
toxicas e inibir os micro-organismos, por exemplo, a levedura S.
Cerevisae, a qual é usada para a fermentacédo do etanol. Ademais, as
substancias inibidoras também podem limitar taxas das enzimas usadas
na hidrélise da biomassa lignoceluldsica. A natureza e a quantidade de
substancias inibidoras dependem do tipo de matéria-prima de
lignocelulose e dos processos de pré-tratamento e hidrolise usados.
Exemplos de substancias inibidoras incluem acidos alifaticos como o
acido acético, o qual é liberado a medida que a fracdo de hemicelulose
€ degradada, aldeidos de furano, furfural e diferentes compostos

fendlicos. Assim, a presenca de tais substancias inibidoras resulta em
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um menor rendimento e produtividade de etanol.

[006] Ademais, € desejavel que se recicle a agua de processo em
uma planta de producdo de etanol para, por exemplo, minimizar a
adicao de agua fresca e, consequentemente, minimizar os custos de
produgao e/ou reduzir o impacto ambiental. Entretanto, a reciclagem da
agua de processo pode levar a uma acumulagdo e aumento na
concentracdo de substancias inibidoras, o que € um obstaculo para o
reuso da agua de processo. Ha diversos meios de se evitar problemas
relacionados a inibidores, mas eles frequentemente estdo associados
com custos adicionais de processo ou outros problemas.

[007] WO 01/60752 revela um processo para tratamento do
efluente de agua usada para diminuir os niveis de substéncias inibidoras
quando se produz etanol a partir de lignocelulose. Entretanto, WO
01/6752 envolve uma complexa digestdo anaerdbica com metano
produzindo micro-organismos antes do reuso do efluente de agua
usada.

[008] Palmqvist et al. (Enzimal and Microbial Technology. 1997, 20,
pp. 286 — 293) revelam um método para simultaneamente produzir
enzimas e desintoxicar os hidrolisados de hemicelulose. Entretanto, o
método envolve desintoxicacdo com Trichoderma reesei antes da
fermentac&o com etanol, significando que hexoses sdo consumidas por
T. Reesei antes da fermentacdo em vez de serem usadas para a
producédo de etanol, e a recirculagdo da agua de processo se inicia antes
da fermentacéo, significando que somente uma pequena parte de toda
a agua de processo € recirculada.

[009] Resumindo, a técnica anterior ndo fornece um método
atrativo para a producdo de etanol que seja simples e possibilite a
desintoxicagao e a recirculagdo da agua de processo.

Sumario da Invencao

[0010] E um objetivo de alguns aspectos da presente descricéo
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fornecer reducéo de as quantidades de agua fresca necessarias para a
produ¢cdo de um produto quimico-alvo, tal como o etanol, e/ou das
quantidades de agua de despejo formada em tal producao.

[0011] Ademais, € um objetivo de alguns aspectos da presente
descricdo fornecer um sistema para a producédo de um produto quimico-
alvo, como o etanol, a partir de biomassa lignocelulésica.

[0012] Ademais, € um objetivo de alguns aspectos da presente
descricao fornecer reducao de subprodutos téxicos e/ou inibidores
envolvendo a desintoxicag&o do hidrolisado gasto, que compreende as
etapas de:

a) fornecer biomassa celuldsica;

b) submeter a biomassa celulésica a pelo menos um fluido
aquoso de pré-tratamento de modo a fornecer biomassa celulésica pré-
tratada;

c) submeter a biomassa celulésica pré-tratada a pelo menos
um liquido aquoso hidrolisante, opcionalmente contendo enzimas de
sacarificacdo, sob condicoes em que pelo menos parte da biomassa
celuldsica pré-tratada € hidrolisada em um hidrolisado celuldsico, tal
hidrolisado celulésico compreendendo acucares fermentaveis e
substancias inibidoras;

d) submeter os agucares fermentaveis a fermentagdo em um
liquido aquoso, a fermentag&o usando pelo menos um biocatalisador de
fermentacao sob condigcdes em que pelo menos uma parte dos agucares
fermentaveis é fermentada em um produto quimico-alvo primario;

e) separar o produto quimico-alvo primario do hidrolisado
fermentado para fornecer um hidrolisado gasto compreendendo
substancias inibidoras;

f) desintoxicar o hidrolisado gasto pela diminuigdo da
concentragdo de pelo menos uma das substancias inibidoras usando

um biocatalisador de desintoxicagao selecionado do grupo que consiste
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em fungos filamentosos recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem,
de modo a fornecer um hidrolisado gasto desintoxicado;

g) recircular pelo menos uma parte do hidrolisado gasto
desintoxicado, opcionalmente apos purificagado adicional, como parte
de um liquido aquoso fornecido em pelo menos uma das etapas b), c) e
d).

[0013] Em uma modalidade, o biocatalisador de fermentacdo da
etapa d) é levedura, e o produto quimico-alvo primario da etapa d) é o
etanol.

[0014] Em uma modalidade, o biocatalisador de fermentagao é
Saccharomyces cerevisiae recombinante, mutante ou do tipo selvagem.
[0015] Em uma modalidade, a biomassa celulésica da etapa a) é
selecionada de material de madeira, papel rejeitado, residuos de
agricultura, como o bagacgo e safras energéticas.

[0016] Em uma modalidade, o liquido de pré-tratamento da etapa b)
possui um pH menor que 5.

[0017] Em uma modalidade, o produto quimico-alvo primario é
separado do hidrolisado fermentado na etapa e) por meio de destilagao.
[0018] Em uma modalidade, as substancias inibidoras
compreendem aldeidos de furano, como o furfural e/ou HMF, acidos
alifaticos e/ou compostos fendlicos.

[0019] Em uma modalidade, o biocatalisador de desintoxicacdo da
etapa f) € um fungo selecionado de Aspergillus, Tricohedrma, Rhizopus,
Mucor, recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem ou uma
combinacgao destes.

[0020] Em uma modalidade, o biocatalisador de desintoxicacédo é
Apergillus niger recombinante, mutante ou do tipo selvagem.

[0021] Em uma modalidade, o biocatalisador de desintoxicacao
produz enzimas durante a desintoxicagao na etapa f).

[0022] Em uma modalidade, as enzimas de sacarificagao obtidas na

Peticaio 870210014760, de 12/02/2021, pég. 9/55



6/43

etapa f) sdo adicionadas ao liquido hidrolisante aquoso na etapa c).
[0023] Um aspecto da invencdo fornece um sistema para a
producdo de pelo menos um produto quimico-alvo derivavel de
biomassa celuldésica, compreendendo:

a) pelo menos um recipiente de pré-tratamento de biomassa
celulésica para pré-tratamento de pelo menos uma parte da biomassa
celuldsica fornecida a biomassa celuldsica pré-tratada, conectado a

b) um recipiente de hidrélise para hidrolisar pelo menos uma
parte da biomassa celulésica pré-tratada para hidrolisado celuldsico, tal
hidrolisado celulésico compreendendo acucares fermentaveis e
substancias inibidoras, ainda conectado a

c) um recipiente de fermentagdo compreendendo um
biocatalisador de fermentacao para fermentar pelo menos uma parte
dos acgucares fermentaveis, fornecendo um hidrolisado fermentado que
compreende o produto quimico-alvo primario e substancias inibidoras,
ainda conectado a

d) um primeiro meio de separagao, para separar o produto
quimico-alvo primario do hidrolisado fermentado e para fornecer um
hidrolisado gasto, ainda conectado a

e) um recipiente de desintoxicagdo, compreendendo um
biocatalisador de desintoxicagao selecionado do grupo que consiste em
um fungo filamentoso recombinante, mutante ou do tipo selvagem para
desintoxicar o hidrolisado gasto de pelo menos uma substancia inibidora
e para fornecer um hidrolisado gasto desintoxicado, ainda conectado a

f) meios de recirculagdo para recircular pelo menos uma
parte do hidrolisado gasto desintoxicado para pelo menos um do pelo
menos um recipiente de pré-tratamento de a), recipiente de hidrodlise de
b) e recipiente de fermentagao de c), em que o recipiente de hidrolise e
o recipiente de fermentacdo podem ser o mesmo recipiente ou dois

recipientes diferentes.
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[0024] Em uma modalidade, o recipiente de desintoxicagédo de e)
esta conectado aos meios de recirculagao f) via um segundo meio de
separagao para separar o biocatalisador de desintoxicacdo de pelo
menos parte do hidrolisado gasto desintoxicado.

[0025] Outro aspecto da invencao fornece o uso de um fungo
filamentoso recombinante, mutante ou do tipo selvagem para
desintoxicar o hidrolisado celulésico gasto. Uma modalidade fornece o
uso de Aspergillus niger recombinante, mutante ou do tipo selvagem
para desintoxicar o hidrolisado celul6sico gasto.

Descricdo Detalhada da Invencéo

[0026] Como um aspecto da invengao, é fornecido um método para
preparar pelo menos um produto quimico-alvo derivavel de biomassa
celuldsica envolvendo desintoxicar o hidrolisado gasto, compreendendo
as etapas de:

a) fornecer biomassa celuldsica;

b) submeter a biomassa celuldsica a pelo menos um fluido
aquoso de pré-tratamento de modo a fornecer biomassa celulésica pré-
tratada;

c) submeter a biomassa celuldsica pré-tratada a pelo menos
um liquido aquoso hidrolisante, opcionalmente contendo enzimas de
sacarificacao, sob condicbes em que pelo menos parte da biomassa
celuldsica pré-tratada € hidrolisada em um hidrolisado celuldsico, tal
hidrolisado celulésico compreendendo acucares fermentaveis e
substancias inibidoras;

d) submeter os acgucares fermentaveis a fermentacédo em um
liquido aquoso, a fermentacéo usando pelo menos um biocatalisador de
fermentacao sob condigdes em que pelo menos uma parte dos agucares
fermentaveis é fermentada em um produto quimico-alvo primario;

e) separar o produto quimico-alvo primario do hidrolisado

fermentado para fornecer um hidrolisado gasto compreendendo
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substancias inibidoras;

f) desintoxicar o hidrolisado gasto pela diminuigdo da
concentragao de pelo menos uma das substancias inibidoras usando
um biocatalisador de desintoxicagao selecionado do grupo que consiste
em fungos filamentosos recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem,
de modo a fornecer um hidrolisado gasto desintoxicado;

g) recircular pelo menos uma parte do hidrolisado gasto
desintoxicado, opcionalmente apds purificagao adicional, como parte de
um liquido aquoso fornecido em pelo menos uma das etapas b), ¢) e d).
[0027] No contexto da presente descricdo, um produto quimico-alvo
derivavel de biomassa celulésica se refere a um produto quimico que
pode ser derivado de ou produzido a partir de biomassa celuldsica por
reagdes quimicas. Exemplos de produtos quimicos alvos derivaveis de
celulose incluem alcoodis, como o etanol e o butanol, acidos, alcanos,
alquenos, aromaticos, aldeidos, cetonas, biopolimeros, proteinas,
peptideos, aminoacidos, vitaminas, antibiéticos e outros farmacéuticos.
[0028] A biomassa celuldsica se refere ao material bioldgico feito de
celulose. A biomassa celuldsica pode ser biomassa lignocelulésica, ou
seja, biomassa que compreende celulose, hemicelulose e lignina.
[0029] A biomassa celulésica pode ser fornecida em uma forma
moida de biomassa celuldsica, tal como biomassa celuldsica moida
para um tamanho de 1 a 100 mm, como de 1 a 80 mm, como de 1 a 50
mm. Outras formas de biomassa celulésica sdo bem conhecidas pelos
técnicos no assunto.

[0030] Sem limitagcédo, a biomassa celulésica da etapa a) pode ser
selecionada de material lenhoso, rejeitos de papel, residuos de
agricultura, tal como o bagaco e safras energéticas.

[0031] Essas fontes de biomassa celulésica sao matérias-primas
abundantes que podem render um ganho energético liquido maior e

possuem uma alta eficiéncia de CO2 renovavel. O material lenhoso pode
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ser residuo florestal, como lascas de madeira ou rejeitos de serrarias e
fabricas de papel. Os rejeitos de papel podem ser papel reciclado ou
cartolinas. Os residuos de agricultura podem ser palha de milho, fibras
de milho, palha de trigo, bagag¢o de cana-de-agucar, polpa de beterraba,
palha de arroz ou palha de soja e safras energéticas podem ser arvores
de rapido crescimento ou gramas lenhosas. Outras fontes de biomassa
celuldsica sdo bem conhecidas pelos técnicos no assunto.

[0032] A etapa b) pode ser realizada submetendo a biomassa
celulésica a pelo menos um fluido de pré-tratamento aquoso sob
condigdes em que pelo menos uma parte da biomassa celuldsica é
hidrolisada. A etapa b) pode, por exemplo, aumentar a acessibilidade da
celulose e hemicelulose as enzimas de sacarificacéo se tais sao usadas
para hidrdlise na etapa c). A etapa b) pode ocorrer em um recipiente de
pré-tratamento de biomassa celulésica. O fluido de pré-tratamento
aquoso pode ser um liquido ou um gas ou uma mistura entre um liquido
e um gas. Submissdo da biomassa celuldsica a pelo menos um fluido
de pré-tratamento aquoso pode ser realizada por diferentes técnicas
conhecidas pelos técnicos no assunto. Assim, a etapa b) pode envolver
um ou diversos pré-tratamentos, como pré-tratamento com um fluido
aquoso seguido de pré-tratamento com outro fluido aquoso. Como
exemplos, o pré-tratamento pode envolver pré-hidrolise, impregnacao,
vaporizacado, explosédo de vapor ou qualquer combinacdo destes. A
vaporizagcao se refere a um processo usado para retirar o ar da
biomassa celulésica de modo a facilitar a hidrélise da celulose. A
exploséo de vapor se refere a um processo que combina vapor, forcas
de cisalhamento e hidrélise para romper as fibras celulésicas. O fluido
de pré-tratamento pode compreender acido de modo que a celulose
dentro das fibras de celulose se torne acessivel para as etapas de
hidrélise seguintes. Por exemplo, o pH do fluido de pré-tratamento pode

ser de 0,5 a 5. Como outro exemplo, se o pré-tratamento é a
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impregnacao, o fluido de pré-tratamento pode ser um acido diluido com
pelo menos uma parte do hidrolisado gasto desintoxicado recirculado
de modo que o fluido de pré-tratamento possua um pH de 0,5 a 5, tal
qual de 0,5 a 2. O intervalo inferior de pH pode ser benéfico se uma
biomassa celuldsica derivada de madeira é usada. Ademais, o fluido de
pré-tratamento pode, por exemplo, ser aplicado a altas temperaturas,
como de 50 a 220°C, preferivelmente de 100 a 220°C sob alta pressao,
como uma pressao mais alta que a pressao atmosférica. Tipicamente, o
pré-tratamento é realizado sob alta pressao se a temperatura do liquido
de pré-tratamento for de 100°C ou mais. O fluido de pré-tratamento
também pode ser um liquido alcalino ou um liquido organico.

[0033] Se biomassa lignocelulésica for usada, o pré-tratamento da
biomassa de lignocelulose pode ser realizado usando um fluido sob
condicbes tais que parte da celulose e hemicelulose é liberada da
lignina.

[0034] O fluido de pré-tratamento aquoso da etapa b) pode ser um
liquido com um pH abaixo de 5, como abaixo de 4, abaixo de 3, abaixo
de 2. Liquidos de pH baixo, tais quais solugdes acidas, sdo conhecidos
por serem eficazes para hidrolisar e dissolver celulose e hemicelulose,
assim permitindo uma boa acessibilidade da celulose a hidrodlises
posteriores.

[0035] Como exemplo, o pré-tratamento pode ser a impregnacao da
biomassa celuldsica e, em tal caso, o fluido de pré-tratamento aquoso
pode compreender pelo menos parte do hidrolisado gasto desintoxicado
recirculado e um acido. Por exemplo, o pH de tal fluido de pré-
tratamento aquoso pode ser de 0,5 a 5, tal qual de 0,5 a 2.
Alternativamente, em uma impregnacao, o acido pode ser adicionado
como um gas e o fluido de pré-tratamento aquoso pode ser adicionado
como um liquido e compreender pelo menos parte do hidrolisado gasto

desintoxicado recirculante.
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[0036] Submissao da biomassa celulésica pré-tratada a um liquido
hidrolisante aquoso, opcionalmente contendo enzimas de sacarificagao,
sob condicbées em que pelo menos uma parte da biomassa celuldsica
pré-tratada é hidrolisada, se refere a submeter a biomassa celulésica
pré-tratada a um liquido hidrolisante aquoso, de modo que uma parte
substancial dos polissacarideos da biomassa celulésica seja
despolimerizada em agucares livres. Se biomassa lignocelulésica for
usada, a lignina também pode ser removida da biomassa celulésica.
Preferivelmente, pelo menos 95% de todo a lignina sdo separados dos
carboidratos durante esta etapa. Os acucares livres sdo, por exemplo,
pentoses e hexoses, ou seja, monossacarideos com 5 ou 6 atomos de
carbono, respectivamente. Esta etapa pode ocorrer em um recipiente
de hidrdlise.

[0037] O liquido hidrolisante aquoso pode compreender enzimas.
As enzimas podem ser enzimas de sacarificagdo, ou seja, enzimas que
podem converter ou hidrolisar a biomassa celuldsica pré-tratada em
acucares livres. Tais enzimas de sacarificagdo podem ser glicosidases,
as quais hidrolisam polissacarideos. Exemplos de glicosidases incluem
glicosidases que hidrolisam celulose, como as celulases,
endoglucanases, exoglucanases, celbio-hidrolase e [-glicosidase,
glicosidase que hidrolisa hemicelulose, tais como as xilanases,
endoxilanases, exoxilanases, B-xilosidases, arabinoxilases, manases,
galactases, pectinases e glicoronases e glicosidases que hidrolisam
amido como as amilases, a-amilases, B-amilases, glicoamilases, a-
glicosidades e isoamilases, ou qualquer enzima no grupo das enzimas
encontradas em EC 3.2.1.x, como a EC 3.2.1.4, em que EC é o numero
de comissao da enzima.

[0038] Por exemplo, a enzima de sacarificacdo pode ser a
endoglucanase de Hypocrea jecorina Cel7B.

[0039] Alternativamente, o liquido hidrolisante aquoso pode
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compreender pelo menos um acido mineral e/ou acido sulfuroso, o qual
pode ser adicionado ao liquido como gas. Tal liquido hidrolisante é
adequado para hidrolise acida da biomassa. Por exemplo, o acido
mineral pode ser o acido sulfurico, acido cloridrico ou acido nitrico. A
hidrélise acido pode ser realizada em um determinado pH, uma
determinada temperatura e uma determinada pressdo durante um
determinado periodo de tempo. A hidrdlise acida da biomassa celuldsica
pré-tratada € uma técnica bem conhecida, e um técnico no assunto
saberia ajustar o pH, ou seja, a quantidade de acido adicionado,
temperatura, pressdo e tempo de modo a conseguir um resultado
satisfatorio. Por exemplo, o pH do liquido hidrolisante aquoso
compreendendo pelo menos um acido mineral e/ou SO2 pode estar
entre 0 e 4.

[0040] Submissao da biomassa celulésica pré-tratada a um liquido
hidrolisante aquoso resulta em wum hidrolisado celulésico que
compreende acucares fermentaveis e substancias inibidoras. Acucares
fermentaveis se referem a substancias como as hexoses e pentoses, as
quais podem ser convertidas por fermentos vivos ou néo vivos.

[0041] Substancias inibidoras se referem a substancias que podem
limitar ou inibir a taxa, se presente em uma ou mais das etapas no
processo para a preparagdo do quimico-alvo. Em particular, as
substancias inibidoras podem ser substancias que sao inibidoras da
fermentacdo da etapa d), por exemplo, para levedura. O nivel de
inibicdo causado pela substancia inibidora depende, é claro, de suas
concentracdes. Por exemplo, as substancias inibidoras podem ser
selecionadas de substancias que sao inibidoras ou limitantes da taxa
de fermentacdo da etapa d) em uma concentragdo de 100 mM. Um
técnico no assunto conhece exemplos de tais substancias inibidoras que
resultam da hidrolise da celulose. Por exemplo, ele pode encontrar tais

exemplos em Taherzadeh et al. (2000), Larsson et al. (1999) e/ou

Peticaio 870210014760, de 12/02/2021, pag. 16/55



13/43

Larsson et al. (2000) referidos abaixo. As substancias inibidoras podem
conter: furanos, tais como aldeidos de furano, os quais podem ser
inibidores em uma concentragao de 30 mM (ou mais) (Taherzadeh et al.
2000 Appl Microbiol Biotechnol 53, 701 -708); acidos alifaticos, os quais
podem ser inibidores em uma concentragédo de 100 mM (ou mais)
(Larsson et al. 1999 Enzyme Microb Technol 24, 151 -159); e/ou
compostos fendlicos, os quais podem ser inibidores em uma
concentragao de 0,1 mM (ou mais) (Larsson et al. 2000 Appl Biochem
Biotechnol 84-86, 617-632). Sabe-se que estes compostos inibem a
levedura S. Cerevisiae, o que resulta em menor produtividade e
rendimento de etanol. Exemplos de aldeidos de furano podem ser
furfural ou 5-hidréxi-metil-furfural (HMF) e o acido alifatico pode ser o
acido aceético.

[0042] Submissao de agucares fermentaveis a fermentacdo em um
liquido aquoso usando pelo menos um biocatalisador de fermentacao
sob condigdes em que pelo menos uma parte do hidrolisado de celulose
é fermentado em um produto quimico-alvo primario se refere a usar pelo
menos um biocatalisador de fermentacgao para fermentar agucares livres
em produtos quimicos alvos primarios do processo. Assim, a
fermentacao da etapa d) pode ser realizada por um ou diversos tipos de
biocatalisadores de fermentacdo. Um biocatalisador de fermentacéao se
refere a uma substancia ou micro-organismo que faz com que agucares
livres se quebrem nos produtos quimicos alvos primarios, por exemplo,
por quebra anaerodbica. Essa etapa pode ocorrer em um recipiente de
fermentacéo.

[0043] A fermentagdo aquosa pode compreender um liquido de
fermentacdo aquoso. O liquido de fermentacdo aquoso pode
compreender o pelo menos um biocatalisador de fermentacgao.
Ademais, o pelo menos um biocatalisador de fermentagcdo pode ser

imobilizado.
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[0044] O biocatalisador de fermentagcdo da etapa d) pode ser
levedura, e o produto quimico-alvo primario da etapa d) pode ser etanol.
[0045] No contexto da presente descricdo, levedura refere-se a
membros unicelulares das familias de fungos. As leveduras sao
conhecidas por serem capazes de fermentar agucares em moléculas
mais simples. Leveduras de Saccharomyces, Pichia e Candida podem
ser usadas como biocatalisadores de fermentacdo. O etanol € um
exemplo de um produto quimico que é derivavel da celulose e pode ser
produzido por levedura através da fermentacdo. Outros exemplos de
produtos quimicos alvos derivaveis de celulose incluem outros alcodis
como o butanol, acidos, alcanos, alquenos, aromaticos, aldeidos,
cetonas, biopolimeros, proteinas, peptideos, aminoacidos, vitaminas,
antibidticos e outros produtos farmacéuticos. O biocatalisador de
fermentacdo pode ser Saccharomyces cerevisiae recombinante,
mutante ou do tipo selvagem. Saccharomyces cerevisiae € um dos
micro-organismos mais adequados para a produgao de etanol a partir
de acucares de hexose e é favorecido em processos industriais.

[0046] Alternativamente, ou como complemento, o biocatalisador
de fermentacdo pode ser separado do hidrolisado fermentado apds a
fermentacao da etapa d).

[0047] A separacdo do produto quimico-alvo primario e, se
aplicavel, do biocatalisador de fermentagao do hidrolisado fermentado
se refere a remogao do produto quimico-alvo primario e, se aplicavel,
do Dbiocatalisador de fermentacdo do hidrolisado fermentado.
Preferivelmente, pelo menos 95% do quimico-alvo e, se aplicavel, do
biocatalisador de fermentacdo sdo removidos em tal separacéo. Essa
etapa pode ocorrer em um primeiro meio de separacao. O hidrolisado
fermentado pode compreender o produto quimico-alvo primario,
acucares nao fermentados e substancias inibidoras.

[0048] O produto quimico-alvo primario pode ser separado do
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hidrolisado fermentado na etapa e) por meio de destilagao. A destilacéo
se refere a separacédo de uma mistura de liquidos em seus componentes
com base nas diferengas entre os pontos de ebuligdo. Como exemplo,
se o produto quimico-alvo é o etanol, a destilacdo € um método
preferivel para separar o etanol do hidrolisado fermentado devido ao
ponto de ebulicdo mais baixo do etanol se comparado a outras
substancias compreendidas no hidrolisado fermentado. O hidrolisado
resultante pode assim ser um hidrolisado gasto que compreende as
substancias inibidoras conforme descrito acima. Como exemplo, o
hidrolisado gasto pode ser uma vinhaga, ou seja, o efluente gasto apos
a destilagcao.

[0049] A desintoxicagdo do hidrolisado gasto da pelo menos uma
substancia inibidora se refere a submeter o hidrolisado gasto a um
tratamento de modo a reduzir os niveis ou concentragdes da pelo menos
uma substancia inibidora. Por exemplo, a concentragao da pelo menos
uma substancia inibidora pode ser reduzida em pelo menos 50%.
Ademais, o nivel ou a concentragdo da pelo menos uma substancia
inibidora & preferivelmente reduzida de tal forma que no método
mencionado acima para a preparagdo de pelo menos um produto
quimico-alvo derivavel de biomassa celulésica envolvendo a
desintoxicagao de um hidrolisado gasto e a recirculagao do hidrolisado
desintoxicado, a pelo menos uma substancia inibidora n&o ¢é inibidora
ou limitadora de taxa na etapa c) ou d) do método. “N&o ser inibidora ou
limitadora de taxa" em uma etapa pode ser reduzir o rendimento da
etapa em 1% ou menos, tal como 0,5% ou menos, 0,1% ou menos.
[0050] Entretanto, o principal propdsito da desintoxicacéo € impedir
a acumulagdo no meétodo (o0 qual compreende a recirculagao).
Consequentemente, a desintoxicacdo pode ser reduzir o nivel ou a
concentragdo da pelo menos uma substancia inibidora de modo a

prevenir a acumulacido da substancia.
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[0051] Essa etapa de desintoxicacdo pode ocorrer em um recipiente
de desintoxicagao. O biocatalisador de desintoxicacao é selecionado do
grupo que consiste em fungos filamentosos recombinantes, mutantes
ou do tipo selvagem. Fungos filamentosos se referem a fungos que
vivem como filamentos pluricelulares (hifas), e que formam um micélio.
Fungos filamentosos do tipo selvagem se referem a cepa de origem dos
fungos filamentosos, ou seja, fungos filamentosos que sdo encontrados
naturalmente, ou selvagens, enquanto fungos filamentosos mutantes se
referem a fungos filamentosos que diferem dos fungos filamentosos do
tipo selvagem por uma ou mais mutagdes funcionais, ou seja, possuem
uma ou mais mudangas permanentes no material genético que afeta o
fendtipo. Fungos filamentosos recombinantes se referem a fungos
filamentosos que contém DNA de uma ou mais fontes adicionais, por
exemplo, que possuem uma adi¢do relevante de DNA, como o
plasmideo de uma bactéria no genoma. Os fungos recombinantes ou
mutantes fornecidos possuem pelo menos 10%, preferivelmente pelo
menos 50%, tal qual pelo menos 90% da capacidade de consumir as
substancias inibidoras do fungo do tipo selvagem correspondente.
Ademais, os fungos recombinantes ou mutantes fornecidos podem
possuir uma maior capacidade de consumir as substancias inibidoras
se comparados ao tipo selvagem. Exemplos de tais substancias
inibidoras sdo mencionados acima. A capacidade de consumir as
substancias inibidoras pode, por exemplo, ser realizada de acordo com
os Exemplos, se¢do Analises Quimicas abaixo. Um técnico no assunto
entende como comparar tal capacidade de um fungo do tipo selvagem
com a de um mutante ou recombinante.

[0052] Os inventores notaram que os fungos filamentosos
representam um grupo de organismos que é tipicamente caracterizado
pela capacidade de crescer em substratos simples e baratos, por

possuirem uma alta versatilidade metabdlica, um estilo de vida
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saprofitico ligado a uma capacidade de degradar diversas substancias
organicas diferentes, adequabilidade para uso em processos aerobicos
e uma capacidade bem desenvolvida de secretar metabdlitos e
proteinas. Tais caracteristicas, as quais sdo comumente compartilhadas
por diferentes espécies de fungos filamentosos, fazem deles um grupo
de organismos adequado para uso da mesma conforme demonstrado
com relagdo aos fungos do género Aspergillus que podem ser tidos
como um organismo modelo entre os fungos filamentosos (Baker SE
(2006) Medical Mycology 44, S17 — S21).

[0053] O biocatalisador de desintoxicagdo da etapa f) pode ser um
fungo filamentoso selecionado de Aspergillus, Trichoderma, Rhizopus,
Mucor recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem ou uma
combinagao destes. Na presente descricao, Aspergillus mostrou possuir
excelentes capacidades de desintoxicagdo, e todos os inibidores
testados serviram como um excelente meio de cultivo para Aspergillus.
Trichoderma, Rhizopus e Mucor sao fungos filamentosos que
compartilham caracteristicas relevantes com Aspergillus. Por exemplo,
os inventores notaram que Hypocrea jecorina (frequentemente
chamado de Trichoderma reesei) cresce bem em vinhaga gasta de uma
destilacdo de um caldo de fermentacdo de uma fermentacdo de
hidrolisado de lignocelulose. Também foi descoberto que o fungo
produzia atividade enzimatica (atividade de xilanase), enquanto crescia.
Juntos, isto indica atividade de desintoxicacao. Ademais, mostra que
Hypocrea jecorina pode ser empregado em modalidades que também
envolvem a producédo de enzimas discutida a seguir. Outros fungos
filamentosos que podem ser usados sdo Trametes, Sclerotium,
Aureobasidium, Schizophyllum, Acremonium, Tolypocladium, Claviceps,
Monascus, Taxomyces, Fusarium e Agaricus. Combinagdes de fungos
filamentosos de diferentes familias também podem ser usadas, tais

como fungos filamentosos de ambos Aspergillus e Trichoderma.
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[0054] Os fungos filamentosos podem ser Aspergillus niger
recombinante, mutante ou do tipo selvagem. Na presente descri¢ao,
Aspergillus niger mostrou possuir excelentes capacidades de
desintoxicacao, e todos os inibidores testados serviram como um
excelente meio de cultivo de A. niger. Outras espécies uteis de
Aspergillus podem ser A. caesiellus, A. candidus, A. carneus, A.
clavatus, A. deflectus, A. flavus, A. fumigatus, A. glaucus, A. nidulans, A.
ochraceus, A. oryzae, A. parasiticus, A. penicilloides, A. restrictus, A.
sojae, A. sydowi, A. tamari, A. terreus, A. ustus ou A. Versicolor
recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem.

[0055] Aspergillus niger pode ser uma cepa que expressa a
endoglucanase de Hypocrea jecorina Cel7B. Na presente descrigao,
uma cepa de Aspergillus niger que expressa a endoglucanase de
Hypocrea jecorina Cel7B mostrou possuir capacidades de
desintoxicacgao, e todos os inibidores serviram como um excelente meio
de cultivo para esta cepa de A. Niger. Entretanto, essa cepa € somente
um exemplo de muitos que podem ser empregados no contexto da
presente descrigao.

[0056] O biocatalisador de desintoxicacdo pode produzir enzimas
durante a desintoxicacao na etapa f). A producédo de enzimas pode ser
endoégena ou pode ser conseguida através da insergcdo do DNA de
qualquer enzima no genoma do biocatalisador de desintoxicacao, ou
seja, usando um biocatalisador de desintoxicagao recombinante.
Enzimas adequadas podem ser quaisquer enzimas industriais
importantes, como xilanases, amilases, ligninases, celulases,
celobiases ou proteases.

[0057] As enzimas podem ser enzimas de sacarificagdo. Enzimas
de sacarificacdo séo conforme referenciadas acima, ou seja, enzimas
que podem converter ou hidrolisar a biomassa celulésica pré-tratada em

acucares livres. Uma enzima de sacarificacdo pode ser a
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endoglucanase de Hypocrea jecorina. Na presente descrigdo, um
biocatalisador de desintoxicacdo que produz enzimas de sacarificacéo
exibiu excelentes capacidades de desintoxicagdo. Ademais, todos os
inibidores testados serviram como um excelente meio de cultivo para o
biocatalisador de desintoxicacdo que produz enzimas de sacarificagao.
As enzimas produzidas por ser purificadas e usadas em diferentes
aplicacdes.

[0058] As enzimas de sacarificacdo produzidas na etapa f) podem
ser adicionadas ao liquido hidrolisante aquoso na etapa c). A
recirculacao se refere ao uso de pelo menos uma parte das enzimas de
sacarificacao obtidas na etapa f), como parte do liquido hidrolisante
aquoso que compreende enzimas de sacarificagdo na etapa c). Isto é
ilustrado de forma esquematica na Figura 2. A recirculacdo das enzimas
de sacarificagado produzidas € uma maneira excelente de minimizar o
uso de enzimas externas quando da hidrélise da celulose e
hemicelulose antes da fermentacao.

[0059] O catalisador de desintoxicacédo pode ser imobilizado.
[0060] Alternativamente, ou como complemento, o biocatalisador de
desintoxicagao pode ser separado do hidrolisado gasto desintoxicado,
o0 que se refere a remover o biocatalisador de desintoxicacdo do
hidrolisado. Preferivelmente, pelo menos 95% em peso do
biocatalisador de desintoxicacdo sao removidos em tal separagao. Essa
etapa pode ocorrer em um segundo meio de separagdo. Como exemplo,
diversas técnicas de filtragem podem ser usadas. O biocatalisador de
desintoxicacdo pode ser usado para varios propositos. Como exemplo,
0 biocatalisador de desintoxicagao separado pode ser usado como uma
fonte de proteina em varios produtos, como uma fonte de proteina para
racao bovina. Ademais, o biocatalisador de desintoxicacdo pode ser
separado por meio de sedimentacao por centrifugacéao.

[0061] Recircular pelo menos uma parte do hidrolisado gasto

Peticaio 870210014760, de 12/02/2021, pég. 23/55



20/43

desintoxicado, opcionalmente apds purificagdo adicional, como uma
parte do liquido aquoso fornecido em pelo menos uma das etapas b), c)
ou d) se refere a reusar pelo menos uma parte do hidrolisado gasto de
desintoxicagdo obtido na etapa f) como uma parte do liquido de pré-
tratamento aquoso da etapa b), do liquido hidrolisante aquoso da etapa
c) ou do liquido de fermentacédo aquoso da etapa d). Essa etapa pode
ocorrer em meios de recirculacdo. A purificagcao adicional se refere a
meios adicionais para diminuir os niveis ou concentragbes das
substancias inibidoras do hidrolisado gasto desintoxicado. Tal
purificacdo adicional pode compreender etapas diferentes de filtracdo
e/ou adsor¢ao. O hidrolisado gasto desintoxicado pode ser recirculado
como uma parte dos liquidos aquosos acima mencionados e podem ser
misturados com agua fresca antes de serem recirculados.

[0062] A invencao se baseia na compreensao de que o uso de
fungos filamentosos para a desintoxicacado do hidrolisado gasto apés a
fermentacdo para fornecer o produto quimico-alvo leva a um nivel
surpreendentemente baixo de substancias inibidoras, de modo que o
hidrolisado desintoxicado pode ser recirculado para qualquer parte do
processo. Assim, descobriu-se que os fungos filamentosos usam um
amplo espectro de compostos como nutrientes e compostos que inibem
enzimas de sacarificacdo e a fermentagao do biocatalisador, conforme
visto nos Exemplos 1 a 3. Assim, o uso de fungos filamentosos remove
substancias derivadas de celulose ou lignocelulose e assim facilita a
reciclagem da agua de processo. Ademais, a desintoxicagdo do
hidrolisado gasto, ou seja, o hidrolisado obtido apds separar o produto
quimico-alvo primario do hidrolisado fermentado, possibilita a
recirculacao de uma parte substancial da agua usada no método para a
preparagdo do produto quimico-alvo. Ademais, o uso de fungos
filamentosos minimiza a necessidade de agua fresca na producéo do

produto quimico-alvo derivavel de biomassa celulésica. Ademais, o
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método revelado vantajosamente usa a eficiente respiracdo aerdbica
dos fungos filamentosos para a desintoxicacdo e, assim, ndo exige
condigdes aerdbicas menos eficazes

[0063] O método de preparacéao revelado € ilustrado na figura 1 e
na figura 2, e a desintoxicacdo usando fungos filamentosos é
exemplificada nos Exemplos 1 a 5, os quais ilustram a eficacia e
vantagens da invencé&o revelada.

[0064] Em uma modalidade, € proporcionado um meétodo para a
preparagcdo de pelo menos um produto quimico-alvo derivavel de
biomassa lignoceluldsica, compreendendo as etapas de:

a) fornecer biomassa celuldsica;

b) submeter a biomassa lignoceluldsica a um liquido de pré-
tratamento aquoso sob condi¢gdes nas quais pelo menos uma parte da
biomassa lignoceluldsica é hidrolisada, de modo a fornecer biomassa
lignoceluldsica pré-tratada.

c) submeter a biomassa lignoceluldsica pré-tratada a um
liquido aquoso hidrolisante, opcionalmente contendo enzimas de
sacarificagao, sob condicdoes em que pelo menos parte da biomassa
lignocelulésica pré-tratada € hidrolisada, tal hidrolisado lignoceluldsico
compreendendo agucares fermentaveis e substancias inibidoras;

d) submeter o hidrolisado lignocelulésico a um liquido de
fermentag&o aquoso compreendendo um biocatalisador de fermentacgéo
sob condicdes em que pelo menos uma parte do hidrolisado
lignocelulésico é fermentado em um produto quimico-alvo primario, de
modo a fornecer um hidrolisado fermentado compreendendo um
produto quimico-alvo primario, substancias inibidoras e o biocatalisador
de fermentacéo;

e) separar o biocatalisador de fermentagdo e o produto
quimico-alvo primario do hidrolisado fermentado de modo a fornecer um

hidrolisado gasto que compreende substancias inibidoras;
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f) desintoxicar o hidrolisado gasto de pelo menos uma
substancia inibidora usando um biocatalisador de desintoxicacao
selecionado do grupo que consiste em fungos filamentosos
recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem, para fornecer um
hidrolisado desintoxicado;

g) separar o biocatalisador de desintoxicagao do hidrolisado
desintoxicado para fornecer agua de processo purificada; e

h) recircular pelo menos uma parte da agua de processo

purificada como uma parte do(s) liquido(s) aquosos em pelo menos uma
das etapas b), c) e d).
[0065] Em uma modalidade preferida, é fornecido um método para
a preparacado de etanol derivavel de material lenhoso lignoceluldsico
envolvendo a desintoxicagdo do hidrolisado gasto, compreendendo as
etapas de :

a) fornecer material lenhoso lignoceluldésico moido de 1 a 50
mm;

b) submeter o material lenhoso lignocelulésico a um liquido
de pré-tratamento aquoso de pH entre 1 e 5 a uma temperatura de 100
a 220°C;

c) submeter o material lenhoso pré-tratado a um liquido
hidrolisante aquoso que compreende enzimas de sacarificagdo, como
celulase, em uma temperatura tal que a lignocelulose pré-tratada seja
adicionalmente hidrolisada, de modo a fornecer lignina e um hidrolisado
lignocelulésico, o qual compreende hexoses e pentoses livres e
substancias inibidoras, como furfural, aldeidos de furano, acidos
alifaticos e compostos fendlicos;

d) submeter o hidrolisado lignocelulésico a um liquido de
fermentacdo aquoso compreendendo uma levedura, como
Saccharomyces cerevisiae, sob condicbes em que pelo menos uma

parte das hexoses e pentoses sao fermentadas em etanol;
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e) separar a levedura do hidrolisado fermentado, por
exemplo, por filtracdo e usando destilagdo para separar o etanol do
hidrolisado fermentado, de modo a fornecer um hidrolisado gasto;

f) desintoxicar o hidrolisado gasto de pelo menos uma das
substancias inibidoras, como o furfural, aldeidos de furano, acidos
alifaticos e compostos fendlicos, usando Aspergillus niger
recombinante, mutante ou do tipo selvagem, para fornecer um
hidrolisado desintoxicado;

g) separar o Aspergillus niger do hidrolisado desintoxicdo
para fornecer agua de processo purificada; e

h) recircular pelo menos uma parte da agua de processo
purificada como uma parte do liquido aquoso em pelo menos uma das
etapas b), c) e d).

[0066] Como um aspecto da invencéao, € proporcionado um sistema
para a produg¢ao de pelo menos um produto quimico-alvo derivavel de
biomassa celuldsica, compreendendo;

a) pelo menos um recipiente de pré-tratamento de biomassa
celuldsica para pré-tratamento de pelo menos uma parte da biomassa
celuldsica fornecida para biomassa celuldsica pré-tratada, conectado a

b) um recipiente de hidrélise para hidrolisar pelo menos uma
parte da biomassa celulésica pré-tratada para hidrolisado celuldsico, tal
hidrolisado celulésico compreendendo acucares fermentaveis e
substancias inibidoras, ainda conectado a

c) um recipiente de fermentagdo compreendendo um
biocatalisador de fermentagédo para fermentar pelo menos uma parte
dos acgucares fermentaveis, fornecendo um hidrolisado fermentado que
compreende o produto quimico-alvo primario e substancias inibidoras,
ainda conectado a

d) um primeiro meio de separacgao, para separar o produto

quimico-alvo primario do hidrolisado fermentado e para fornecer um
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hidrolisado gasto, ainda conectado a

e) um recipiente de desintoxicagdo, compreendendo um
biocatalisador de desintoxicacao selecionado do grupo que consiste em
um fungo filamentoso recombinante, mutante ou do tipo selvagem para
desintoxicar o hidrolisado gasto de pelo menos uma substancia inibidora
e para fornecer um hidrolisado gasto desintoxicado, ademais conectado
a

f) meios de recirculagdo para recircular pelo menos uma
parte do hidrolisado gasto desintoxicado para pelo menos um do pelo
menos um recipiente de pré-tratamento de a), recipiente de hidrodlise de
b) e recipiente de fermentacgao de c),
[0067] em que o recipiente de hidrolise e o recipiente de
fermentacdo podem ser o mesmo recipiente ou dois recipientes
diferentes.
[0068] As atividades de pre-tratar pelo menos uma parte da
biomassa celuldsica fornecida em um recipiente de pré-tratamento de
biomassa celuldsica, hidrolisar pelo menos uma parte da biomassa
celulésica pré-tratada em um recipiente de hidrélise, fermentar pelo
menos uma parte dos acgucares fermentaveis em um recipiente de
fermentacéao, separar o produto quimico-alvo primario em um primeiro
meio de separagao, desintoxicar o hidrolisado gasto em um recipiente
de desintoxicacgao, recircular pelo menos uma parte do hidrolisado gasto
desintoxicado em um meio de recirculacdo podem ser realizadas
conforme descrito acima neste relatério descritivo.
[0069] O recipiente de desintoxicacao de e) pode ser conectado ao
meio de recirculagao f) via um segundo meio de separacao para separar
o biocatalisador de desintoxicacdo de pelo menos uma parte do
hidrolisado gasto desintoxicado.
[0070] A atividade de separar o biocatalisador de desintoxicagao de

pelo menos uma parte do hidrolisado gasto desintoxicado pode ser
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realizada conforme descrito acima neste relatério descritivo.

[0071] Em um aspecto da invencéo, é proporcionado o uso de
fungos filamentosos recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem para
desintoxicar o hidrolisado lignoceluldsico gasto.

[0072] Na maioria dos casos, hidrolisado lignoceluldsico gasto se
refere a vinhaga que resulta da destilacdo do caldo de fermentacéo
resultante da fermentagédo da lignocelulose hidrolisada. A composigéo
quimica de tal vinhaca difere da composi¢do quimica da vinhaca
resultante da destilacdo do caldo de fermentacdo resultante da
fermentacdo de solugdes que contém acucares tradicionais, como
solugdes que contém acucares derivados de amido (por exemplo, arroz
ou trigo), beterrabas ou cana-de-agucar. A diferenga se deve em parte a
substancias que sao formadas/liberadas durante a hidrélise da
lignocelulose. Exemplos de substancias que podem ser formadas
durante a hidrolise da lignocelulose sédo furanos, acidos alifaticos e
compostos fendlicos, as quais sio identificadas como substancias
inibidoras na presente descrig¢ao.

[0073] A vinhaga ou hidrolisado lignocelulésico gasto do presente
aspecto é, portanto, diferente das vinhacas que aparecem em uma
destilaria de arroz para bebidas alcodlicas ou qualquer produgao de
bebidas alcodlicas.

[0074] Fungos filamentosos recombinantes, mutantes ou do tipo
selvagem séao referidos conforme descrigdo aqui. O uso de fungos
filamentosos recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem remove
uma quantidade surpreendentemente alta de substéncias inibidoras, e
permite a recirculagdo do hidrolisado gasto desintoxicado. Além disso,
o uso de fungos filamentosos recombinantes, mutantes ou do tipo
selvagem minimiza o uso de agua fresca necessaria quando do preparo
de produtos quimicos alvos a partir de biomassa celuldsica.

[0075] Os fungos filamentosos podem ser Aspergillus niger
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recombinante, mutante ou do tipo selvagem. Na presente descri¢éo, o
uso de Aspergillus niger mostrou remover uma quantidade
surpreendentemente alta de substancias inibidoras, e todos os
inibidores testados serviram como um excelente meio de crescimento
para A. niger. Outros membros de Aspergillus podem ser usados, tais
quais aqueles mencionados acima nesta descricao.

Breve Descricdo dos Desenhos

[0076] Afigura 1 mostra um método para a producédo de um produto
quimico-alvo a partir de biomassa celulésica de acordo com a presente
descrigao.

[0077] A figura 2 mostra uma modalidade do método revelado para
a producao de um produto quimico-alvo a partir de biomassa celuldsica,
em que as enzimas de sacarificagao produzidas sao recirculadas.
[0078] A figura 3 mostra a atividade de endoglucanase durante a
desintoxicacdo do hidrolisado de bagaco gasto no Exemplo 1. (e) A.
niger D15 [egl] cultivada em hidrolisado de bagago gasto, (A) A. niger
D15 [egl] cultivada em meio padréo, (g) A. niger D15 [pGT] cultivada em
hidrolisado de bagaco gasto, (x) A. niger D15 [pGT] cultivada em meio
padrao. As atividades de endoglucanase sao calculadas como os
valores médios das medi¢des de atividades de duas culturas separadas.
As barras de erro indicam desvio padrao.

[0079] A figura 4 mostra a atividade de endoglucanase durante a
remogao de inibidores do meio padrdao usando A. Niger no Exemplo 3.
(#) A. niger D15 [egl] cultivada em meio padrao contendo 5 g/L de &cido
acetico. (Cgg) A. niger D15 [egl] cultivada em meio padr&o contendo 0,5
g/L de vanilina, (A) A. niger D15 [egl] cultivada em meio padréo
contendo 0,2 g/L coniferil aldeido, (x) A. niger D15 [egl] cultivada em
meio padréo, (o) A. niger D15 [egl] cultivada em meio padr&o contendo
2 g/L de HMF, (©) A. niger D15 [egl] cultivada em meio padréao contendo

1 g/L de furfural. As atividades de endoglucanase sao calculadas como
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os valores médios das medi¢cdes de atividades de duas culturas
separadas. As barras de erro indicam desvio padréo.

Exemplos

[0080] Os seguintes exemplos nao limitantes ilustrardo
adicionalmente a presente invencgao.

Exemplo 1. Desintoxicacdo do hidrolisado de bagaco gasto usando

Asperqillus niger

Matéria prima

[0081] Bagacgo de cana-de-agucar foi secado com a ar até ter um
conteudo de matéria seca de 96% e moido de modo a passar por uma
triagem de 2 mm.

Pré-tratamento

[0082] 3 x 180 g de matéria-prima seca e moida foi misturada com
3 x 1800 g de acido sulfurico diluido em trés cilindros de ago inoxidavel
separados, cada um com um volume total de 2,5 L. A concentragao final
de acido sulfurico na mistura foi 2%. Os cilindros foram anexados a um
rotor em banho de aquecimento com propileno glicol controlado por uma
unidade de controle (Jaako Poyry, Karlstad, Suécia). O pré-tratamento
foi terminado, os cilindros foram rapidamente resfriados até a
temperatura ambiente em um banho de agua. Os sdlidos e o liquido da
mistura pré-tratada foram separados por filtracdo a vacuo. Os solidos
foram lavados com 3 x 5 L de H20 desionizada e secadas em um
gabinete de secagem a 70°C por 72 horas. A fragao liquida, daqui em
diante referida como pré-hidrolisado de bagacgo, foi coletada e
armazenada a 4°C.

Hidrdlise

[0083] O material sélido pré-tratado (80 g de peso seco, DW) foi
misturado com 800 g do pré-hidrolisado de bagaco em baldes de vidro
Erlenmeyer de 2.000 mL fechados com tampas de algodao (o

experimento foi feito em quadrupla). O pH das misturas foi ajustado para
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4,8 com NaOH. Preparagdes comercialmente disponiveis de celulase e
celobiase (Celluclast 1,5 L, com uma atividade declarada pelo
fornecedor de 700 unidades de endoglucanase (EGU)/g (Sigma-Aldricj,
Steinheim, Alemanha) e Novozyme 188, com uma atividade declarada
de 250 unidades de celobiase (CBU/g) (Sigma-Aldrich)) foram
adicionadas a mistura em uma carga de 319 EGU/g de sélidos (DW) e
23 CBU/g de solidos (DW), respectivamente. As misturas foram
incubadas com agitagao (Incubator Shaker modelo G25, New Brunswick
Scientific, Edison, New Jersey, EUA) a 50°C e 150 rpm por 72 h. O pH
das misturas foi medido e reajustado para 4,8 com NaOH a cada dez
horas. Durante a hidrdlise, a quantidade de glicose liberada nas
misturas foi monitorada através de medigdes com um glicémetro
(Glucometer Elite XL, Bayer AG, Leverkusen, Alemanha) a cada dez
horas. Apds a hidrélise, as misturas foram filtradas. O pH da fracéo
liquida, daqui em diante referida como hidrolisado de bagaco, foi
ajustado para pH 2,0 com Hcl e foi entdo armazenado a 4°C para evitar
crescimento microbiano durante o armazenamento.

Fermentacdo com S. Cerevisiae

[0084] Antes da fermentagao, o pH dos hidrolisados de bagaco foi
ajustado para 5,5 com NaOH. Os hidrolisados também foram
completados com uma solugao nutriente, rendendo uma concentracao
final de 0,5 g/L (NH4)2HPO4, 0,025 g/L MgSO4 * 7H20, 1,38 g/L NaH2PO4
- H20, e 1 g/L de extrato de levedura. As fermentagdes dos hidrolisados
de bagaco foram realizadas em balées de vidro paralelos de 50 mL
equipados com magnetos para agitacdo e lacrados com tampas de
borracha furadas por canulas para remocédo de CO2. Os baldes foram
inoculados com levedura de padeiro (S. Cerevisiae) (Jastbolaget,
Rotebro, Suécia). Os balées com hidrolisado de bagago receberam um
inoculador, rendendo uma concentragdo de massa celular de 1 g/L

(DW). Os balbes foram incubados a 30°C por 5 h em banho de agua
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com agitagcao magnética (IKA-Werke, Staufen, Alemanha). Os niveis de
glicose durante o curso da fermentacdo foram monitorados por
medi¢des continuas com um glicémetro.

Destilacéo

[0085] Apos a fermentacgao, as células de levedura foram removidas
dos hidrolisados fermentados por centrifugacéo (Sorvall RC26 Plus,
Dupont, Newtown, CT, EUA) a 1.500 g e 4°C por 6 minutos. O pH dos
liquidos de hidrolisado fermentado foi ajustado para 7,0 com NaOH para
impedir uma possivel degradagao de agucares durante a destilagdo. Os
liquidos de hidrolisado fermentado foram transferidos para baldes com
fundo redondo e algumas gotas de antiespumante foram adicionadas
para evitar uma formacdo excessiva de bolhas durante a destilacéo.
Artigos de vidro padrbes para destilacdo foram usados para a
montagem da destilagdo e um banho de aquecimento com propileno
glicol foi usado como fonte de calor. A destilacdo continuou até que todo
o etanol fosse separado dos liquidos de hidrolisado fermentado. As
fragcdes ndo-etanol remanescente nos baldes de fundo redondo, daqui
em diante chamadas de hidrolisado de bagaco gasto (SBH), foram
coletadas e armazenadas a 4°C para uso futuro.

Cepas recombinante de A. niger

[0086] Um transformante de A. niger D15 recombinante que
expressa o gene de Cel7B de H. Jecorina foi usado (a cepa foi
designada A. niger D15[egl]). A expressao do gene de Cel7B estava sob
controle de transcricao do promotor constitutivo de gpd de A. niger e o
terminador glA de Aspergillus awamori. Um transformante com o mesmo
promotor e terminador integrado no cromossomo, mas sem o gene de
Cel7B foi usado como controle negativo (a cepa foi designada A. niger
D15[pGT]). A construgédo das duas cepas recombinantes € descrita em
Rose e van Zyl, 2002 (Rose, S. H. e van Zyl, W. H, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2002, 58, pp. 461-468).
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[0087] Experimento de desintoxicagdo com A. niger cultivado em
hidrolisado de bagacgo gasto

[0088] Quatro balées de 100-mL Erlenmeyer (nomeados A-D) foram
preenchidos com 48 mL de SBH, 1 mL de solugdo nutriente (25 g/L
(NH4)2HPO4, 1,25 g/L MgSO4 - 7H20, 69 g/L NaH2PO4 - H20, e 50 g/L
de extrato de levedura), 0,05 mL de solugéo residual (0,22 g/L ZnSO4 -
7H20, 0,11 g/L H3BO3, 0,05 g/L MnCl: - 4H20, 0,05 g/L FeSO4 - 7H20,
0,017 g/L CoCl2 - 6H20, 0,016 g/L CuSO4 - 5H20, 0,015 g/L Na2MoO4 -
2H20, e 0,5 g/L EDTA) e tampados com tampas de algoddo. Os balbes
A e B foram inoculados com 0.95 mL de esporos de A. niger D15[egl] (a
concentracgao final dos esporos foi 1 x 106 esporos/mL do meio). Os
baldes C e D foram inoculados com esporos de A. niger D15[pGT] na
mesma concentragao. Para efeitos de comparacao, quatro baldes de
100-mL Erlenmeyer (nomeados E-H) fechados com tampas de algodao
foram preenchidos com 49,05 mL de meio padréo (5 g/L de extrato de
levedura, 0,4 g/L MgS0O47H20, 10 g/L glicose, 2 g/L de acidos casamino,
0,5 g/LKCI, 1,5 g/L KH2PO4, 6 g/L NaNOs3, e 1 mL/L de solugédo residual).
Os baldes E e F foram inoculados com 0,95 mL de esporos de A. niger
D15[egl] e os baldes G e G foram incoculados com 0,95 mL de esporos
de A. niger D15[pGT] (a concentracdo final dos esporos foi 1 x 106
esporos/ml do meio). Os baldes foram incubados por onze dias em uma
incubadora com agitacdo (Incubator Shaker, modelo G25, New
Brunswick Scientific) a 30°C e 150 rpm. A atividade de endoglucanase
foi monitorada durante o experimento de fermentagcao e a producao de
biomassa foi medida no fim do experimento (ver a descri¢gdo a seguir).

Medicdo da biomassa

[0089] Para determinar o peso seco da biomassa de A. niger,
pedacos de Miracloth (Calbiochem, EMD Biosciences, La Jolla, CA,
USA) foram secados em um forno de micro-ondas por 15 minutos e

foram a seguir postos em um dessecador. Apds duas horas, os pedagos
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de Miracloth foram removidos do dessecador e pré-pesados em uma
balanca analitica. Os volumes das suspensdes de cultura de A. niger
dos experimentos de fermentacdo foram medidos e as suspensdes de
cultura foram entéao filtradas através dos Miracloth secos sob succéo.
Cada pedaco de Miracloth com biomassa foi lavado com 50 mL de
dH20, secado conforme previamente descrito e entdo pesado.

Ensaio de atividade enzimatica e analise SDS-PAGE

[0090] A atividade de endoglucanase foi monitorada usando um
método baseado no acido dinitrosalicilico conforme descrito por Bailey
et al., 1992 (Bailey, M.J. et al., J. Biotechnol. 1992, 23, pp. 257-270). O
tampé&o usado para o ensaio foi citrato (0,05 M, pH 5,5), o substrato foi
carboxi metil celulose (Fluka de viscosidade ultra baixa, Sigma-Aldrich)
(1% em tampéo de citrato 0,05 M, pH 5,5) e o ensaio foi realizado a
50°C. A atividade enzimatica € dada em nkat/mL (nmol de agucares
redutores produzidos/mL/s).

[0091] Sobrenadantes do experimento de fermentagcdo foram
diluidos quatro vezes com dH20 e carregados em gel SDS-PAGE 10%
para a determinacao do perfil de proteinas extracelulares bem como do
tamanho da proteina Cel7B. Apds a eletroforese, o gel foi marcado com
marcador de gel Sypro Red (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) de
acordo com Steinberg et al., 1996 (Steinberg, T.H. et al., Anal. Biochem.
1996, 239, p. 238-245.). A analise do gel foi analisada com um
mapeador de gel (ImageQuant 400, GE Healthcare, Piscataway, NJ,
EUA). Ademais, a concentragdo de proteina Cel7B foi medida pela
execucdo do gradiente de concentragcdo de albumina do soro bovino
como uma proteina padrao (Pierce, Rockford, IL, EUA) bem como os
sobrenadantes de Cel7B em um gel de SDS-PAGE e comparacéo da
intensidade das bandas marcadas com SyproRed usando o software

Imaged (http://rsb.info.nih.gov/ij/). A concentragéo de proteinas Cel7B foi

calculada como o valor médio de dois sobrenadantes de baldes de
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cultura separados que foram analisados em quadruplas (ou seja, quatro
geéis separados). A tinta SyproRed exibe baixa variabilidade na
marcacao de diferentes tipos de proteinas devido a sua interagdo com
o revestimento de sulfato de dodecila em volta da proteina em gel SDS-
PAGE (Steinberg, T.H., et al., Anal. Biochem. 1996 A_ 239, p. 223-237).
As atividades especificas relatadas sdo baseadas em medicbes de
proteina Cel7B. As medi¢cdes de proteina Cel7B foram feitas em
amostras tomadas em um periodo fixo para todas as amostras em um
experimento de fermentagédo. O periodo das medi¢des foi configurado
no momento em que a maior atividade de endoglucanase unica foi
notada durante cada experimento de fermentacao.

Analise quimica

[0092] O conteudo de acido acético foi quantificado usando um
sistema de cromatografia Dionex ICS-2000 equipado com um detector
de condutividade. A separacao foi realizada em uma coluna lonPac AS
15 (250 x 4 mm) com uma preé-coluna lonPac AG15 (50 x 4) (Dionex). A
concentracao total de compostos fendlicos foi determinada usando o
método Folin-Ciocalteu com vanilina com o padrdo. As concentragoes
de furfural e HMF foram determinadas por HPLC. Uma coluna Xterra
MS C18 (5 ym, 2,1 x 150 mm) (Waters, Milford, MA, EUA) foi usada com
um sistema em série VP Shimadzu (Shimadzu, Quioto, Japdo) com
detecgdo UV a 282 nm. A eluicdo foi conduzida de acordo com a
descricao de Martin et al. (Martin, C. Et al., Appl. Biochem. Biotechol.
2007, 136 — 140, p. 339 — 352).

Resultados

[0093] Os conteudos dos inibidores no pré-hidrolisado de bagaco,
hidrolisado de bagaco, hidrolisado pos-fermentacdo com S. Cerevisiae,
SBH e SBH pés-fermentagdo com A. niger D15[egl] sdo mostrados na
Tabela 1.

[0094] Ficou claro que todo o acido acético, furfural e HMF bem
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como cerca de 30% dos compostos fendlicos foram consumidos ou
convertidos apos 11 dias de fermentagao, mostrado como SBHAFA na
Tabela 1. As concentracdes dos inibidores ficaram mais ou menos
constante antes da desintoxicacao, tal qual apds o pré-tratamento e a
fermentacdo com S. Cerevisiae, mas diminuiram notavelmente apos a
desintoxicagdo com A. Niger. Assim, A. Niger mostrou um efeito
desintoxicante surpreendentemente alto no hidrolisado de bagaco
gasto, removendo quase todos os inibidores.

[0095] A atividade volumétrica, concentracido de proteina Cel7B,
atividade de Cel7B especifica e producédo de biomassa no experimento
de fermentacdo com hidrolisado de bagaco gasto sdo apresentadas na
Tabela 2. A. Niger D15[egl] cultivado em SBH alcangou concentragdo
em biomassa de 9,8 g/L (DW). Para efeito de comparacéo, quando a
cepa de A. Niger D15[egl] usada foi cultivada em meio padréo, a cepa
somente atingiu uma biomassa de 3,4 g/L (DW). A. Niger D15[egl]
cultivada em SBH rendeu uma concentragao de proteina Cel7B de 0,41
mg/mL apds 10 dias de fermentagéo, o que é quase quatro vezes mais
que aquela da mesma cepa cultivada em meio padrdo. Ademais, ficou
claro que o SBH também serviu como um excelente meio de cultura
para a cepa de A. Niger D15[egl] recombinante (Tabela 2). A. Niger
D15[pGT] cultivada em SBH somente atingiu uma biomassa de 6,8 g/L
(DW). Para efeito de comparacgao, quando a cepa de A. Niger D15[pGT]
foi cultivada em meio padrao, a cepa somente atingiu uma biomassa de
cerca de 4,1 g/L (DW). Ademais, a fermentagdo com A. niger D15[egl]
em SBH resultou em atividade de endoglucanase aumentada por dez
dias e a maior atividade monitorada foi 2.100 nkat/mL (figura 3), enquanto
A. niger D15[pGT], sem o gene para a produg¢ao de endoglucanase, néo
deu origem a qualquer atividade de endoglucanase quando cultivado em
SBH.

[0096] Este experimento mostrou que A. niger tanto possui a
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capacidade de desintoxicar o hidrolisado de bagag¢o gasto quanto de
crescer muito bem no ambiente do hidrolisado, atingindo uma producéo
de biomassa ainda maior se comparado com o crescimento em meio
padrdo. Ademais, uma alta quantidade de enzimas e alta atividade de
enzimas foram encontradas quando usando a cepa de A. niger
recombinante capaz de produzir endoglucanase. A quantidade de
enzimas produzidas foi ainda mais alta que quando cultivadas em meio
padrdao. Consequentemente, este exemplo demonstrou que o fungo
filamentoso A. niger € adequado para uso como biocatalisador de
desintoxicagdo na produgdo de etanol, ja que ele pode tanto

desintoxicar o hidrolisado gasto quanto, ao mesmo tempo, produzir

enzimas.
Tabela 1

Acido acético Compostos fendlicos Furfural HMF
BPH 0,8 1,1 0,2 0,03
BH 0,8 0,9 0,1 0,02
BHAFS2 0,9 0,9 < 0,01 <0,02
SBHP 0,9 1 < 0,01 0,02
SBHAFA°® 0 0,7 0 0

[0097] A Tabela 1 mostra a concentragdo de inibidores (g/L) em
etapas diferentes do processo de desintoxicacdo do hidrolisado de
bagaco gasto. Os cddigos usados na Tabela 1 representam o
hidrolisado em diferentes etapas: BPH = pré-hidrolisado de bagaco, BH
= hidrolisado de bagaco, BHAFS = hidrolisado de bagago apds a
fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae, SBH = hidrolisado de
bagaco gasto, SBHAFA = hidrolisado de bagago gasto apds onze dias
de fermentacdo com A. niger D15[egl]. 20 hidrolisado foi diluido cerca
de 5% se comparado a BH. O hidrolisado foi concentrado < 2% se

comparado a BHAFS. °O hidrolisado foi diluido cerca de 4% se
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comparado a SBH. Desvios padrdes relativos da analise: acido acético,

< 10%; compostos fendlicos, < 12%; furfural e HMF, < 5%.

Tabela 2
Cepa de A. niger e Atividade  de Concentracdo  Atividade de|Biomassa
meio de cultura endoglucanase da proteina endoglucanase /|(DW g/L)°

(nkat/mL)? Cel7B (mg/mL)® proteina  Cel7B

(nkat/mgq)

A. niger D15[egl] 2.100 + 130 0,41+ 0,06 5100 9,8+1,6
cultivada em SBH
A. niger D15[egl] O ND - 6,8+ 1,1
cultivada em SBH
A. niger D15[egl] 480 + 22 0,11 +£ 0,02 4400 3,4+0,3
cultivada em SM
A. niger D15[egl] O ND - 41+£0,5
cultivada em SM
[0098] A Tabela 2 mostra a atividade volumétrica, a concentracao

de proteina Cel7B, a atividade de Cel7B especifica e a producédo de
biomassa para A. niger cultivada em hidrolisado de bagago gasto e em
meio padréo. Os cddigos usados na Tabela 2 representam o seguinte:
SBH = hidrolisado de bagago gasto, SM = meio padrdo, ND = ndo
detectavel. @A atividade de endoglucanase é calculada como o valor
medio das medi¢des de atividade de duas culturas separadas apos dez
dias de fermentacao. PA concentragéo de proteina é calculada como o
valor médio de dois sobrenadantes de baldes de fermentacio distintos
repetidamente analisados em 4 géis SDS apos dez dias de
fermentac&o. °A biomassa € calculada como o valor médio de duas
culturas separadas feitas depois de 11 dias de cultivo.

Exemplo 2. Desintoxicacao de hidrolisado de abeto gasto usando

Asperdillus niger

Preparacio do hidrolisado de abeto
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[0099] Um hidrolisado de abeto foi produzido por hidrélise em acido
diluido em duas etapas conforme descrito em Alriksson et al., 2006
(Alriksson, B., et al. Appl. Biochem. Biotechnol. 2006, 129-132, pp. 599-
611 ).

Fermentacao com S. cerevisiae

[00100] A fermentacdo do hidrolisado de abeto foi realizada como
ocorreu com o hidrolisado de bagago descrito no Exemplo 1, mas os
baldes com o hidrolisado de abeto receberam inoculacao de levedura
de 9 g/L (DW) devido a maior toxicidade do hidrolisado de abeto.
Destilacédo

[00101] A destilacao foi realizada conforme descrito para o
hidrolisado de bagag¢o no Exemplo 1 para fornecer hidrolisado de abeto
gasto (SS), o qual foi coletado e armazenado a 4°C até uso posterior.

Cepa recombinante de A. niger

[00102] Acepa de A. niger D15[egl] descrita no Exemplo 1 foi usada
para a desintoxicagao do hidrolisado de abeto gasto.

[00103] Experimento de desintoxicagdo com A. niger cultivada em
hidrolisado de abeto gasto

[00104] Quatro baldes de 100 mL Erlenmeyer (nomeados A — D)
foram enchidos com 48 mL de SSH e a fermentacdo foi realizada
conforme descrito no experimento de fermentagcdo do Exemplo 1.
Ademais, medi¢bes de biomassa, ensaio de atividade enzimatica e
anadlise SDS-PAGE bem como a analise quimica foram realizados
conforme descrito no Exemplo 1.

Resultados

[00105] O conteudo inibidor no hidrolisado de abeto, no hidrolisado
de abeto apds a fermentacdo com S. Cerevisiae, no SSH e SSH apds a
fermentacdo com A. niger D15[egl] sdo mostrados na Tabela 3. Ficou
claro que essencialmente todo o acido acético, HMF e cerca de 30%

dos compostos fendlicos foram consumidos ou convertidos apds nove
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dias de fermentacgao, conforme visto em SSHAFA na Tabela 3. Assim,
de modo similar ao que foi encontrado para o hidrolisado de bagaco
gasto, A. niger teve um efeito desintoxicante surpreendentemente alto
no hidrolisado de abeto gasto, removendo quase todos os inibidores.

[00106] A atividade volumétrica, concentracdo de proteina Cel7B,
atividade de Cel7b especifica e producédo de biomassa na fermentacao
sdo apresentadas na Tabela 4. O SSH atingiu concentragbes de
biomassa de 4,5 g/L (DW), o qual foi mais alto que quando cultivado em
meio padrdo. Ademais, a concentracao de proteina Cel7B foi de 0,10
mg/mL para a fermentagdo em SSH, o qual foi similar a concentragéo
encontrada quando cultivado em meio padrdo, enquanto a atividade
atingiu 820 nkat/mL, maior se comparada ao cultivo em meio padrao.

[00107] De modo similar ao que foi encontrado no Exemplo 1, este
experimento claramente mostro que A. niger possui a capacidade de
desintoxicar hidrolisado de abeto gasto e crescer extremamente bem no
ambiente do hidrolisado. Ademais, uma alta quantidade de enzimas e
alta atividade de enzimas foram encontradas quando usando a cepa de
A. niger recombinante capaz de produzir endoglucanase.
Consequentemente, este exemplo demonstrou que o fungo filamentoso
A. niger € adequado para uso como biocatalisador de desintoxicagao na

producao de etanol.

Tabela 3
Acido acético Compostos fendlicos Furfural HMF
SPH 2,8 2,8 0,7 2,2
SHAFS? 3 2,8 0 0,9
SSHP 3 2,9 0 0,8
SSHAFAC 0,1 2 0 0,04

[00108] A tabela 3 mostra a concentragdo de inibidores (g/L) em

etapas diferentes do processo de desintoxicacdo do hidrolisado de
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abeto gasto. Os codigos usados na Tabela 3 representam as diferentes
etapas do processo de desintoxicacdo do hidrolisado de abeto gasto:
SH = hidrolisado de abeto, SHAFS = hidrolisado de abeto apods a
fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae, SSH = hidrolisado de
abeto gasto, SSHAFA = hidrolisado de abeto gasto apds nove dias de
fermentacdo com A. niger D15[egl]. 2O hidrolisado foi diluido cerca de
5% se comparado a SH. °O hidrolisado foi concentrado < 2% se
comparado a SHAFS. °O hidrolisado foi diluido cerca de 4% se
comparado a SSH. Desvios padrdes relativos da analise: acido acético,

< 10%; compostos fendlicos, < 12%; furfural e HMF, < 5%.

Tabela 4
Cepa de A. niger e Atividade  de Concentracao  Atividade de|Biomassa
meio de cultura endoglucanase da proteina endoglucanase / (DW g/L)°

(nkat/mL)? Cel7B (mg/mL)® proteina  Cel7B

(nkat/mg)

A. niger D15[egl] 820 + 51 0,1+0,01 7500 45+0,0
cultivada em SSH
A. niger D15[egl] 550 + 52 0,11 £ 0,00 5000 3,2+0,1
cultivada em SM

[00109] A Tabela 4 mostra a atividade volumétrica, a concentragao
de proteina Cel7B, a atividade de Cel7B especifica e a produgcao de
biomassa para A. niger cultivada em hidrolisado de abeto gasto e em
meio padréo. Os cddigos usados na Tabela 4 representam o seguinte:
SSH = hidrolisado de abeto gasto, SM = meio padrdao, ND = n&o
detectavel. A atividade de endoglucanase é calculada como o valor
médio das medi¢des de atividade de duas culturas separadas apoés dez
dias de fermentag&o. PA concentragdo de proteina é calculada como o
valor médio de dois sobrenadantes de baldes de fermentacao distintos
repetidamente analisados em 4 géis SDS apdés nove dias de

fermentacdo. °A biomassa é calculada como o valor médio de duas
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culturas separadas feitas depois de dez dias de cultivo.

Exemplo 3. Remocéo dos inibidores do meio padréo usando Asperqillus
niger

[00110] Experimento de fermentagdo com A. niger cultivado em meio

padréo com inibidores

[00111] Um experimento adicional foi projetado para estudar o
metabolismo de A. niger D15[egl] de compostos ndo agucares em
hidrolisados de lignocelulose. Dezoito balées de 100 mL Erlenmeyer
foram enchidos com 48 mL de meio padrédo, 1 mL de solug¢éo inibidora
e 1 mL de inoculagdo de esporos (ou 1 mL de H20 estéril para os balbes
de controle). Os baldes foram divididos em seis grupos (trés baldes por
grupo). Cada grupo possuia a adigdo de uma solugédo de inibidores
diferente. Compostos tipicos encontrados em hidrolisados de
lignocelulose representando as trés principais categorias de inibidores
acidos alifaticos, furanaldeidos e compostos fendlicos foram escolhidos
para o experimento. O grupo 1 (baldées 1A-C) possuia uma adi¢gdo de 5
g/L de acido acético, o grupo 2 (balées 2A — C) possuia uma adigdo de
1 g/L de furfurak, o grupo 3 (baldes 3A — C) possuia uma adigéo de 2
g/L de 5-hidréxi-metil-furfural (HMF), o grupo 4 (balées 4A — C) possuia
uma adigéo de 0,5 g/L de vanilina, o grupo 5 (baldes 5A — C) possuia
uma adicao de 0,2 g/L de coniferil aldeido e ao grupo 6 (balées 6A — C)
nenhum inibidor foi adicionado mas sim 1 mL de H>O estéril para
equalizar o volume. O pH de todos os baldes foi ajustado para 6,3 com
NaOH. Todos os baldées A e B foram inoculados com A. niger D15[egl]
(1 x 10% esporos/mL do meio), enquanto os baldes C (ou seja, os balbes
de controle) foram usados para investigar se as concentragbes dos
inibidores eram afetadas na auséncia de células de A. niger (por
exemplo, por degradagdo ou evaporacgao). Todos os 18 baldes foram
incubados por nove dias em uma incubadora com agitacéo a 150 rpm e

30°C. A atividade de endoglucanase foi monitorada durante o
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experimento e a biomassa foi medida no fim do cultivo conforme descrito
nos Exemplos 1 e 2. As concentragdes de vanilina e coniferil aldeido
foram medidas via HPLC. A coluna Xterra MS C18 foi usada no sistema
em série VP Shimadzu com detec¢cao UV a 254 nm. A eluigao foi
realizada a uma taxa de escoamento de 0,4 mL/min com um gradiente
feito de agua Milli-Q e acetonitrila, ambos contendo 3 mM de acido
férmico. O projeto do gradiente consistia em quatro etapas com um
tempo total de 40 min: (i) 25% de acetonitrila foram aplicados por 6
minutos, (ii) a concentracdo de acetonitrila foi aumentada linearmente
até 85% durante 4 minutos, (iii) 85% de acetonitrila foram aplicadas por
12 minutos, (iv) a concentracdo de acetonitrila foi instantaneamente
reduzida para 25% e aplicada por 18 minutos.

Resultados

[00112]  A. niger D15[egl] cresceu bem em todos os meios padrdes
contendo inibidores exceto o que possuia adi¢do de furfural, no qual
uma fase de atraso no crescimento e na atividade enzimatica foi
observada (figura 4). Toda a vanilina, acido acético, coniferil aldeido,
HMF e furfural foram consumidos ou convertidos nos nove dias de
fermentacdo. A fermentacdo no meio com a adicdo de acido acético
mostrou a maior atividade de endoglucanase e atingiu 1200 nkat/mL
apo6s sete dias, enquanto a atividade do cultivo de referéncia no meio
sem inibidores atingiu 590 nkat/mL (dia 7) (Tabela 5). As fermentacdes
com a adicdo de vanilina e coniferil aldeido também mostraram
atividade enzimatica maior ou ligeiramente maior que a referéncia,
enquanto as fermentagbes contendo HMF e furfural exibiram atividade
enzimatica menor durante quase todo o experimento de fermentacao. A
fermentagc&o na presencga de acido acético mostrou a maior atividade
especifica e chegou a 12.000 nkat/mg, o que é cerca de duas vezes
mais alta que aquela da fermentagédo de referéncia e cerca de quatro

vezes mais alta que a fermentacdo na presenca de furfural. A
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concentracao de biomassa mais alta foi observada para o cultivo onde
HMF foi adicionado (5,2 g/L (DW)), enquanto o cultivo com acido acético
adicionado teve a menor formagdo de biomassa (2,9 g/L (DW)). A
fermentacdo de referéncia teve uma biomassa de 4,4 g/L (DW). A
producao de proteina Cel7B ficou na faixa de 0,10 a 0,15 mg/mL para
todas as fermentacoes.

[00113] Assim, este experimento demonstra ainda mais a
capacidade inesperada de A. niger de usar substancias inibidoras
comuns encontradas em hidrolisados para crescer. Este experimento
também mostrou que A. niger € capaz de produzir enzimas em altas
concentracbes e de alta atividade quando cultivado em meio que
compreende substancias inibidoras, fazendo do A. niger adequado
como biocatalisador de desintoxicagdo, por exemplo, quando

produzindo etanol.

Tabela 5
Cepa de A. niger e Atividade  de Concentracao  Atividade de|Biomassa
meio de cultura endoglucanase da proteina endoglucanase / (DW g/L)®

(nkat/mL)? Cel7B (mg/mL)® proteina  Cel7B

(nkat/mg)

A. niger D15[egl] 550 + 52 0,110 5000 3,2+ 0,1
cultivada em SM
A. niger D15[egl] 1200 + 43 0,1+ 0,01 12000 29+04
cultivada em SM +
acido acético
A. niger D15[egl] 340 £ 33 0,12 + 0,00 2800 3,5+0,0
cultivada em SM +
furfural
A. niger D15[egl] 500 £ 20 0,11 £ 0,00 4500 52+0,3
cultivada em SM +
HMF
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A. niger D15[egl] 840 £ 79 0,15+ 0,00 5600 40+0,1
cultivada em SM +

vanilina

A. niger D15[egl] 670 £ 2 0,13+ 0,00 5200 41+0,1
cultivada em SM +

coniferil aldeido

A. niger D15[egl] 590 + 4 0,11 £ 0,01 5400 4,4+0,3

cultivada em SM
[00114] A Tabela 5 mostra a atividade volumétrica, a concentragao

de proteina Cel7B, a atividade de Cel7B especifica e a produgao de
biomassa para A. niger cultivada em meio padrdo compreendendo
diversos inibidores. Os resultados sdo mostrados. Os cédigos usados
na Tabela 5 representam o seguinte: SM = meio padrdo, HMF = 5-
hidroxi-metil-furfural. 2A atividade de endoglucanase é calculada como
o valor médio das medicdes de atividade de duas culturas separadas
apos sete dias de fermentacao. PA concentragdo de proteina é calculada
como o valor médio de dois sobrenadantes de balbes de fermentacio
distintos repetidamente analisados em 4 géis SDS apds sete dias de
fermentacdo. °A biomassa € calculada como o valor médio de duas
culturas separadas feitas depois de nove dias de cultivo.

Exemplo 4: Recirculacido da agua de processo apos desintoxicacido do

hidrolisado gasto usando Asperqillus niger

[00115] O hidrolisado gasto de bagaco e de abeto é preparado
conforme mostrado no Exemplo 1 e Exemplo 2. A desintoxicacao é
realizada submetendo o hidrolisado gasto a uma cepa do tipo selvagem
de A. niger, sob condi¢cbes descritas nos Exemplos 1 e 2. ap6s 11 dias
de incubagdo com A. niger, o hidrolisado desintoxicado ¢é filtrado de
modo que a biomassa de A. niger €& separada do hidrolisado
desintoxicado. A agua de processo purificada € entdo recirculada em

processos adicionais quando da preparacao do hidrolisado de abeto e
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bagaco gasto. Como exemplo, uma parte da agua de processo
purificada é misturada com agua fresca e usada para diluir o acido
sulfurico usado no pré-tratamento do bagag¢o da cana-de-agucar,
conforme descrito no Exemplo 1, outra parte da agua de processo
purificada é misturada com agua fresca e usada para preparar a solugéo
de NaOH usada na hidrdlise do bagagco da cana-de-agucar conforme
descrito no Exemplo 1 ou usada na hidrélise em acido em duas etapas
quando da preparacao de hidrolisado de abeto, conforme descrito no
Exemplo 2, e ainda uma outra parte da agua de processo é misturada
com agua fresca e usada para preparar a solugdo nutriente usada no
hidrolisado de abeto ou bagaco gasto com S. Cerevisiae descrito no
Exemplo 1. Este processo € ilustrado esquematicamente na figura 1.

Exemplo 5. Recirculacdo da aqua de processo e enzimas de

sacarificacao produzidas apos a desintoxicacdo do hidrolisado gasto

usando Asperqillus niger

[00116] O hidrolisado gasto de bagaco e abeto é preparado conforme
descrito no Exemplo 1 e Exemplo 2. A desintoxicacdo é realizada
submetendo o hidrolisado gasto a uma cepa de A. niger recombinante
que expressa uma enzima de sacarificacao sob as condi¢cdes descritas
no Exemplo 1 e Exemplo 2. A agua de processo purificada é recirculada
em processos adicionais quando da preparacao do hidrolisado de
bagaco gasto e abeto conforme descrito no Exemplo 4. As enzimas de
sacarificagcao produzidas sdo concentradas e entdo armazenadas para
uso posterior, ou adicionadas em hidrolises adicionais de pré-
hidrolisados de bagaco. Como exemplo, as enzimas de sacarificacédo
produzidas sdo misturadas com as celulases e celobiases descritas no
Exemplo 1 acima, e adicionadas ao pré-hidrolisado de abeto ou bagaco.

Este processo é esquematicamente ilustrado na figura 2.
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REIVINDICAGOES

1. Método para preparacdo de um produto quimico-alvo
derivavel da biomassa lignoceluldésica envolvendo a desintoxicacdo do
hidrolisado gasto, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas
de:

(a) fornecer biomassa lignoceluldsica;

(b) submeter a biomassa lignocelulésica a pelo menos um
fluido aquoso de pré-tratamento de modo a fornecer biomassa
lignocelul6sica pré-tratada;

(c) submeter a biomassa lignocelulésica pré-tratada a pelo
menos um liquido aquoso hidrolisante, opcionalmente contendo
enzimas de sacarificacdo, sob condicdbes em que pelo menos parte da
biomassa lignoceluldsica pré-tratada € hidrolisada em um hidrolisado
celuldsico, tal hidrolisado celuldésico compreendendo acucares
fermentaveis e substancias inibidoras;

(d) submeter os agucares fermentaveis a fermentagdo em
um liquido aquoso, a fermentag¢ao usando pelo menos um biocatalisador
de fermentagdo sob condigdes em que pelo menos uma parte dos
acucares fermentaveis sdo fermentados em um produto quimico-alvo
primario;

(e) separar o produto quimico-alvo primario do hidrolisado
fermentado para fornecer um hidrolisado gasto compreendendo
substancias inibidoras;

(f) desintoxicar o hidrolisado gasto pela diminuicdo da
concentragao de pelo menos uma das substancias inibidoras usando
um biocatalisador de desintoxicagao selecionado do grupo que consiste
em fungos filamentosos recombinantes, mutantes ou do tipo selvagem,
de modo a fornecer um hidrolisado gasto desintoxicado;

(g) recircular pelo menos uma parte do hidrolisado gasto

desintoxicado, opcionalmente apds purificacdo adicional, como parte de
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um liquido aquoso fornecido em pelo menos uma das etapas (b), (c) e
(d).

2. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o biocatalisador de fermentacdo da etapa (d) é
levedura, e o produto quimico-alvo primario da etapa (d) é o etanol.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a biomassa lignoceluldsica da etapa (a)
€ selecionada dentre material de madeira, papel rejeitado, residuos de
agricultura, como o bagacgo e safras energéticas.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que o biocatalisador de desintoxicacao
produz enzimas durante a desintoxicagdo na etapa (f).

5. Método, de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo fato de que as enzimas sdo enzimas de sacarificacao.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado
pelo fato de que as enzimas de sacarificagado obtidas na etapa (f) séo
adicionadas ao liquido hidrolisante aquoso na etapa (c).

7. Sistema para producdo de pelo menos um produto
quimico-alvo derivavel de biomassa lignoceluldsica, caracterizado pelo
fato de que compreende:

(a) pelo menos um recipiente de pré-tratamento de biomassa
lignocelulésica para pré-tratamento de pelo menos uma parte da
biomassa lignoceluldsica fornecida para biomassa lignoceluldsica pré-
tratada, conectado a

(b) um recipiente de hidrdélise para hidrolisar pelo menos uma
parte da biomassa lignocelulésica pré-tratada para hidrolisado
celulésico, tal hidrolisado celuldésico compreendendo acgucares
fermentaveis e substancias inibidoras, ainda conectado a

(c) um recipiente de fermentagdo compreendendo um

biocatalisador de fermentacdo para fermentar pelo menos uma parte
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dos acgucares fermentaveis, fornecendo um hidrolisado fermentado que
compreende o produto quimico-alvo primario e substancias inibidoras,
ainda conectado a

(d) um primeiro meio de separacéao, para separar o produto
quimico-alvo primario do hidrolisado fermentado e para fornecer um
hidrolisado gasto, ainda conectado a

(e) um recipiente de desintoxicagdo, compreendendo um
biocatalisador de desintoxicagao selecionado do grupo que consiste em
um fungo filamentoso recombinante, mutante ou do tipo selvagem para
desintoxicar o hidrolisado gasto de pelo menos uma substancia inibidora
e para fornecer um hidrolisado gasto desintoxicado, ainda conectado a

(f) meios de recirculagdo para recircular pelo menos uma
parte do hidrolisado gasto desintoxicado para pelo menos um do pelo
menos um recipiente de pré-tratamento de (a), recipiente de hidrélise de
(b) e recipiente de fermentacéo de (c),

em que o recipiente de hidrolise e o recipiente de
fermentacdo podem ser o mesmo recipiente ou dois recipientes
diferentes.

8. Uso de um fungo filamentoso recombinante, mutante ou
do tipo selvagem, caracterizado pelo fato de ser para desintoxicar o
hidrolisado celulésico gasto.

9. Uso, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo
fato de que o fungo filamentoso é Aspergillus niger ou Hypocrea jecorina
recombinante, mutante ou do tipo selvagem para desintoxicar o
hidrolisado celuldsico gasto.

10. Uso, de acordo com a reivindicacao 8 ou 9, caracterizado
pelo fato de que a desintoxicagao envolve a remocao de pelo menos
uma substancia inibidora selecionada do grupo que consiste em

furanos, acidos alifaticos e compostos fendlicos.
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