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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para
"METODOS PARA EXTRAIR OLEOS TRIGLICERIDEOS A PARTIR
DE BIOMASSA DE MICROALGA".

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica o beneficio de acordo com 35 USC
119 (e) do Pedido Provisério US 61/169.271, depositado em 14 de
abril de 2009, e Pedido Provisério US 61/299.250, depositado em
28 de janeiro de 2010. Este Pedido é também uma continuagao em
parte do Pedido Internacional PCT/US2009/060692, depositado em
14 de outubro de 2009. Este Pedido é também uma continuagao em
parte dos Pedidos Internacionais PCT/US2009/066142 e
PCT/US2009/066141, ambos os quais depositados em 30 de
novembro de 2009. Cada um destes pedidos é incorporado neste

documento por referéncia em sua totalidade para todos os

propositos.
REFERENCIA A LISTAGEM DE SEQUENCIAS
[002] Este pedido inclui uma listagem de sequéncias, como

mostrado nas paginas 1 a 21 apensas.

CAMPO DA INVENGAO

[003] Esta invengao geralmente refere-se a produgao e extragao
de Oleo a partir de micro-organismos. Em particular, a invengao
fornece métodos para extragao, recuperagao, isolamento e obtengao
de Oleo a partir de um micro-organismo e composigdes que
compreendem o 6leo. A invengao refere-se, consequentemente, ao
campo da biologia, microbiologia, tecnologia de fermentagéo e
tecnologia de produgao de 6leo e combustivel.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

[004] Combustivel féssil € um termo geral para depdsitos
geoldgicos combustiveis de materiais organicos formados a partir de

animais e plantas que tenham sido convertidos em dleo bruto, carvao,
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gas natural, ou 6leos pesados por exposigao a calor e pressao na crosta
terrestre ao longo de centenas de milhGes de anos.

[005] Os combustiveis fésseis sao um recurso finito nao renovavel.
Com a modernizagdo global nos séculos 20 e 21, a demanda por
energia de combustiveis fésseis, especialmente gasolina derivada de
petréleo, esta crescendo e tem sido a causa de grandes conflitos
regionais e globais. Ademanda aumentada por energia também
aumentou o custo dos combustiveis de hidrocarbonetos. Além de
energia, muitas industrias, incluindo as industrias de produgao de
plasticos e quimicas, sdao dependentes da disponibilidade de
hidrocarbonetos como matéria-prima para a produgao. Alternativas para
as atuais fontes de abastecimento ajudariam a mitigar a pressao sobre
esses custos de matérias-primas.

[006] Lipidios para uso em biocombustiveis podem ser produzidos
em micro-organismos, tal como algas, fungos e bactérias. Tipicamente,
a fabricagdao de um lipidio em um micro-organismo envolve micro-
organismos em crescimento, como algas, fungos ou bactérias, que sao
capazes de produzir um lipidio desejado em um fermentador ou
biorreator, isolando a biomassa microbiana, secando-a e extraindo os
lipidios intracelulares, que sdo uma forma de 6leo. No entanto, esses
processos sdo geralmente considerados como ineficientes e caros,
particularmente quando se considera a escala na qual eles devem ser
conduzidos para produzir fontes significativas de combustivel. Um
problema significativo com estes processos é a extragao dos lipidios ou
Oleo a partir de um micro-organismo.

[007] Ha uma necessidade de um processo para extragao de 6leo
de micro-organismos que mitiga os problemas de baixa eficiéncia e alto
custo dos métodos atuais para a extragcao de lipidios de micro-
organismos. A presente invengao fornece esse processo.

SUMARIO DA INVENGAO
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[008] A presente invengdo fornece métodos para a extragao de
lipidios/6leo de biomassa microbiana. Em uma modalidade, a presente
invengao fornece um método para extrair 6leo de biomassa microbiana,
o dito método compreendendo as etapas de submeter a biomassa
microbiana seca com um teor de umidade de menos que 6% em peso e
que constitui pelo menos 20% de éleo em peso e calor condicionada a
uma temperatura na faixa de 71,1C a 148,9C (160F a 300F) a uma
pressao suficiente para extrair mais do que 5% de 6leo em peso da
biomassa de modo que 6leo extraido e biomassa gasta de conteudo de
6leo reduzido sejam produzidos. Em varias modalidades, mais do que
75% do 6leo em peso na biomassa microbiana seca sao extraidos da
biomassa na etapa de prensagem.

[009] Assim, este método compreende a secagem e, em seguida,
condicionamento da biomassa microbiana para produzir matéria-prima
condicionada que é, entdao, submetida a pressao. O condicionamento
altera as propriedades fisicas e/ou fisico-quimicas da biomassa, mas
nao causa a liberagao de mais do que 5% de 6leo na biomassa. A etapa
de condicionamento compreende o0 aquecimento da biomassa
microbiana seca a uma temperatura na faixa de 71,1°C a 148,9C
(160F a 300F), alterando assim seu conteudo de um idade. Em varias
modalidades, um "agente de volume" ou "auxiliar de prensagem" é
adicionado a biomassa microbiana ou a matéria-prima condicionada
antes da aplicagao de pressao durante a etapa de prensagem. Durante
a etapa de prensagem, a matéria-prima condicionada é submetida a
uma pressao suficiente para separar pelo menos 5% do d6leo na
biomassa ou matéria-prima condicionada de outros componentes. Estes
outros componentes estao contidos na "biomassa gasta", que pode
incluir o 6leo residual, mas em qualquer caso, tem reduzido teor de dleo
em relagdao a matéria-prima condicionada. Em uma modalidade, a

pressao € exercida por uma prensa expelidora.
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[0010] Em varias modalidades deste e de outros aspectos da
invengao, a biomassa €& preparada por fermentagdo de um micrébio
selecionado do grupo que consiste em microalgas, bactérias
oleaginosas, levedura oleaginosa e fungos. Em varias modalidades, a
microalga é uma espécie de um género selecionado de Chlorella,
Parachlorella, ou Prototheca, ou € uma das outras espécies na tabela 1,
abaixo. Em varias modalidades, a bactéria oleaginosa € uma espécie
do género Rhodococcus. Em varias modalidades, a levedura oleaginosa
€ Rhodotorula glutinis ou outra espécie listada na tabela 2, abaixo. Em
varias modalidades, o fungo € uma espécie listada na tabela 3, abaixo.
[0011] Em varias modalidades deste e de outros aspectos da
invengao, a biomassa é preparada por fermentagao de um micrébio que
contém acido graxo 18:1. Em varias modalidades, o microbio tem um
perfil de acidos graxos de menos do que 2% de C14:0; cerca de 13 a
16% de C16:0; cerca de 1 a 4% de C18:0; cerca de 64 a 71% de C18:1;
cerca de 10 a 15% de C18:2; cerca de 0,5 a 2% p/p de C18:3 e menos
do que 1% de comprimento de cadeia de carbono 20 ou mais longo. Em
varias modalidades, o micrébio tem um perfil de acidos graxos de cerca
de 1 a 2% de C14:0; cerca de 20% de C16:0; cerca de 4% de C18:0;
cerca de 64% de C18:1; e cerca de 7 a 8% de C18:2. Em algumas
modalidades, o micrébio tem um perfil de acidos graxos de cerca de
C14:0 (1,65); C16:0 (28,0); C18:0 (2,90); C18:1 (53,80); C18:2 (10,95)
e C18:3 alfa (0,80). Em outras modalidades, o micrébio tem um perfil de
acidos graxos de C14:0 (2,33); C15:0 (9,08); C16:0 (24,56); C16:1
(11,07); C17:0 (10,50); C18:0 (2,49); C18:1 (17,41); C18:2 (0,05). Ainda
em outras modalidades, o micrébio tem um perfil de acidos graxos de
C12 (menos do que 1%); C14:0 (2,18 a 3,36); C15:0 (0,12 a 0,25); C16:0
(29,94 a 33,26); C16:1 (0,49 a 0,76); C17:0; C18:0 (6,88 a 8,17); C18:1
(42,68 a 48,12); C18:2 (7,88 a 9,28) C18:3 alfa (0,84 a 1,33) e maior do

que C:20 (1,1 a 1,45). Em varias modalidades, o micrébio tem menos
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do que 0,5% de DHA. Nestas e em outras modalidades o micrébio é,
em alguns casos, uma microalga.

[0012] Em varias modalidades deste e de outros aspectos da
invengdo, a biomassa microbiana (seca ou hidratada) ou matérias-
primas condicionadas contém pelo menos 25% de éleo (lipidios) em
peso. Em varias modalidades, a biomassa microbiana seca ou matéria-
prima condicionada contém éleo pelo menos 25% de 6leo por peso seco
de célula. Em varias modalidades, a biomassa microbiana seca ou
matéria-prima condicionada contém pelo menos 40%, pelo menos 50%,
ou pelo menos 75% de 6leo por peso seco de célula. Em varias
modalidades, a biomassa microbiana seca ou matéria-prima
condicionada contém pelo menos 15% de carboidratos em peso seco
de célula.

[0013] Em varias modalidades deste e de outros aspectos da
invengao, a etapa de condicionamento envolve a aplicagao de calor e/ou
pressao a biomassa. Em varias modalidades, a etapa de
condicionamento compreende aquecimento da biomassa, a uma
temperatura na faixa de 71,1C a 148,9C (160F a 3 00F). Em varias
modalidades, o aquecimento é realizado usando um agitador empilhado
vertical. Em varias modalidades, a etapa de condicionamento
compreende tratar a biomassa seca com um expansor ou extrusor para
formar e/ou homogeneizar a biomassa. Em varias modalidades, a
biomassa seca ou matéria-prima condicionada tem um teor de umidade
de menos que 5% em peso. Em varias modalidades, a biomassa seca
ou matéria-prima condicionada tem um teor de umidade na faixa de
0,1% e 5% em peso. Em varias modalidades, a biomassa seca ou
matéria-prima condicionada tem um teor de umidade menor do que 4%
em peso. Em varias modalidades, a biomassa seca ou matéria-prima
condicionada tem um teor de umidade na faixa de 0,5% e 3,5% em peso.

Em varias modalidades, a biomassa seca ou matéria-prima
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condicionada tem um teor de umidade na faixa de 0,1% e 3% em peso.
[0014] Em varias modalidades deste e de outros aspectos da
invengao, um agente de volume é adicionado a biomassa microbiana,
que pode ser biomassa microbiana seca ou hidratada (ou seja, a
biomassa que nao tenha sido seca ou que contém umidade significativa,
ou seja, mais do que 6% em peso, incluindo a biomassa no caldo de
fermentacdo que ndo tenha sido submetida a qualquer processo para
remover ou separar a agua) ou matéria-prima condicionada antes da
etapa de prensagem. Em varias modalidades, o agente de volume tem
um tamanho médio de particula de menos de 1,5 mm. Em varias
modalidades, o agente de volume é selecionado do grupo que consiste
em celulose, forragem de milho, alecrim seco, casca de soja, biomassa
gasta (biomassa de teor de lipidios reduzido em relagéo a biomassa da
qual foi preparada), bagago de cana e paingo amarelo. Em varias
modalidades, o agente de volume é biomassa gasta que contém entre
50% e 80% em peso de polissacarideo e/ou menos do que 10% de éleo
em peso. Em varias modalidades, o polissacarideo na biomassa gasta
usado como um agente de volume contém 20 a 30 porcento em mole
de galactose, 55 a 65 porcento em mole de glicose e/ou § a 15 porcento
em mole de manose.

[0015] A invengao fornece varios métodos relativos a extragao de
6leo de biomassa microbiana que empregam os agentes de volume
descritos acima. Em um método, a biomassa microbiana hidratada
apropriada para extragao de Oleo é preparada pela adigao de um agente
de volume a biomassa e secagem da mistura obtida, assim, para um
teor de umidade de menos que 6%, em peso, formando uma mistura de
agente de volume/biomassa seca. Em outro método, o 6leo é extraido
da biomassa microbiana por cossecagem da biomassa microbiana
hidratada contendo pelo menos 20% de 6leo em peso e um agente de

volume para formar uma mistura de agente de volume/biomassa seca;
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reduzir o teor de umidade na mistura para menos de 4% em peso; e
prensar a mistura de teor de umidade reduzido para extrair o dleo da
mesma, formando, assim, a biomassa gasta de teor de lipidios reduzido.
Em outro método, os rendimentos aumentados de 6leo sao obtidos da
biomassa microbiana contendo pelo menos 20% de lipidios em peso e
por cossecagem da biomassa microbiana com um agente de volume,
porque a mistura cosseca ira, apos a prensagem, liberar mais 6leo do
que pode ser obtido da biomassa sob as mesmas condigbes, na
auséncia de um agente de volume. Em varias modalidades deste e de
outros métodos da invengao, a biomassa microbiana hidratada esta
contida no caldo de fermentagao que nao foi submetido a processos
para separar ou remover agua a partir da biomassa antes da adigao do
agente de volume a biomassa. Tipicamente, a mistura do agente de
volume e biomassa é condicionada por aquecimento a uma temperatura
na faixa de 71,1C a 148,9C (160F a 300F), imedi atamente antes da
etapa de prensagem.

[0016] Em varias modalidades dos diferentes aspectos da invengao,
a biomassa microbiana seca, a biomassa microbiana hidratada
misturada com um agente de volume, ou matérias-primas
condicionadas, opcionalmente compreendendo um agente de volume,
sao submetidas a pressao em uma etapa de prensagem para extrair
Oleo, produzindo Oleo separado da biomassa gasta. A etapa de
prensagem envolve submeter a pressao suficiente para extrair o 6leo da
matéria-prima condicionada. A lise celular ira ocorrer durante esta
etapa, se a biomassa ou matéria-prima nao tiver sido submetida a
condigdes que lisem algumas ou todas as células antes da etapa de
prensagem. Em varias modalidades dos diferentes aspectos da
invengao, a etapa de prensagem envolvera submeter a matéria-prima
condicionada a pelo menos 10.000 psi de pressao. Em varias

modalidades, a etapa de prensagem envolve a aplicagao de pressao
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por um primeiro periodo de tempo, uma redugao na pressao por um
segundo periodo de tempo e, entao, a aplicagao de uma pressao maior
do que durante o primeiro periodo de tempo por um terceiro periodo de
tempo. Este processo pode ser repetido uma ou mais vezes ("pressao
oscilante"). Em varias modalidades, mais do que 5 ciclos de pressao
oscilante sao aplicados. Em varias modalidades, um ou mais dos ciclos
subsequentes podem exercer uma pressao meédia que € maior do que
a pressao média exercida em um ou mais ciclos anteriores. Por
exemplo, e sem limitagao, a pressao meédia no ultimo ciclo pode ser pelo
menos 2 vezes maior do que a pressao média no primeiro ou qualquer
ciclo anterior. Em varias modalidades, o teor de umidade da matéria-
prima condicionada & controlado durante a etapa de prensagem. Em
varias modalidades, a umidade é controlada em uma faixa de 0,1% a
3% em peso.

[0017] Em varias modalidades, a etapa de prensagem é conduzida
com uma prensa expelidora. Em varias modalidades, a etapa de
prensagem € conduzida em um modo de fluxo continuo. Em varias
modalidades, a taxa de lubrificagao é de pelo menos 500 g/min. a néo
mais de 1000 g/min. Em varias modalidades de fluxo continuo, a prensa
expelidora &€ um dispositivo que compreende um eixo sem-fim
continuamente em rotagao dentro de uma gaiola com um alimentador
em uma extremidade e um estrangulamento na extremidade oposta,
contendo aberturas dentro da gaiola &€ usado. A matéria-prima
condicionada entra na gaiola através do alimentador e a rotagao do eixo
sem-fim empurra a matéria-prima ao longo da gaiola e aplica pressao a
matéria-prima disposta entre a gaiola e o estrangulador, a pressao
liberando 6leo através das aberturas da gaiola e extrusando a biomassa
gasta pela extremidade estranguladora da gaiola. Em varias
modalidades, a gaiola tem um comprimento interno que esta entre, pelo

menos, dez vezes a pelo menos vinte vezes o seu diametro interno. Em
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varias modalidades, a gaiola compreende uma pluralidade de barras
alongadas com pelo menos algumas das barras alongadas separadas
por um ou mais espagadores, as barras repousando em uma estrutura,
onde um ou mais espagadores entre as barras formam as aberturas, e
0 Oleo é liberado através das aberturas para um vaso de coleta
fluidamente acoplado com a gaiola. Em varias modalidades, os
espagadores entre as barras alongadas sao de diferentes espessuras
permitindo assim a variagao do espago entre cada barra alongada. Em
varias modalidades, tanto os espagadores quanto as folgas entre as
barras possuem 0,012 a 0,076 cm (0,005 a 0,030 polegadas) de
espessura.

[0018] Em varias modalidades, a pressao aumenta por um fator de
entre 10 e 20 a partir do final do alimentador até a extremidade
estranguladora da gaiola. Em varias modalidades, a pressao ao longo
da gaiola ndo aumenta em mais do que 100% da pressao na
extremidade alimentadora da gaiola por pé linear da gaiola entre as
extremidades alimentadora e estranguladora da gaiola. Em varias
modalidades, a energia consumida pelo dispositivo nao aumenta em
mais do que 10% quando totalmente carregado com matéria-prima
condicionada em relagdo ao mesmo vazio. Em varias modalidades, o
tempo de permanéncia de matéria-prima no tambor do dispositivo nao
€ mais do que 50 a 10 min. Em varias modalidades, a temperatura do
dispositivo expelidora ou a pressao exercida pelo dispositivo expelidora
ou ambas sao monitoradas e/ou controladas.

[0019] Em varias modalidades, a pressao € controlada pelo ajuste
da velocidade de rotagao de um eixo sem-fim. Em varias modalidades,
incluindo aquelas em que a pressao nao € controlada, uma prensa
(rosca) expelidora, compreendendo um eixo sem-fim e um tambor, pode
ser usada. Em varias modalidades, o tambor tem um comprimento e um

canal com um didmetro dimensionado para receber o eixo sem-fim, e
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onde o comprimento do tambor é de pelo menos 10 a 15 vezes maior
que o diametro do canal. Em varias modalidades, o tambor da prensa
tem uma entrada e uma saida e o diametro do eixo sem-fim aumenta da
entrada até a saida, e a prensagem compreende aumentar a pressao
da entrada até a saida do tambor; em varias modalidades, a pressao na
saida é de 12 a 16, ou mesmo até 20 vezes maior que a pressao na
entrada. Em varias modalidades, a prensa expelidora compreende um
eixo sem-fim e um tambor tendo um primeiro canal e um segundo canal,
ambos 0s canais concéntricos e dimensionados para receber 0 eixo
sem-fim, onde o primeiro canal tem um primeiro diametro e o segundo
canal tem um segundo diametro diferente do primeiro diametro. Em
varias modalidades, a matéria-prima condicionada permanece residente
no tambor da prensa expelidora por 5 a 10 minutos.

[0020] Em varias modalidades, a prensa expelidora compreende
um eixo sem-fim disposto em um tambor revestido com uma pluralidade
de barras alongadas separadas por um ou mais espagadores entre as
mesmas, os espagadores criando uma folga entre as barras alongadas.
Na dita prensa, a pressao pode ser controlada ajustando o espago,
alterando o tamanho ou numero de espacgadores entre as barras
alongadas, e/ou se a prensa tem um espago entre uma superficie
externa do eixo sem-fim e uma superficie interna das barras alongadas,
a pressao pode ser controlada substituindo pelo menos algumas das
barras alongadas com barras de tamanho diferente, de modo a alterar
0 espago. Em varias modalidades, a prensa compreende uma abertura
de saida e um estrangulador ajustavel acoplado a mesma, e a pressao
é controlada ajustando o estrangulador para aumentar ou diminuir a
pressao. Em varias modalidades, a prensa compreende um eixo sem-
fim disposto em um tambor e a pressdo é controlada ajustando um
intervalo entre uma superficie externa do eixo sem-fim e uma superficie

interior do tambor.
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[0021] ApoOs a etapa de prensagem, o método resulta na extragao
de 6leo e na produgao de biomassa gasta. Em varias modalidades, o
Oleo liberado contém particulas sélidas de biomassa ou matérias-primas
condicionadas, e 0 método inclui ainda separar o 6leo liberado das
particulas sodlidas. Opcionalmente, as particulas sdlidas separadas
podem ser submetidas a pressao para extrair qualquer 6leo restante das
mesmas. Em varias modalidades, o 6leo extraido contém nao mais de
8 ppm de cloreto, nao mais de 2 ppm de fésforo, nao mais que 26 ppm
de potassio, nao mais que 12 ppm de sddio e/ou ndo mais de 5 ppm de
enxofre. O 6leo produzido pelo processo € util em uma variedade de
aplicagoes, incluindo, entre outras, a produgao de combustiveis como
biodiesel e diesel renovaveis e a produgao de alimentos.

[0022] Em varias modalidades, o teor de 6leo na biomassa gasta do
teor reduzido de 6leo é de pelo menos 45 porcento menos do que o teor
de Oleo da biomassa microbiana antes da etapa de prensagem. Em
varias modalidades, a biomassa gasta do teor de dleo reduzido
remanescente apos a etapa de prensagem é peletizada ou extrusada
como uma torta. A biomassa gasta, que pode ser submetida a
processos adicionais, incluindo métodos adicionais de condicionamento
e prensagem ou outros métodos de extragao ou a base de solventes
para extrair o Oleo residual, é igualmente utii em uma variedade de
aplicagbes, incluindo, mas nao se limitando a, uso como alimento,
principalmente para animais, e como um agente de volume. Em varias
modalidades, o restante do Oleo é extraido da biomassa gasta de teor
de Oleo reduzido; em varias modalidades a extragao € realizada
submetendo a biomassa gasta a pressao ou extraindo o 6leo com um
solvente organico.

[0023] Em vista do exposto, a presente invengao é dirigida, em um
aspecto, a um meétodo para extragao de lipidios de biomassa

microbiana. Em uma modalidade, o método compreende submeter
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biomassa microbiana que constitui pelo menos 20% de lipidios em peso
e com um teor de umidade de menos que 6% em peso a pressao, pelo
qual as células da biomassa sao lisadas, liberando mais de 5% dos
lipidios e deixando a biomassa gasta de teor de lipidios reduzido, onde
os lipidios extraidos e a biomassa gasta sao separados um do outro.
[0024] Em alguns casos, a biomassa microbiana é submetida a uma
pressao menor por um primeiro periodo de tempo seguido por uma
maior pressao por um segundo periodo de tempo. Em alguns casos, a
biomassa microbiana é submetida a mais de 5 ciclos de pressao
oscilante e a pressao média exercida sobre a biomassa durante o curso
do ultimo ciclo é de pelo menos duas vezes maior do que a pressao
média exercida na biomassa durante o curso do primeiro ciclo. Em
alguns casos, a biomassa microbiana € submetida a pressao por um
método que compreende o fluxo continuo através de um dispositivo que
aplica pressdao. Em uma modalidade, o dispositivo € uma prensa
expelidora. Em alguns casos, a biomassa microbiana € submetida a
pelo menos 69 Mpa (10,000 PSI) de presséo.

[0025] Em algumas modalidades, a biomassa microbiana é
submetida a pressao por um método que compreende o fluxo continuo
através de um dispositivo que aplica pressao, onde o dispositivo € um
eixo sem-fim continuamente rotativo dentro de uma gaiola com um
alimentador em uma extremidade e um estrangulador na extremidade
oposta do mesmo, e tendo aberturas dentro da gaiola, onde a biomassa
entra na gaiola através do alimentador, e a rotagdo do eixo sem-fim
empurra a biomassa ao longo da gaiola e aplica pressao a biomassa
disposta entre a gaiola e estrangulador, a pressao lisa as células da
biomassa e libera o dleo através das aberturas da gaiola de modo que
a biomassa gasta de teor reduzido de 6leo é extrusada da extremidada
estranguladora da gaiola. Em alguns casos, a gaiola compreende uma

pluralidade de barras alongadas com pelo menos algumas das barras
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alongadas separadas por um ou mais espagadores, e as barras
repousando em uma estrutura, onde os ditos um ou mais espagadores
entre as barras formam as aberturas e os lipidios sao liberados através
das aberturas para um vaso de coleta fluildamente acoplado a gaiola.
Em alguns casos, os espagadores entre as barras alongadas sao de
diferentes espessuras permitindo assim a variagao do espago entre
cada barra alongada. Em algumas modalidades, ou os espagadores ou
as folgas entre as barras sdo de 0,012 a 0,076 cm (0,005 a 0,030
polegadas) de espessura. Em alguns casos, a pressdo aumenta por um
fator de entre 10 e 20 da extremidade alimentadora até a extremidade
estranguladora da gaiola. Em alguns casos, o tempo de permanéncia
da biomassa no tambor do dispositivo esta entre § a 10 minutos. Em
algumas modalidades, a gaiola tem um comprimento interno que esta
entre, pelo menos, dez vezes a pelo menos 20 vezes o0 seu diametro
interno. Em alguns casos, a energia consumida por um dispositivo nao
aumenta em mais do que 10% quando totalmente carregado com
biomassa microbiana em relagdo a mesma quando vazio. Em alguns
casos, a pressao ao longo da gaiola nao aumenta mais do que 100% da
pressao na extremidade alimentadora da gaiola por pé linear da gaiola
entre as extremidades alimentadora e estranguladora da gaiola.

[0026] Em algumas modalidades, o0 método inclui ainda peletizar a
biomassa gasta de teor reduzido em 6leo ou extrusar a biomassa gasta
de teor reduzido em 6leo como uma torta. Em algumas modalidades, o
método compreende ainda extrair lipidios da biomassa gasta de teor
reduzido em 6leo. Em alguns casos, o teor de lipidos na biomassa gasta
de teor reduzido em 6leo é de pelo menos 45 porcento menos do que o
teor de lipidios da biomassa microbiana antes de submeté-la a
prensagem. Em algumas modalidades, o método compreende ainda
extrair lipidios da biomassa gasta de teor de dleo reduzido com um

solvente organico. Em algumas modalidades, o método inclui ainda
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ajustar o teor de umidade da biomassa microbiana para entre 0,1 e 5%
antes de se submeter a biomassa microbiana a pressao.

[0027] Em alguns casos, 0 método compreende ajustar o teor de
umidade da biomassa microbiana para entre 0,5% e 3,5% em peso
antes de submeter a biomassa microbiana a prensagem. Em alguns
casos, o0 método compreende ajustar o teor de umidade da biomassa
microbiana para entre 1,0% e 2,0% em peso antes de submeter a
biomassa microbiana a prensagem. Em algumas modalidades, o ajuste
é feito pelo condicionamento da biomassa com o calor. Em alguns
casos, o condicionamento com o calor & realizado utilizando um
condicionador vertical empilhado.

[0028] Em algumas modalidades, o método compreende ainda
condicionar a biomassa para alterar suas propriedades fisicas ou fisico-
quimicas sem liberar mais do que 5% dos lipidios para facilitar a
liberagao dos lipidios em uma etapa subsequente onde a biomassa é
submetida a prensagem. Em alguns casos, a etapa de condicionamento
compreende o aquecimento da biomassa a 65,5 a 148,9C (150 a
300F). Em alguns casos, a etapa de condicionamento compreende
aquecer a biomassa em 93,3 a 132,2T (200 a 270F). Em alguns
casos, a etapa de condicionamento compreende o aquecimento da
biomassa a 98,9 a 126,6TC (210 a 260F). Em algumas modalidades, a
etapa de condicionamento compreende aquecimento da biomassa, por
um periodo de tempo entre 20 e 60 minutos. Em algumas modalidades,
a etapa de condicionamento compreende submeter a biomassa a uma
primeira pressao que nao libera mais do que 5% dos lipidios na
biomassa.

[0029] Em algumas modalidades, o método ainda compreende
tratar a biomassa com um expansor ou extrusor sem liberar mais do que
5% dos lipidios na biomassa antes da etapa de submeter a biomassa a

pressao suficiente para liberar mais do que 5% dos lipidios.
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[0030] Em algumas modalidades, o método inclui ainda a adigao de
um agente de volume a biomassa microbiana para facilitar a liberagéo
dos lipidios quando a biomassa microbiana é submetida a prensagem.
Em alguns casos, o agente de volume é selecionado do grupo que
consiste em paingo amarelo, casca de soja, alecrim seco, forragem de
milho, celulose, biomassa gasta de teor de lipidios reduzido e bagago
de cana. Em alguns casos, o0 agente de volume é biomassa microbiana
gasta de teor de lipidios reduzido que compreende entre 40% e 90% de
polissacarideos e menos de 10% de 6leo. Em alguns casos, o agente
de volume é biomassa microbiana gasta de teor de lipidios reduzido que
compreende entre 60% e 80% de polissacarideos e menos do que 10%
de 6leo. Em alguns casos, o agente de volume é biomassa microbiana
gasta da mesma cepa que a biomassa microbiana. Em algumas
modalidades, o polissacarideo é de 20 a 30 porcento em mol de
galactose, 55 a 65 % em mol de glicose, e 5 a 15 porcento em mol de
manose. Em alguns casos, a biomassa gasta de teor de lipidios
reduzido é de microalgas do género Chlorella, Parachlorella ou
Prototheca. Em algumas modalidades, o agente de volume tem um
tamanho médio de particula de menos de 1,5 mm. Em alguns casos, 0
agente de volume tem um tamanho médio de particula de entre 150 a
350 microns. Em alguns casos, o agente de volume é adicionado a
biomassa microbiana antes de uma etapa de desidratagao da biomassa
microbiana a um teor de umidade de menos que 6%.

[0031] Em algumas modalidades da presente invengao, a biomassa
microbiana é microalga. Em alguns casos, a microalga é selecionada a
partir das espécies listadas na tabela 1. Em alguns casos, a microalga
€ do género Chlorella, Parachlorella ou Prototheca. Em algumas
modalidades, a microalga tem uma sequéncia gendmica rRNA 23S com
pelo menos 75%, 85% ou 95% de identidade de nucleotideos em uma
ou mais das posigdes SEQ ID: 1-23 ou 26-34.
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[0032] Em algumas modalidades da presente invengao, a biomassa
microbiana é bactéria. Em alguns casos, a bactéria € do género
Rhodococcus.

[0033] Em algumas modalidades da presente invengao, a biomassa
microbiana é a levedura oleaginosa. Em alguns casos, a levedura
oleaginosa é selecionada das espécies listadas na tabela 2. Em alguns
casos, a levedura oleaginosa & Rhodotorula glutinis. Em algumas
modalidades, a levedura oleaginosa tem uma sequéncia gendmica
rRNA 18S e 26S com pelo menos 75%, 85%, ou 95% de identidade de
nucleotideos em uma ou mais das posi¢gdes SEQ ID: 37-76. Em algumas
modalidades, a biomassa microbiana € uma levedura oleaginosa do
género Torulaspora ou Yarrowia.

[0034] Em algumas modalidades da presente invengao, a biomassa
microbiana é fungo oleaginoso de nao levedura. Em alguns casos, 0
fungo oleaginoso de nao levedura é selecionado a partir das espécies
listadas na tabela 3.

[0035] Em algumas modalidades, a biomassa microbiana contém
pelo menos 45% de lipidios em peso de célula seca. Em alguns casos,
a biomassa microbiana tem pelo menos 15% de carboidratos em peso
seco. Em alguns casos, a biomassa microbiana € derivada de
microalgas tendo um perfil de acidos graxos: menos de 2% C14:0; cerca
de 13 a 16% C16:0; cerca de 1 a 4% C18:0; cerca de 64 a 71% C18:1;
cerca de 10 a 15% C18:2; cerca de 0,5 a 2% C18:3 e menos de 1% de
comprimento de cadeia de carbono 20 ou mais longo. Em alguns casos,
as microalgas tém um perfil lipidico de acidos graxos composto de pelo
menos 15% de acidos graxos C:16, pelo menos 50% de acidos graxos
C18:1, pelo menos 7% de acidos graxos C18:2 e menos de 3% de
acidos graxos C10:0 a C14:0. Em alguns casos, a microalga tem um
perfil de acidos graxos de: cerca de 1 a 2% C14:0; cerca de 16 a 26%
C16:0; cerca de 2 a 6% C18:0; cerca de 58 a 68% C18:1; cercade 7 a
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11% C18:2. Em algumas modalidades, a microalga tem um perfil
lipidico, compreendendo pelo menos 4% de C8-C14 e contém um gene
exégeno que codifica uma tioesterase com uma preferéncia por um ou
mais acidos graxos de comprimento de cadeia de 8, 10, 12 e 14 atomos
de carbono. Em alguns casos, a microalga tem um perfil lipidico
compreendendo entre 10 e 40% de C8-C14. Em alguns casos, a
biomassa microbiana tem um perfil lipidico 16:01 compreendendo pelo
menos 10%. Em algumas modalidades, a biomassa microbiana contém
pelo menos 30% de lipidios em peso. Em alguns casos, a biomassa
microbiana contém pelo menos 40% de lipidios em peso. Em alguns
casos, a biomassa microbiana contém pelo menos 50% de lipidios em
peso. Em alguns casos, a biomassa microbiana contém entre 60 a 70%
de lipidios em peso.

[0036] Em algumas modalidades, os lipidios extraidos tém menos
de 0,01 miligrama de clorofila por quilograma de lipidios. Em alguns
casos, os lipidios extraidos tém entre 0,2 e 0,3 micrograma de
carotendides por mililitro de lipidios.

[0037] Em algumas modalidades, a biomassa microbiana contém
um gene exégeno que codifica uma sacarose invertase.

[0038] Em algumas modalidades, a biomassa microbiana foi
submetida a uma etapa de secagem pneumatica antes da aplicagao de
pressao.

[0039] Em algumas modalidades, os |lipidios extraidos
compreendem um ou mais dos seguintes: nao mais de 8 ppm de cloreto,
nao mais do que 2 ppm de fésforo, nao mais do que 26 ppm de potassio,
nao mais que 12 ppm de sédio e nao mais de 5 ppm de enxofre.

[0040] Em outro aspecto, a presente invengao € dirigida a um
método de preparagao da biomassa microbiana hidratada para extragao
de 6leo. Em uma modalidade, o0 método compreende a adigao de um

agente de volume a biomassa, e secagem do agente de volume e da

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 21/158



18/144

biomassa em conjunto para um teor de umidade de menos que 6%,
constituindo assim uma mistura de agente de volume seco e biomassa.
Em algumas modalidades, a biomassa microbiana hidratada esta
contida em um caldo de fermentagdo que nao tenha sido submetida a
processos de separagao ou remogao de agua. Em alguns casos, o
agente de volume é selecionado do grupo que consiste em de paingo
amarelo, casca de soja, alecrim seco, forragem de milho, celulose,
biomassa gasta de teor de lipidios reduzido, e bagago de cana. Em
alguns casos, 0 agente de volume é biomassa gasta de teor de lipidios
reduzido que compreende entre 40% e 90% de polissacarideos e menos
do que 10% de éleo.

[0041] Em outro aspecto, a presente invengao € dirigida a um
método para extragao de lipidios a partir da biomassa microbiana. Em
uma modalidade, o método compreende (a) cossecagem da biomassa
microbiana hidratada constituinda de pelo menos 20% de lipidios em
peso e um agente de volume, formando assim, uma mistura de
biomassa e agente de volume seco, (b) condicionar a mistura de
biomassa e agente de volume seco de modo que o teor de umidade seja
inferior a 4% em peso, e (c) submeter a mistura de biomassa e agente
de volume seco condicionada a prensagem, pelo qual as células da
biomassa sao lisadas, liberando mais de 5% dos lipidios e deixando a
biomassa gasta de teor de lipidios reduzido. Em algumas modalidades,
a biomassa microbiana hidratada estda contida em um caldo de
fermentacdo que nao tenha sido submetido a processos de separagao
ou remogao de agua. Em alguns casos, o agente de volume é
selecionado do grupo que consiste em paingo amarelo, casca de soja,
alecrim seco, forragem de milho, celulose, biomassa gasta de teor de
lipidios reduzido e bagago de cana-de-agucar. Em alguns casos, o
agente de volume é biomassa gasta de teor de lipidios reduzido que

compreende entre 40% e 90% de polissacarideos e menos de 10% de
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Oleo.

[0042] Ainda em outro aspecto, a presente invengao é dirigida a um
método de aumentar o rendimento na extragao de lipidios a partir de
biomassa microbiana que constituem de menos 20% de lipidios em
peso. Em uma modalidade, o0 método compreende cossecagem de
biomassa microbiana a com um agente de volume, em que a quantidade
de dOleo extraido da biomassa microbiana co-seca e agente de volume
quando submetido a pressao é maior do que sem a adigao do agente
de volume. Em alguns casos, a biomassa microbiana é derivada de uma
cultura que era cultivada através de um processo selecionado do grupo
que consiste em um processo heterotréfico, um processo fotoautotrofico
e um processo mixotréfico.

[0043] Estes e outros aspectos e modalidades da invengao sao
descritos nos desenhos em anexo, uma breve descrigao dos quais
imediatamente se segue, e na descrigao detalhada da invengao abaixo
e sao exemplificados nos exemplos abaixo. Qualquer uma ou todas as
caracteristicas discutidas acima e em todo o pedido podem ser
combinadas em diversas modalidades da presente invengao.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

[0044] A figura 1a mostra biomassa de microalgas apds ter sido
removida a umidade através de secagem em tambor.

[0045] A figura 1b mostra biomassa de microalgas apds ser
condicionada usando uma "pré-prensa" a baixa pressao para formar
pingas.

[0046] A figura 2a mostra a torta prensada gasta da biomassa
microbiana que &€ de ma qualidade para a extragao por solvente
subsequente.

[0047] A figura 2b mostra a torta prensada da biomassa microbiana
que é de boa qualidade para a extragao por solvente subsequente.
DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 23/158



20/144

[0048] A presente invengao fornece métodos para a extragao de
lipidios a partir de micro-organismos. Esta descrigdao detalhada da
invengao é dividida em seg¢bes para a conveniéncia do leitor, a comegar
com a segao |, que fornece definicbes de varios termos usados na
descrigao da invengao. A secao |l descreve os métodos da invengao
para a extragao de 6leo de micro-organismos, para a preparagao da
biomassa microbiana para extracdo de Oleo, e para posterior
processamento de biomassa gasta. A Secgao Ill descreve os micro-
organismos uteis na geragao de biomassa microbiana contendo dleo e
os métodos para cultura deles para produzir 6leo. A Seg¢ao V fornece
exemplos ilustrativos de como praticar os métodos da invengao.

I. DEFINIGOES

[0049] A menos que definido de outra forma, todos os termos
técnicos e cientificos usados aqui tem o sentido comumente entendido
por especialistas na técnica a qual pertence esta invengao. As
referéncias a seguir fornecem a um especialista na técnica a qual
pertence esta invengao definigdes gerais de muitos dos termos usados
nesta revelagao: Singleton et al., Dictionary of Microbiology and
Molecular Biology (22 ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science
and Technology (Walker ed., 1988); Glossary of Genetics, 5° Ed., R.
Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); and Hale & Marham, The
Harper Collins Dictionary of Biology (1991).Conforme usado aqui, os
seguintes termos terao os significados a eles atribuidos, salvo indicagao
em contrario.

[0050] "Percentual de area" refere-se a area de picos observados
usando métodos de deteccao FAME GC/FID, nos quais cada acido
graxo na amostra & convertido em um éster metilico de acido graxo
(FAME) antes da detecgdao. Por exemplo, um pico separado é
observado para um acido graxo de 14 atomos de carbono sem

insaturagao (C14:0) em comparagao com qualquer outro acido graxo,
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como C14:1. A area do pico para cada classe de FAME é diretamente
proporcional a sua composig¢ao percentual na mistura e é calculado com
base na soma de todos os picos presentes na amostra (ou seja, [area
sob pico especificos/area total de todos os picos medidos] X 100).
Quando se referir a perfil lipidico de éleos e células da invengao, "pelo
menos 4% de C8 C14" significa que pelo menos 4% do total de acidos
graxos na célula ou na composigao glicerolipidica extraida tem um
comprimento de cadeia que inclui 8, 10, 12 ou 14 atomos de carbono.
[0051] "Axénico" refere-se a uma cultura de um organismo que
esteja livre de contaminagao por outros organismos Vvivos.

[0052] "Biomassa" refere-se ao material produzido pelo crescimento
e/ou propagacao de células. A biomassa pode conter células e/ou teores
intracelulares, bem como material extracelular. Material extracelular
inclui, entre outros, compostos secretados por uma célula.

[0053] "Biorreator" refere-se a um invélucro ou invélucro parcial em
que as células, por exemplo, micro-organismos, sao cultivadas,
opcionalmente, em suspensao.

[0054] "Agente de volume" e "auxiliar de prensagem" sao usados
alternadamente neste documento e referem-se ao material que é
apropriado para adicionar a matéria-prima (como a biomassa seca e/ou
condicionada) para aumentar o teor de fibras da matéria-prima. Agentes
de volume incluem, entre outros, paingo amarelo, casca de soja, a
biomassa gasta, e bagago de cana. Agentes de volume facilitam a
liberagao de lipidios (6leo) a partir da biomassa, talvez aumentando a
uniformidade com que a pressao possa ser aplicada as células
componente da biomassa. Em alguns casos, um auxiliar de prensagem
também pode atuar como um auxiliar de filtragao, clarificando ou
reduzindo a quantidade de pés que sao extraidos com o 6leo. Um
exemplo de auxiliar de prensagem que também atua como um auxiliar

de filtro é a celulose.
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[0055] "Material celuldsico" significa os produtos da digestdao de
celulose, incluindo a glicose, xilose, dissacarideos, oligossacarideos,
lignina e outras moléculas.

[0056] "Matéria-prima condicionada" é seca significa biomassa
microbiana portadora de éleo que tenha sido fisicamente alterada de
alguma forma apés a secagem, normalmente sem liberar mais do que
5% do total de 6leo a partir da biomassa e aquecida a uma temperatura
na faixa de 71,1C a 148,9T (160°F a 300°F). Confo rme usado neste
contexto, a substancia a qual "liberagao" e "liberado" referem-se é o
O6leo. Exemplos de condicionamento incluem colocar a biomassa
microbiana contendo 6leo seca através de um condicionador vertical
empilhado, um expansor, uma extrusora, ou um expelidora, e/ou
submeter a biomassa microbiana contendo 6leo e seca a descamagao,
rachaduras, moagem, esmagamento, aquecimento, vapor condicionado
térmico, de baixa pressao, alta pressao, e outros métodos para alterar
a natureza fisica da biomassa microbiana seca contendo 6leo para
maximizar a extracao de O6leo usando métodos de extragao nao-
quimicos ou sem solventes. As mudangas que ocorrem apds submeter
a biomassa microbiana contendo 6leo e seca ao condicionamento
incluem alteragdes na escala micron, como paredes celulares rompidas,
bem como mudangas em escala macro, como a conversao de flocos em
pelotas secas sem liberar 6leo em prensagem de baixa pressao.

[0057] "Refeigao deslipidica" e "biomassa microbiana deslipidica"
referem-se a biomassa microbiana apds o 6leo (inclusive lipidico) ter
sido extraido da mesma, seja através do uso de uma prensa expelidora
ou extragao por solvente, ou ambos.

[0058] "Dry back" refere-se ao processo de adigdao de torta
prensada (também denominado neste documento como biomassa
gasta) de volta para a extremidade alimentadora da prensa onde é

misturada com a biomassa nao prensada. Essencialmente, a torta
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prensada esta atuando como um agente de volume ou auxiliar de
prensagem para o material ndo prensado. O 6leo residual na torta
prensada pode ser ainda recuperado junto com o éleo da biomassa nao
prensada usando este processo.

[0059] "Peso seco de célula" refere-se o peso da biomassa
microbiana uma vez que toda ou substancialmente toda a agua
(umidade) foi removido da mesma.

[0060] "Biomassa microbiana seca" refere-se a biomassa
microbiana da qual a umidade livre ou umidade superficial foi removida,
geralmente de modo que a biomassa microbiana que contém menos de
10%, e geralmente menos de 6%, de umidade em peso. Em uma
modalidade, a biomassa microbiana seca é derivada de microalga. Em
uma modalidade, a biomassa microbiana seca é derivada a de
microalga que contém pelo menos, 20% de lipidios em peso de célula
seca apds a secagem.

[0061] "Expansora" refere-se a uma extrusora de baixo
cisalhamento que aquece, homogeneiza e/ou confere forma as
sementes oleaginosas e outros materiais contendo éleo em pingas ou
péletes porosos com uma densidade de volume elevada. Em uma
modalidade de um processo mediado pelo expansor, vapor é injetado
nas tortas/flocos oleaginosos ou material contendo éleo sob presséo, e
esta mistura é estrusada através de placas para a atmosfera. As pingas
se expandem quando liberadas para a atmosfera, gerando o nome
expansor. Historicamente, o expansor tem sido usado para preparar
pingas derivadas de sementes de planta/sementes oleaginosas para
extragao com solvente devido a densidade de volume mais alta das
pingas apds o tratamento com o expansor, 0 que permite mais area de
superficie e eficiéncia aumentada na extragao por solvente.

[0062] "Prensa expelidora" significa uma prensa de rosca ou

expelidora continua que é usada para extragdo mecanica das sementes
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oleaginosas, como, entre outras, sementes de soja e colza/canola.
Material cru contendo éleo (como sementes oleaginosas) é alimentado
a maquina em uma extremidade e o material é submetido a fricgéo e
alta pressao a partir da movimentagdao da rosca que movimento o
material ao longo do eixo. O 6leo é liberado e escoa através de
pequenas aberturas ao longo do eixo e os sélidos (com teor reduzido de
6leo) séo expelidos na extremidade do eixo como uma torta prensada.
Exemplos de expelidora/prensa de rosca incluem aquelas que sao
comercializadas por Anderson International Corp. (Cleveland, OH),
Alloco (Santa Fe, Argentina), De Smet Rosedowns (Humberside, UK),
The Dupps Co. (Germantown, Ohio), Grupo Tecnal (Sao Paulo, Brasil),
Insta Pro (Des Moines, lowa), Harburg Freudenberger (anteriormente
Krupp Extraktionstechnik) (Hamburg, Alemanha), French Oil Mill
Machinery Company (Piqua, OH), Maschinenfabrik Reinartz (Neuss,
Alemanha), Shann Consulting (New South Wales, Australia) and SKET
(Magdeburg, Alemanha).

[0063] "Fibra" significa os carboidratos complexos de plantas e
outras fontes contendo fibras como micro-organismos que nao podem
ser digeridas por humanos. Os carboidratos complexos encontrados na
fibra podem incluir celulose, hemicelulose e lignina, dextrinas, pectinas,
beta-glucanas e oligosacarideos.

[0064] "Fonte de carbono fixa" refere-se as moléculas contendo
carbono, tipicamente moléculas organicas, que estao presentes em
temperatura e pressao ambientes na forma sélida ou liquida durante a
fermentagao.

[0065] "Biomassa microbiana hidratada" significa biomassa
microbiana contendo pelo menos 10% de teor de umidade que esta em
um liquido. Em algumas modalidades, a biomassa microbiana hidratada
esta contida em um caldo de fermentagdo que nao foi submetido a

separagao ou processos de remogao de agua.
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[0066] "Hidrocarboneto" refere-se a: (a) uma molécula contendo
somente atomos de hidrogénio e carbono, onde os atomos de carbono
sao covalentemente ligados para formar uma estrutura linear,
ramificada, ciclica ou parcialmente ciclica a qual os atomos de
hidrogénio estdo ligados; ou (b) uma molécula que primariamente
contém atomos de hidrogénio e carbono que podem ser convertidos
para conter somente atomos de hidrogénio e carbono por uma a quatro
reagdes quimicas. Exemplos nao limitantes destes ultimos incluem
hidrocarbonetos contendo um atomo de oxigénio entre um atomo de
carbono e um atomo de hidrogénio para formar uma molécula de alcool,
bem como aldeidos contendo um atomo de oxigénio. Métodos para a
redugao de alcoois a hidrocarbonetos contendo somente atomos de
carbono e hidrogénio sao bem conhecidos. Outro exemplo de um
hidrocarboneto é um éster, no qual um grupo organico substitui um
atomo de hidrogénio (ou mais do que um) em um oxigénio acido. A
estrutura molecular dos compostos hidrocarbonetos varia desde a mais
simples, na forma de metano (CHs4), que é um constituinte de gas
natural, até o maior e mais complexo, como os asfaltenos encontrados
em Oleo cru, petrdleo e betumes. Os hidrocarbonetos podem estar na
forma gasosa, liquida ou sélida, ou qualquer combinagao destas formas,
e podem ter uma ou mais ligagoes duplas ou triplas entre atomos de
carbono adjacentes na estrutura. Consequentemente, o termo inclui
alcanos, alquenos, lipidios e parafina linear, ramificados, ciclicos ou
parcialmente ciclicos. Exemplos incluem propano, butano, pentano,
hexano, octano, esqualeno e carotenoides.

[0067] "Razao de carbono:hidrogénio" refere-se a razao de atomos
de hidrogénio para atomos de carbono em uma molécula ou em uma
base atomo-a-atomo. A razdo pode ainda ser usada para referir-se ao
numero de atomos de carbono e atomos de hidrogénio em uma

molécula de hidrocarboneto. Por exemplo, o hidrocarboneto com a
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razéo mais alta é o metano, CHs (4:1).

[0068] "Fragao hidrofébica" refere-se a uma porgao, ou fragao, de
um material que é mais soluvel em uma fase hidrofébica em
comparagdo a uma fase aquosa. Uma fracdo hidrofébica €
substancialmente insolavel em agua e geralmente nao polar.

[0069] A frase "rendimento lipidico aumentado" refere-se a um
aumento na produtividade de uma cultura microbiana ao, por exemplo,
aumentar o peso seco de células por litro de cultura, aumentando o
percentual de lipidios nas células e/ou o percentual das células que
constituem lipidio, e/ou aumentar a quantidade geral de lipidio por
volume de cultura por unidade de tempo.

[0070] A frase "concentragao limitante de um nutriente" refere-se a
concentragao de nutrientee em uma cultura que limita a propagagao de
um organismo cultivado. Uma "concentragao nao limitante de um
nutriente” € uma concentragdao que suporta a propagagao0 maxima
durante certo periodo de cultura. Assim, o numero de células produzidas
durante certo periodo de cultura é inferior na presenga de uma
concentragao limitante de um nutriente que quando o nutriente é nao
limitante. Um nutriente é dito como estando "em excesso" em uma
cultura, quando o nutriente esta presente em uma concentragao maior
do que aquela que suporta a propagagao maxima.

[0071] "Lipidio" refere-se a uma molécula lipofilica a partir de um
organismo bioldgico. As fungdes biolégicas de um lipidio incluem, entre
outras, armazenar energia, servir como um componente estrutural de
uma membrana celular, e atuar como uma molécula sinalizadora. As
moléculas de lipidios sdo soluveis em solventes ndo polares (como éter
e cloroférmio) e séo relativamente ou completamente insoluveis em
agua. Moléculas de lipidios tém estas propriedades, porque consistem
de cadeias relativamente longas de hidrocarboneto que sao

hidrofobicas por natureza. Exemplos de lipidios incluem acidos graxos
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(saturados e insaturados); glicerideos ou glicerolipidios (como
monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos, e gorduras naturais, e
fosfoglicerideos ou glicerofosfolipidios); nao glicerideos (esfingolipidios,
esterol lipidios, incluindo colesterol e horménios esteroides, lipidios
prenol, incluindo terpenoides, ceras e policetideos); e derivados de
lipidios complexos (lipidios ligados a agucares, ou glicolipideos, e
lipidios ligados a proteinas). Outros exemplos de lipidio incluem acidos
graxos livres; ésteres de acidos graxos; esterois; pigmentos (por
exemplo, carotenoides e oxicarotenoides), fitoesterois, ergotionina,
acido lipoico, antioxidantes incluindo beta-caroteno e tocoferol. Também
incluidos na classe de lipidios estao os acidos graxos poli-insaturados
como acido aracddnico, acido estearidonico, colesterol, desmesterol,
astaxantina, cantaxantina, e acidos graxos n-6 e n-3 altamente
insaturatados como acido eicosapentaenoico (EPA), acido
docosapentaenocico, e 4acido docosahexaenocico (DHA). Oleo
microbiano, como usado aqui, refere-se a lipidio.

[0072] A frase "composigao lipidio: solvente orgéanico" refere-se a
uma mistura de lipidio e solvente organico.

[0073] "Lisado" refere-se a membrana celular ou plasmatica
quebrada ou rompida e opcionalmente a parede celular de um
organismo biolégico ou célula, e liberagao de pelo menos algum
conteudo intracelular no ambiente extracelular. "Lise" refere-se a quebra
da membrana celular ou plasmatica e opcionalmente a parede celular
de um organismo bioldgico suficiente para liberar pelo menos algum
conteudo intracelular no ambiente extracelular, geralmente por
mecanismos mecanicos, virais, osmoéticos ou variagao de temperatura
que comprometem sua integridade. "Lisando" refere-se ao rompimento
da membrana celular ou plasmatica e opcionalmente a parede celular
de um organismo biolégico ou célula suficiente para liberar pelo menos

algum conteudo intracelular no ambiente extracelular.
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[0074] "Microalga" refere-se a um organismo microbiano que
contém um cloroplasto, e opcionalmente que é capaz de realizar
fotossintese. Microalga inclui fotoautétrofos obrigatérios, que nao
podem metabolizar uma fonte de carbono fixada como energia, bem
como heterétrofos, que podem viver unicamente de uma fonte de
carbono fixada. Microalga pode referir-se a organismos unicelulares que
se separam de células irmas rapidamente apds a divisao celular, como
Chlamydomonas, e a micrébios como as, por exemplo, Volvox, que é
um micrébio fotossintético simples multicelular de dois tipos de células
distintas. "Microalga" pode ainda referir-se a células como Chlorella e
Dunaliella. "Microalga" ainda inclui outros organismos microbianos
fotosintéticos que apresentam adesao célula-célula, como Agmenellum,
Anabaena, e Pyrobotrys. "Microalga" ainda inclui micro-organismos
heterotréficos obrigatérios que perderam a capacidade de realizar
fotossintese, como certas espécies de dinoflagelados e espécies do

género Prototheca.

[0075] "Biomassa microbiana" refere-se a biomassa derivada de um
micrébio.
[0076] "Micro-organismo" e "microbio" sao usados de forma

intercambiavel e referem-se a organismos microscépicos unicelulares.

[0077] "Oleo" refere-se a uma substancia hidrofébica, lipofilica, ndo
polar contendo carbono incluindo, entre outras, 6leo cru derivado
geologicamente, fragbes destiladas de O6leo cru derivado
geologicamente, hidrocarbonetos, oleo vegetal, 6leo algal, e lipidios
microbianos.

[0078] "Levedura oleaginosa" refere-se a uma levedura que pode
acumular mais do que 20% de seu peso seco celular como lipidio.
Levedura oleaginosa inclui organismos como Yarrowia lipolytica e
outras espécies de Dikarya sub-reino de fungos como Rhodosporidium

toruloides (Eukaryota; Fungi/Metazoa group; Fungi; Dikarya;
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Basidiomycota; Pucciniomycotina; Microbotryomycetes;
Sporidiobolales; Rhodosporidium); Rhodotorula glutinis (Eukaryota;
Fungi/Metazoa group; Fungi; Dikarya; Basidiomycota;
Pucciniomycotina; Microbotryomycetes; Sporidiobolales; mitosporic
Sporidiobolales; Rhodotorula); Lipomyces tetrasporus (Eukaryota;
grupo Fungi/Metazoa; Fungi; Dikarya;, Ascomycota;, Saccharomyceta;
Saccharomycotina; Saccharomycetes; Saccharomycetales;
Lipomycetaceae; Lipomyces); Cryptococcus curvatus (Eukaryota; grupo
Fungi/Metazoa; Fungi; Dikarya; Basidiomycota; Agaricomycotina;
Tremellomycetes; Tremellales; mitosporic Tremellales; Cryptococcus);
Trichosporon domesticum (Eukaryota; grupo Fungi/Metazoa; Fungi;
Dikarya; Basidiomycota; = Agaricomycotina; Tremellomycetes;
Tremellales; mitosporic Tremellales; Trichosporon); Yarrowia lipolytica
(Eukaryota; grupo Fungi/Metazoa; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Saccharomyceta; Saccharomycotina; Saccharomycetes;
Saccharomycetales; Dipodascaceae; Yarrowia); Sporobolomyces
alborubescens (Eukaryota; grupo Fungi/Metazoa; Fungi; Dikarya;
Basidiomycota; Pucciniomycotina; Microbotryomycetes;
Sporidiobolales;  mitosporic  Sporidiobolales;  Sporobolomyces);
Geotrichum vulgare (Eukaryota; grupo Fungi/Metazoa; Fungi; Dikarya;
Ascomycota; Saccharomyceta; Saccharomycotina; Saccharomycetes;
Saccharomycetales; Dipodascaceae; mitosporic Dipodascaceae;
Geotrichum): e  Torulaspora delbrueckii (Eukaryota;, grupo
Fungi/Metazoa; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomyceta;
Saccharomycotina; Saccharomycetes; Saccharomycetales;
Saccharomycetaceae; Torulaspora). Within Dikarya, a invengéao inclui o
uso de organismos de todos os subdominios de Dikarya (Ascomycota e
Basidiomycota) e sub-classificacbes taxondmicas dentro de
Ascomycota e Basidiomycota.

[0079] "Solvente organico" refere-se a um material contendo
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carbono que dissolve um soluto sélido, liquido ou gasoso resultando em
uma solugao.

[0080] "Fotobiorreator" refere-se a um recipiente, pelo menos parte
do qual é pelo menos parcialmente transparente ou parcialmente aberto,
permitindo assim que a luz passe, no qual, por exemplo, uma ou mais
células de microalga sao cultivadas. Fotobiorreatores podem ser
fechados, como no caso de bolsa de polietieno ou frasco de
Erlenmeyer, ou podem ser abertos para 0 ambiente, como no caso de
um reservatorio externo.

[0081] "Polissacarideo" (também chamado "glicano") refere-se a
um carboidrato feito de monosscarideos unidos por ligagdes
glicosidicas. A celulose € um exemplo de um polissacarideo que
constitui certas paredes celulares de plantas. A celulose pode ser
despolimerizada por enzimas para gerar monossacarideos como xilose
e glicose, bem como dissacarideos e oligossacarideos maiores. Outros
exemplos de polissacarideos incluem fibra, fibra alimentar solavel e
insoluvel, hemicelulose, e o carboidrato de paredes celulares
microbianas, como a contida na biomassa gasta.

[0082] "Enzima que degrada polissacarideo" refere-se a qualquer
enzima capaz de catalisar a hidrélise, ou despolimerizagao de qualquer
polissacarideo. Por exemplo, a celulose catalisa a hidrélise de celulose.
[0083] "Abertura", no contexto de um biorreator, refere-se a uma
abertura no biorreator que permite a entrada ou saida de materiais como
gases, liquidos e células. As portas sao geralmente conectadas a
tubulagdes a partir do fotobiorreator.

[0084] "Prensagem" refere-se a aplicagao de pressao suficiente
para forgar o 6leo intracelular da Biomassa microbiana, que pode ainda
ser referenciado neste documento como uma "etapa de prensagem." A
prensagem pode ser suficiente para lisar todas ou substancialmente

todas as células na Biomassa microbiana.

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 34/158



31/144

[0085] "Biomassa gasta", "biomassa gasta microbiana" e "torta
prensada" todos se referem a Biomassa microbiana que tem tenha sido
feita na matéria-prima condicionada e em seguida foi submetida a alta
pressao de modo que resulte em um material com menor teor de lipidios
em uma base p/p do que a matéria-prima condicionada da qual é
derivada. A alta pressao pode ser conseguida usando a pressao de
compressao, como a fornecida por maquinas como uma prensa
expelidora, um rosca expelidora de 6leo, e uma prensa mecéanica, bem
como por pressao hidraulica direta e outros processos de modo que o
Oleo seja espremido da matéria-prima condicionada. Em uma
modalidade, a biomassa gasta microbiana & preparada passando a
Biomassa microbiana contendo 6leo por uma prensa de sementes
oleaginosas. Em uma modalidade, a biomassa gasta microbiana é
biomassa de microalga que tem menos do que 30% de 6leo por peso
seco de células.

[0086] "Apropriada para alimentagdo animal" significa uma
substancia ou material que pode ser consumido sem efeitos deletérios
por um animal, tipicamente um mamifero ndo humano de interesse da
agricultura ou veterinario, incluindo, entre outros, cavalos, gado, porcos,
galinhas, caes e gatos; em modalidades preferenciais, um material
apropriado para alimentagao animal fornece nutrigado ao animal.

. METODOS PARA EXTRAGAO DE OLEO DE MICRO-
ORGANISMOS

[0087] Em um aspecto, a presente invengao fornece métodos para
extragao, recuperagao, isolamento ou de outra forma, obtengao de dleos
(lipidios) a partir de micro-organismos. Os métodos da presente
invengao sao aplicaveis a extragao de uma variedade de lipidios a partir
de uma variedade de micro-organismos. Nos métodos da presente
invengdo, 0 micro-organismo que produzi lipidio (por exemplo, uma

microalga) é primeiro cultivado sob condi¢gées que permitem a produgao

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 35/158



32/144

de lipidio para gerar a biomassa microbiana contendo 6leo. A biomassa
contendo Oleo €, em seguida, dependendo do método empregado,
opcionalmente misturada com um agente de volume e secada e
condicionada para preparara uma matéria-prima seca e condicionada
que é entao prensada para extrair o 6leo. Para a conveniéncia do leitor,
esta discussao é dividida em subsegdes.

[0088] A subsecao descreve a biomassa microbiana apropriada
para extracao de 6leo de acordo com os métodos da invengao. A
subsegao B descreve métodos para remover agua da biomassa,
incluinda desidratagdo e secagem. A subsegao C descreve métodos
para condicionar a biomassa. A subsegao D descreve agentes de
volume (auxiliares de prensagem) e seus usos com Biomassa
microbiana seca, Biomassa microbiana hidratada, e matéria-prima
condicionada. A subseg¢ao E descreve varios métodos para submeter
uma matéria-prima condicionada a pressao para extrair 6leo (a etapa de
prensagem). A subsegao F descreve o 6leo produzido pela etapa de
prensagem e métodos para seu uso e ainda a purificagdo. A subsegao
G descreve a biomassa gasta de teor reduzido de 6leo produzida pela
etapa de prensagem e métodos para seu uso.

A. Biomassa Apropriada

[0089] Embora a biomassa de uma ampla variedade de micrébios,
incluindo microalga, bactéria oleaginosa, levedura oleaginosa e fungos
(vide Segao Ill, abaixo), possa ser empregada nos meétodos da
invengao, a Biomassa microbiana apropriada para uso nos métodos
descritos neste documento tipicamente compreende pelo menos 20%
de dleo por peso seco de célula. Em algumas modalidades, a biomassa
compreende 6leo em uma faixa de pelo menos 25% a pelo menos 60%
ou mais de 6leo em peso seco de células. Em algumas modalidades, a
biomassa contém de 15 a 90% de 6leo, de 25 a 85% de dleo, de 40 a

80% de 6leo, ou de 50 a 75% de 6éleo em peso seco de células. Em
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varias modalidades da invengdo, a Biomassa microbiana (seca ou
hidratada) ou matéria-prima condicionada contém pelo menos 25% de
6leo em peso. Em varias modalidades, a Biomassa microbiana seca ou
matéria-prima condicionada contém pelo menos 25% de lipidios em
peso ou em peso seco de células. Em varias modalidades, a Biomassa
microbiana seca ou matéria-prima condicionada contém pelo menos
40%, pelo menos 50%, ou pelo menos 75% de lipidios em peso ou em
peso seco de células. Em varias modalidades, a Biomassa microbiana
seca ou matéria-prima condicionada contém pelo menos 15%
carboidrato em peso ou em peso seco de células.

[0090] O éleo da biomassa descrito neste documento, ou extraido
da biomassa para uso nos métodos e composigoes da presente
invengao pode compreender glicerolipideos com um ou mais distintas
cadeias laterais de ésteres de acido graxo. Glicerolipideos sao
compreendidos de uma molécula de glicerol esterificada com uma, duas
ou trés moléculas de acido graxo, que podem ser de comprimentos
variantes e terem graus variantes de saturagao. As caracteristicas de
comprimento e saturagdo das moléculas de acido graxo (e assim do
6leo) podem ser manipuladas para modificar as propriedades ou
proporgoes das moléculas de acido graxo no 6leo da presente invengao
através das condigoes de cultura ou através da via de engenharia do
lipidio, como descrito aqui (vide ainda Pedido de Patente PCT Nos.
US09/066141 e US09/066142, incorporados neste documento como
referéncia). Assim, misturas especificas de O6leo algal podem ser
preparadas seja dentro de espécies simples de microalga (ou outro
micrébio), ou pela mistura de biomassa ou 6leo algal de duas ou mais
espécies de microalga (ou outro(s) micrébio(s)).

[0091] A composigao do Oleo, ou seja, as propriedades e
proporgoes dos acidos graxos constituintes dos glicerolipideos pode

ainda ser manipuladas pela combinagao de biomassa ou 6leo de pelo
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menos dois géneros ou espécies distintas de micrébios, ou seja,
microalga. Em algumas modalidades, pelo menos duas das espécies ou
géneros distintos de micrébios, ou seja, microalga tém diferentes perfis
de glicerolipideo. As espécies distintas (ou género) de micrébios podem
ser cultivadas juntas ou separadamente conforme descrito aqui (para
microalga, tipicamente em condigdes heterotroficas), para gerar os
respectivos 6leos. As espécies diferentes de microbios podem conter
diferentes percentuais de acidos graxos distintos nos glicerolipideos da
célula.

[0092] Em varias modalidades, o 6leo microbiano € primariamente
compreendido de 6leo monoinsaturado. Em alguns casos, o 6leo é pelo
menos 50% 6leo monoinsaturado em peso ou volume. Em varias
modalidades, o éleo é pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos
70%, ou pelo menos 80% ou mais more 6leo monoinsaturado em peso
ou em volume. Em algumas modalidades, o 6leo compreende pelo
menos 10%, pelo menos 20%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, ou
pelo menos 50% ou mais acido oleico esterificado acido alfa-linolenico
em peso ou em volume. Em varias modalidades, o 6leo compreende
menos do que 10%, menos do que 5%, ou menos do que 1% em peso
ou em volume, ou é substancialmente isento de acido docosahexandico
esterificado (DHA).

[0093] Em varias modalidades deste e de outros aspectos da
invengao, a biomassa é preparada por fermentagao de um micrébio que
contém acido graxo 18:1. Em varias modalidades, o microbio tem um
perfil de acido graxo de menos do que 1% C14:0; cerca de 10 a 11%
C16:0; cerca de 3 a 4% C18:0; cercade 70 a 71% C18:1; cercade 14 a
15% C18:2; cerca de 1 a 2% C18:3; e menos do que 1% C20:0. Em
varias modalidades, o microbio tem um perfil de acido graxo profile de
cerca de 1 a 2% C14:0; cerca de 20% C16:0; cerca de 4% C18:0; cerca
de 64% C18:1; e cerca de 7 a 8% C18:2. Em varias modalidades, o
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micrébio tem no maximo 0,5% de DHA. Nestas e em outras
modalidades, o micrébio &, em alguns casos, a microalga.

[0094] Assim, uma ampla variedade de biomassa microbiana é
apropriada para uso nos métodos da invengao. De acordo com estes
métodos, a biomassa contendo 6leo é tipicamente desidratada, seca,
condicionada, e em seguida pressionada a extrair o 6leo.

B. Desidratacdao e Secagem da Biomassa microbiana

[0095] As varias modalidades dos métodos da invengao envolvem
uma ou mais etapas de remogao de agua (ou outros liquidos) da
biomassa microbiana. Estas etapas de remogao de agua podem incluir
as distintas etapas referenciadas neste documento coma desidratagao
e secagem.

[0096] Desidratar, como usado aqui, refere-se a separagao do
micrébio contendo 6leo a partir do caldo de fermentagao (liquidos) no
qual este foi cultivado. Desidratar, se realizado, deve ser realizado por
um método que nao resulta em, ou resulta somente em perda minima
no teor de d6leo da biomassa. Consequentemente, o cuidado é
geralmente tomado para evitar a lise da célula durante qualquer etapa
de desagua. Desidratar € uma separagao solida-liquida e envolve a
remogao de liquidos do material sdlido. Processos comuns para
desagua incluem centrifugagao, filtragdo e/ou o uso de pressao
mecanica.

[0097] A centrifugagéo é um processo que envolve o uso de forga
centrifuga para a separagao de misturas. Os componentes mais densos
da mistura migram para fora do eixo da centrifuga, enquanto os
componentes menos densos da mistura migram na diregao do eixo.
Aumentando a forga gravitacional efetiva (isto é, aumentando a
velocidade de centrifugagéo), mais material denso, geralmente sélidos,
se separam do material menos denso, geralmente liquidos, de acordo

com a densidade.
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[0098] Biomassa microbiana util nos métodos da presente invengao
pode ser desidratada a partir caldo de fermentacido pelo uso de
centrifugagao, para formar uma pasta concentrada. Apds a
centrifugagao, ha ainda uma quantidade substancial de superficie ou
umidade livre na Biomassa microbiana (por exemplo, acima de 70%) e
assim, centrifugagdao néo é considerada como, para fins da presente
invengdo, uma etapa de secagem. Opcionalmente, apds a
centrifugagao, a biomassa pode ser lavada com uma solugdao de
lavagem (por exemplo, agua deionizada) para remover o caldo de
fermentacgao e debris.

[0099] Em algumas modalidades, desidratar envolve o uso de
fitragdo. Um exemplo de filtragdo que é apropriado para a presente
invengao é a filtragao de fluxo tangencial (TFF), também conhecida
como filtragao de fluxo cruzado. A filtragao de fluxo tangencial é uma
técnica de separagao que usa os sistemas de membrana e forga de
fluxo para purificar sélidos de liquidos. Para um método de filtragao
preferencial vide Geresh, Carb. Polym. §0; 183-189 (2002), que discute
o uso de tecnologias MaxCell A/G filtro de fibra de 0,45 uM de orificio.
Vide ainda, por exemplo, dispositivos Millipore Pellicon®, usados com
membranas de 100kD, 300kD, 1000 kD (numero de catalogo
P2C01MCO01), 0,7uM (numero de catalogo P2VVPPV01), 0,22uM
(numero de catalogo P2GVPPVO01), e 0,45uM (numero de catalogo
P2HVMPVO01). O retido ndo deve passar pelo filtro em um nivel
significativo. O retido também nao deve aderir de forma significativa ao
material do filtro. A TFF pode ainda ser realizada usando sistemas de
filtragdo em orificios de fibras.

[00100] Exemplos nao limitantes de filtragdo de fluxo tangencial
incluem aqueles que envolvem o uso de um filtro com um tamanho de
poro de pelo menos cerca de 0,1 micrdmetro, pelo menos cerca de 0,12

micrometro, pelo menos cerca de 0,14 micrometro, pelo menos cerca
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de 0,16 micrometro, pelo menos cerca de 0,18 micrémetro, pelo menos
cerca de 0,2 micrébmetro, pelo menos cerca de 0,22 micrébmetro, pelo
menos cerca de 0,45 micrdmetro, ou pelo menos cerca de 0,65
micrometro. Tamanhos de poro preferenciais de TFF permitem que
solutos e debris no caldo de fermentagdo fluam, mas nao células
microbianas.

[00101] Em outras modalidades, desidratar envolve o uso de um
mecanismo de pressao diretamente aplicada a biomassa para separar
o caldo de fermentagao liquido da Biomassa microbiana. A quantidade
de pressao mecanica aplicada faz com que um percentual significativo
de células microbianas rompa, se isto pudesse resultar na perda de
6leo, mas deveria, por outro lado, ser suficiente para desidratar a
biomassa ao nivel desejado para o processamento subsequente.
[00102] Um exemplo nao limitante de uso de pressao mecéanica para
desidratar Biomassa microbiana emprega o filtro prensa de esteira. Um
filtro prensa de esteira € um dispositivo de desidratagao que aplica
pressdo mecanica a uma mistura (por exemplo, Biomassa microbiana
que é diretamente do fermentador ou biorreator) que é passada entre
as duas esteiras tensionadas por uma serpentina de rolos de diametros
decrescentes. O filtro prensa de esteira pode realmente ser dividido em
trés zonas: zona de gravidade, onde a agual/liquido de drenagem livre é
drenada por uma esteira porosa, onde os sélidos sao preparados para
aplicagao de pressao; e uma zona de pressao, onde a pressao ajustavel
€ aplicada aos solidos drenados por gravidade.

[00103] Uma ou mais das técnicas de desidratagao podem ser
usadas isoladas ou em combinagado para desidratar a biomassa
microbiana para uso na presente invengao. A presente invengao resulta
em parte da verificagdo de que o teor de umidade da biomassa
microbiana (matéria-prima condicionada) afeta dramaticamente o

rendimento do 6leo obtido na etapa de prensagem, e o teor de umidade
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6timo, abaixo de 6% e preferencialmente abaixo de 2%, € um pouco
diferente dos niveis de teor de umidade 6timos para prensar o 6leo de
muitas sementes oleaginosas. Embora o nivel 6timo de umidade possa
variar dependendo do tipo de semente contendo 6leo, e possa ainda
variar dependendo do tipo de Biomassa microbiana, o nivel 6timo de
umidade para prensagem de Biomassa microbiana € menos do que
para sementes de Oleos. Por exemplo, o teor de umidade 6timo para
prensagem de gergelim e linhaga é cerca de 4% (Willems et al., J. Food
Engineering 89:1, pp.8-16, 2008). O teor 6timo de umidade para
prensagem de sementes de crambe é entre 9,2 e 3,6% (Singh et al.,
JAOCS 79:2, pp.165-170, 2006). O teor 6timo de umidade para
prensagem de sementes de canola é cerca de 5% (Vadke et al., JAOCS
65:7, pp.1169-1176, 1988). O teor 6timo de umidade para prensagem
de coco é cerca de 11% (Mpagalile et al., Int. J. Food Sciences and
Nutrition, 56:2, pp.125 — 132, 2005). Outros teores 6timos de umidades
sao 7% para colza, 6% para camelina, 8,5% para girassol, 11% para
cartamo e 12% para soja (Alam, M.S. November 2007. Basics of Fats
and Oils Chemistry: Fators Affecting Crude Oil Quality. Presented to the
Vegetable Oils Extraction Short Course, Texas A&M Food Protein R&D
Center, College Station, Texas).

[00104] Em contraste, o teor 6timo de umidade para prensagem de
biomassa microbiana é menos do que 6% em peso, e mais
preferencialmente menos do que 3%. Por exemplo, o teor 6timo de
umidade pode ser 0,5 a 2% em peso. Em varias modalidades,
particularmente aquelas referentes a extragao de dleo de biomassa de
microalga, o teor 6timo de umidade esta na faixa de 0,5% a 2% do peso
total da biomassa microbiana. Em uma modalidade, o teor de umidade
esta na faixa de 0,7% a 1,2% do peso total da biomassa microbiana. Em
uma modalidade, o teor de umidade esta na faixa de 1,0% a 2,0% do

peso total da biomassa microbiana. O nivel 6timo de umidade pode
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depender de varios fatores, incluindo entre outros o percentual de
lipidios (6leo) conforme medido em peso seco de células (DCW) ou a
quantidade de fibra e hemicelulose na biomassa. Em algumas
modalidades dos métodos da invengao, como, por exemplo, aquelas
nas quais um agente de volume é empregado (vide subsegdo D), a
desidratagcao isolada fornece um teor de umidade apropriado da
biomassa microbiana que é entdo condicionada antes da etapa de
prensagem. Em outros métodos e modalidades da invengao, a
biomassa desidratada é submetida a uma etapa de secagem e em
seguida condicionada antes da etapa de prensagem (na qual o éleo é
extraido da biomassa).

[00105] Secagem, como referido neste documento, refere-se a
remogao de alguma ou toda a umidade livre ou umidade de superficie
da biomassa microbiana. Como a desidratagao, o processo de secagem
nao resulta em perda significativa de 6leo da biomassa microbiana.
Assim, a etapa de secagem deveria tipicamente nao causar lise de um
numero significativo das células microbianas, porque em muitos casos,
os lipidios estdao localizados nos compartimentos intracelulares da
biomassa microbiana. Varios métodos de secagem de Biomassa
microbiana conhecidos no estado da técnica para outros fins sao
apropriados para uso nos métodos da presente invengao. A Biomassa
microbiana apdés remog¢ao da umidade livre ou de superficie é
referenciada aqui como Biomassa microbiana seca. Se nenhuma outra
remogao de umidade ocorre no condicionamento ou ocorre redugao de
umidade através da adigao de um agente de volume seco antes da
etapa de prensagem, em seguida a Biomassa microbiana seca nao
deve conter menos do que 6% de umidade em peso.

[00106] Em varias modalidades, a biomassa microbiana seca tem um
teor de umidade na faixa de 0,1% a 5% em peso. Em varias

modalidades, a biomassa microbiana seca tem um teor de umidade de
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menos do que 4% em peso. Em varias modalidades, a biomassa
microbiana seca tem um teor de umidade na faixa de 0,5% a 3,5% em
peso. Em varias modalidades, a biomassa microbiana seca tem um teor
de umidade na faixa de 0,1% a 3% em peso. Exemplos nao limitantes
de métodos de secagem apropriados para uso na preparagao de
biomassa microbiana seca de acordo com os métodos da invengao
incluem liofilizagdo e uso de secadores como um secador de tambor,
secador pulverizado e um secador em bandeja, cada um dos quais esta
descrito abaixo.

[00107] A liofilizagdo, também conhecida como secagem em
congelamento ou criodessecagao, € um processo de desidratagao que
é tipicamente usado para um material perecivel. O processo de
liofilizagao envolve o congelamento do material e em seguida redugao
da pressao e adigao de calor suficiente para permitir que a agua
congelada no material sublime da fase sélida para gas. No caso de
liofilizagdo da biomassa microbiana, como biomassa derivada de
microalga, a parede celular da microalga atua como um crioprotetor que
previne a degradagao dos lipidios intracelulares durante o processo de
liofilizagao.

[00108] Os secadores de tambor sdo um dos métodos mais
econdmicos para secagem de grandes quantidades de biomassa
microbiana. Os secadores de tambor, ou secadores cilindricos, consiste
em dois grandes cilindros de ago inoxidavel que giram na diregao um do
outro e sao aquecidos a partir de dentro por vapor. Em algumas
modalidades, a biomassa microbiana é aplicada a parte externa dos
grandes cilindros em finas camadas. Através do aquecimento a partir do
vapor, a biomassa microbiana é entao seca, tipicamente in menos do
que uma revolugao dos grandes cilindros, e a biomassa microbiana seca
resultante é raspada por fora dos cilindros por uma lamina de ago. A

biomassa microbiana seca resultante tem uma consisténcia escamosa.
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Em varias modalidades, a biomassa microbiana € primeiro desidratada
e, em seguida, seca por um secador de tambor. Uma descrigao mais
detalhada de um secador de tambor pode ser encontrada na Patente
US 56.729.910, que divulga um tambor de secagem rotador.

[00109] A secagem por pulverizagao € um método comumente usado
de secagem de um alimento liquido usando um gas quente. Uma
secagem por pulverizagao toma uma corrente liquida (por exemplo,
contendo a biomassa microbiana) e separa o soluto como um sélido e 0
liquido em um vapor. A entrada de corrente liquida é pulverizada por um
bico em uma corrente de vapor quente e vaporizada. As formas sélidas
como umidade rapidamente deixam as goticulas. O bico do secador por
pulverizagdo é ajustavel, e tipicamente é ajustado para tornar as
goticulas o menor possivel para maximizar a transferéncia de calor e a
velocidade de vaporizagao da agua. Os sélidos secos resultantes pode
ter uma consisténcia fina e poeirenta, dependendo do tamanho do bico
usado. Em outras modalidades, os secadores por pulverizagao podem
usar um processo de liofilizagdo ao invés de aquecimento em corrente
para secar o material.

[00110] Os secadores em bandeja sdo tipicamente usados para
trabalho de laboratério e operagdes de secagem piloto de pequena
escala. Secadores em bandejas trabalham com base no aquecimento e
evaporagao por convengdo. O caldo de fermentagido contendo a
biomassa microbiana pode ser seco efetivamente a partir de uma ampla
variedade de concentragdes celulares e uma ventilagao para remover a
agua evaporada.

[00111] Secadores instantdneos sao tipicamente usados para
secagem de sdlidos que foram desidratados ou inerentemente tém um
baixo teor de umidade. Também conhecidos como "secadores
pneumaticos", estes secadores tipicamente dispersam o material imido

em uma corrente de ar aquecido (ou gas) que o transmite por um duto
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de secagem. O calor da corrente de ar (ou corrente de gas) seca o
material e este é transmitido pelo duto de secagem. O produto seco é
entao separado usando ciclones e/ou filtros em bolsa. As temperaturas
elevadas de secagem podem ser usadas com muitos produtos, porque
a vaporizagaoda umidade de superficie instantaneamente resfria o
gas/ar de secagem sem aumentar de forma apreciavel a temperatura
do produto. Descrigbes mais detalhadas de secadores instantaneos e
secadores pneumaticos podem ser encontradas na Patente US
4.214.375, que descreve um secador instantaneio e nas Patentes US
3.789.513 e 4.101,264, que descreve um secador pneumatico.

[00112] Independente do método selecionado para uma etapa de
secagem, o objetivo da etapa de secagem é reduzir o teor de umidade
na biomassa microbiana. Se a umidade néo é removida da Biomassa
microbiana seca durante a etapa de condicionamento ou reduzida pela
adigao de um agente de volume seco, entao o teor de umidade deveria
ser menos do que 6% em peso. Tipicamente, a Biomassa microbiana
seca (matéria-prima condicionada) apropriada para prensagem tem um
teor de umidade de cerca de 0,1% a 6% em peso, incluindo em varias
modalidades, um teor de umidade de 0,5 a 2,5%. A umidade pode ser
adicionada de volta a biomassa, se necessario, apds a secagem para
ajustar o teor de umidade para o nivel 6timo. Se a biomassa microbiana
seca sera misturada com um agente de volume seco (vide subsegao D)
ou condicionada de maneira que reduzira mais ainda o teor de umidade
(vide subsegédo C), entdo um (acima 6% em peso) teor de umidade
maior pode ser aceitavel, os agentes de volume e/ou condicionamento
podem, em algumas modalidades, reduzir o teor de umidade ao nivel
6timo desejado.

[00113] A Dbiomassa microbiana desidratada e/ou seca é
condicionada antes da etapa de prensagem, conforme descrito na

seguinte subsegao.
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C. Condicionamento da biomassa microbiana

[00114] Condicionamento da biomassa microbiana ajuda a alcangar
os niveis desejados de extragao de 6leo. O condicionamento refere-se
ao aquecimento da biomassa a uma temperatura na faixa de 71,1TC a
148,9C (160°F a 300°F) e alteragao da natureza fis ica ou fisico-quimica
da biomassa microbiana para melhorar os rendimentos do 6leo na etapa
extragdo subsequentee do d6leo (prensagem). O condicionamento da
biomassa microbiana resulta na produgdao de "matéria-prima
condicionada." Adicionalmente ao calor ou "cozimento" da biomassa,
exemplos nao limitantes de condicionamento da biomassa incluem
ajustar o teor de umidade na biomassa microbiana seca, submeter a
biomassa microbiana seca a uma "pré-prensagem” de baixa pressao,
submeter a biomassa microbiana a ciclos de aquecimento e
resfriamento, submeter a biomassa microbiana seca a um expansor,
e/ou ajuste do tamanho de particula da biomassa microbiana seca.
[00115] A etapa de condicionamento pode incluir técnicas (por
exemplo, aplicagao de calor ou pressao) que se sobrepde em parte com
as técnicas usadas nas etapas de secagem e prensagem. No entanto,
os objetivos primarios destas etapas sao diferentes: o objetivo primario
da etapa de secagem é a remogao de alguma ou toda a umidade livre
ou umidade de superficie da biomassa microbiana. O objetivo primario
da etapa de condicionamento & aquecer a biomassa, que pode
opcionalmente resultar na remogao da agua intracelular de, ou seja,
ajustar o teor de umidade intracelular de, a biomassa microbiana e/ou
alterar a natureza fisica ou fisico-quimica da biomassa microbiana sem
liberagao substancial de lipidios para facilitar a liberagao de 6leo durante
a etapa de prensagem. O objetivo primario da etapa de prensagem é
liberar 6leo da biomassa microbiana ou matéria-prima condicionada, ou
seja, a extragao do dleo.

[00116] Em varias modalidades, o condicionamento envolve alterar
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ou ajustar o teor de umidade da biomassa microbiana pela aplicagao de
calor, ou seja, condicionamento de calor. O condicionamento de calor,
como usado aqui, refere-se ao tratamento de calor (direto ou indireto)
da Biomassa microbiana. O teor de umidade da biomassa microbiana
pode ser ajustado pelo condicionamento usando calor (direto ou
indireto), que é tipicamente feito, se todo, apds a etapa de secagem.
Muito embora a biomassa possa ser seca por qualquer um dos métodos
descritos acima, o teor de umidade da biomassa microbiana apés
secagem pode variar, por exemplo, de 3% a 15% de umidade em peso,
ou 5-10% de umidade em peso. Tal faixa de umidade pode nao ser
o6tima para a maxima recuperagao de 6leo na etapa de prensagem.
Portanto, pode haver beneficio na desidratagao por condicionamento de
calor e/ou Biomassa microbiana seca para ajustar o nivel de umidade a
um nivel (abaixo de 6%) 6timo para uma recuperagao maxima de 6leo.
[00117] Os condicionadores de calor usados no processamento de
sementes de 6leo sao apropriados para uso em condicionamento de
biomassa microbiana de acordo com os métodos da presente invengao,
tal como condicionadores empilhados verticais. Estes consistem em
uma série de trés a sete ou mais tinas de ago cilindricas fechadas e
sobrepostas. Cada tina ¢é independentemente revestida para
aquecimento a vapor em ambos os lados e no fundo e é equipada com
um agitador tipo varredor montado préximo ao fundo e operado por um
eixo comum que se estende pela série completa de tinas. A temperatura
do condicionador de calor é ainda ajustavel por regulagédo do
aquecimento a vapor. Ha uma porta automaticamente operada no fundo
de cada tina, exceto para a ultima, para descarregar o conteudo da tina
por baixo. A tina de cima é fornecida com jatos pulverizadores para
adigao da umidade desejada. Embora a umidade seja pulverizada nas
sementes em muitos processos de extragao de 6leo na agricultura

durante condicionamento, este processo comum nao é desejavel para
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o condicionamento da biomassa microbiana. Cozedores ainda tém
tipicamente um tubo de exaustao e ventilador para remogao de
umidade. Assim, & possivel controlar a umidade da biomassa
microbiana, nao somente em relagao ao teor final de umidade, mas
ainda em cada estagio da operagao. Em relagao a isto, uma etapa de
condicionamento de aquecimento da biomassa microbiana por um
periodo estendido de tempo (10 a 60 minutos, por exemplo) fornece o
efeito nao somente da redugao e aumento da temperatura da biomassa,
mas ainda altera a natureza biofisica da biomassa microbiana além dos
efeitos do aquecimento que podem ocorrer em uma etapa subsequente
de prensagem, ou seja, simplesmente da fricgado do material conforme
este é forgado, por exemplo, pela prensa.

[00118] Adicionalmente, um cozedor horizontal com vapor
encamisado é outro tipo de condicionador de calor que € apropriado
para uso de acordo com os métodos da invengao aqui. Neste projeto,
a biomassa é misturada, aquecida e transportada em um plano
horizontal em leitos mais profundos quando comparado com cozedores
empilhados verticais convencionais. No cozedor horizontal, a agao de
uma verruma especificamente projetada mistura transportes da
biomassa, enquanto a biomassa & simultaneamente aquecida com
vapor indireto a partir da jaqueta de vapor. Agua e vapor e ar sdo
ventilados para fora do cozedor por um duto superior, que pode ser ou
nao um exaustor dependendo da capacidade do cozedor. Para cozinhar
a biomassa em uma velocidade de alto fluxo, varios cozedores
horizontais podem ser empilhados juntos. Nesta configuragéo, a
biomassa é alimentada na parte superior do cozedor e aquecida e
transportada por uma verruma e em seguida arremessada por
gravidade em um cozedor de nivel inferior onde o processo é repetido.
Varios niveis de cozedores horizontais podem ser empilhados juntos

dependendo da taxa de fluxo necessaria e do tempo/temperatura de
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condicionamento requeridos. A umidade e temperatura podem ser
monitoradas e ajustadas independentemente para cade nivel de
cozedor horizontal.

[00119] Para o condicionamento por calor da biomassa microbiana,
especialmente biomassa de microalga, o tempo e temperatura 6timos
que a biomassa gasta em um condicionador vertical empilhado pode
variar dependendo do nivel da biomassa apés a secagem.
Condicionamento por calor (algumas vezes denominado como
"cozimento") ndo deve resultar em quantidades significativas de queima
ou chamuscamento da biomassa microbiana durante cozimento.
Dependendo do teor de umidade da biomassa microbiana antes do
condicionamento por calor, ou seja, para niveis muito baixos de
umidade, pode ser benéfico ou até mesmo necessario umidificar a
biomassa antes do condicionamento por calor para evitar queima ou
chamuscamento. Dependendo do tipo de biomassa microbiana que
sera alimentada por uma prensa expelidora, a temperatura 6tima para o
condicionamento por calor ira variar. Para alguns tipos de microalga, a
temperatura 6tima para condicionamento por calor esta entre 93,3 a
132,2C (200 a 270F). Em algumas modalidades, a bi omassa de
microalga é condicionada por calor a 98,9 a 110,0C (210 a 230F). Em
outras modalidades, a biomassa de microalga é condicionada por calor
a 104,4 a 132,2C (220 a 270F). Ainda em outras mo dalidades, a
biomassa de microalga é condicionada por calor a 115,5 a 126,6TC (240
a 260F). Estas faixas de temperatura sdo, como o teor de umidade,
significativamente diferentes da que é tipicamente usada em um
processo de condicionamento de semente oleaginosa, uma vez que
processos de semente oleaginosa tipicamente usam temperaturas mais
baixas de condicionamento.

[00120] Aquecer a biomassa microbiana contendo 6leo antes da

prensagem pode auxiliar a liberagdo de Oleo e/lou acesso aos
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compartimentos cheios de Oleo das células. A Biomassa microbiana
contendo éleo contém o éleo em compartimentos feitos de componentes
celulares como proteinas e fosfolipideos. Ciclos repetitivos de
aquecimento e resfriamento podem desnaturar as proteinas e alterar a
estrutura quimica dos componentes celulares destes compartimentos
de dleo e, assim, fornecem melhor acesso ao 6leo durante o processo
subsequentee de extragao. Assim, em varias modalidades da invengao,
a biomassa microbiana € condicionada para preparar matéria-prima
dicionada que € usada na etapa de prensagem, e a etapa de
condicionamento envolve aquecimento e, opcionalmente, um ou mais
ciclos de aquecimento e resfriamento.

[00121] Se nenhum outro condicionamento por calor ou outro
condicionamento que altere o teor de umidade é realizado, e se nenhum
agente de volume de que ira alterar o teor de umidade é adicionado,
entao uma matéria-prima condicionada resultante do condicionamento
por calor nao deve conter menos do que 6% de umidade em peso. Em
varias modalidades, a matéria-prima condicionada tem um teor de
umidade na faixa de 0,1% a 5% em peso. Em varias modalidades, a
matéria-prima condicionada tem um teor de umidade de menos do que
4% em peso. Em varias modalidades, a matéria-prima condicionada tem
um teor de umidade na faixa de 0,5% a 3,5% em peso. Em varias
modalidades, a matéria-prima condicionada has a teor de umidade na
faixa de 0,1% a 3% em peso.

[00122] Além do aquecimento da biomassa, o condicionamento
pode, em algumas modalidades, envolver a aplicagao de pressao a
biomassa microbiana. Para distinguir este tipo de condicionamento da
pressao aplicada durante a extragao de dleo (a etapa de prensagem),
este tipo de condicionamento é referenciado como uma "pré-
prensagem." A pré-prensagem é conduzida em baixa pressao, uma

pressao inferior a usada para extragao de 6leo na etapa de prensagem.
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As prensas expeller de alta pressdo comuns (parafuso) podem ser
operadas em baixa pressao para esta etapa de condicionamento de pré-
prensagem. A pré-prensagem da biomassa em baixa pressao pode
auxiliar na quebra e abertura das células para permitir ummelhor fluxo
de 6leo durante a prensagem subsequentee de alta pressao; no entanto,
a pré-prensagem nao faz com que uma quantidade significativa (por
exemplo, mais do que 5%) do dleo se separe da biomassa microbiana.
Ainda, a fricgao e calor gerados durante a pré-prensagem podem ainda
auxiliar na quebra e abertura dos comparimentos de 6leo nas células. A
pré-prensagem da biomassa em baixa pressao ainda altera a textura e
o tamanho da particula da biomassa, porque a biomassa ira extrusar da
prensa na forma de pélete. Em algumas modalidades, uma extrusora
(vide discussao abaixo) é usada para conseguir 0 mesmo ou resultados
semelhantes com uma etapa de condicionamento de pré-prensagem de
baixa pressao. Em algumas modalidades, os péletes de biomassa
condicionada sao ainda processados para atingir um tamanho de
particula 6timo para uma prensagem subsequentee de pressao
completa.

[00123] Assim, outro parametro relevante para uma extragao 6tima
de 6leo da biomassa microbiana é o tamanho da particula. Tipicamente,
o tamanho 6timo da particula para uma prensa expelidora de 6leo
(prensa de parafuso) é aproximadamente 1/16 avos de uma polegada
em espessura. Os fatores que podem afetar a faixa de tamanho da
particula incluem, entre outros, o0 método usado para secar a biomassa
microbiana e/ou a adigao de agente de volume ou auxiliar de prensagem
a biomassa. Se a biomassa é secada em bandeja, por exemplo,
espalhada umida sobre uma bandeja e em seguida seca em um forno,
a Biomassa microbiana seca resultante pode ser quebrada em pecgas
uniformes de tamanho 6timo da particula para torna-la 6tima para

prensagem em uma prensa expelidora. O mesmo é verdade se um
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agente de volume é adicionado a biomassa microbiana antes do
processo de secagem. Assim, 0 condicionamento pode envolver uma
etapa que resulta na alteragao do tamanho da particula ou média do
tamanho da particula da biomassa microbiana. Maquinas como moinho
de martelo ou fragmentadoras podem ser empregadas acordo com o0s
métodos da invengao para ajustar a espessura e tamanho da particula
da biomassa microbiana contendo 6leo.

[00124] De maneira semelhante, a extragao melhorada de 6leo pode
resultar das alteragbes de outras propriedades fisicas da Biomassa
microbiana seca. Em particular, a porosidade e/ou a densidade da
biomassa microbiana pode afetar os rendimentos da extragao de dleo.
Em varias modalidades dos métodos da invengao, o condicionamento
da biomassa para alterar sua porosidade e/ou densidade é realizado.
Tipicamente usado antes da extragao com hexano ou outro solvente de
6leo de sementes oleaginosas, expansores e extrudores aumenta a
porosidade e a densidade de volume da matéria-prima. De acordo com
os métodos da presente invengao, expansores e extrusores podem ser
empregados para condicionar a biomassa microbiana antes da extragao
de 6leo e pode ou nao fazer com que uma quantidade significativa de
Oleo se separe da biomassa microbiana. Ambos expansores e
extrusores sao maquinas de cisalhamento baixo que aquecem,
homogeinizam, e formatam o material contendo 6leo em pingas ou
péletes. Expansores e extrusores trabalham de forma semelhante;
ambos tendo um ajuste de serpentina/colar dentro de um eixo de modo
que, conforme se move, o material dentro do eixo, pressao mecanica e
a quebra por cisalhamento quebram e abrem as células. A maior
diferenga entre expansores e extrusores € que 0s expansores usam
agua e/ou vapor para soprar 0 material para a extremidade terminal do
eixo. A pressao alta subita (e variagdao na pressao) faz com que a

umidade no material vaporize, assim "soprando" ou expandindo o
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material usando a umidade interna. As extrusoras alteram o formato do
material, formando pingas ou péletes. As extrusoras ainda lisam as
células e vaporizam agua a partir da biomassa (redugédo de umidade)
enquanto aumentam a temperatura da biomassa (aquecimento a
biomassa) por friccdo mecénica que o extrusor exerce na biomassa. .
Assim, extrusores e expansores podem ser usados de acordo com o0s
métodos da invengao para condicionar a biomassa microbiana seca. O
extrusor/expansor pode quebrar as células, liberando os lipidios
intracelulares, e podem ainda alterar a porosidade e a densidade de
volume do material. Estas alteragbes nas propriedades fisicas da
matéria-prima podem ser vantajosas na extragao subsequentee de dleo.
[00125] Os métodos de condicionamento descritos acima podem ser
usados isolados ou em combinagado de acordo com os métodos da
invengao para atingir uma matéria-prima de biomassa microbiana
condicionada 6tima para subsequente extragao de 6leo. Assim, a etapa
de condicionamento envolve a aplicagao de calor e opcionalmente
pressao a biomassa. Em varias modalidades, a etapa de
condicionamento compreende aquecimento a biomassa a temperatura
na faixa de 71,1C a 148,9T (160°F a 300°F). Em va rias modalidades,
0 aquecimento é realizado usando o agitador vertical. Em varias
modalidades, a etapa de condicionamento compreende ainda tratar a
biomassa seca com um expansor ou extrusor para formar e/ou
homogeneizar a biomassa.

D. Agente de volumes (Auxiliares de Prensagem)

[00126] Em varias modalidades da invengao, a agente de volume ou
auxiliar de prensagem é adicionado a biomassa microbiana, que pode
ser seca ou hidratada (ou seja, biomassa que nao foi seca ou que
contém umidade significativa, ou seja, mais do que 6% em peso,
incluindo biomassa em caldo de fermentagao que nao foi submetido a

qualquer processo de remogao ou separagdo de agua) biomassa
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microbiana ou matéria-prima condicionada, antes da etapa de
prensagem. Em varias modalidades, o agente de volume tem um
tamanho médio da particula de menos do que 1,5 mm. Em algumas
modalidades, o agente de volume ou auxiliar de prensagem tem um
tamanho da particula de entre 50 microns e 1,5mm. Em outras
modalidades, o auxiliar de prensagem tem um tamanho da particula de
entre 150 microns e 350 microns. Em algumas modalidades, o agente
de volume é um auxiliar de filtro. Em varias modalidades, o agente de
volume é selecionado do grupo que consiste em celulose, forragem de
milho, alecrim seco, casca de soja, biomassa gasta (biomassa de teor
reduzido em lipidio em relagédo a biomassa da qual foi preparada),
incluindo biomassa gasta microbiana, bagago de cana-de-agucar, e
grama. Em varias modalidades, o agente de volume é biomassa gasta
microbiana (vide subsegdo G abaixo) que contém entre 40% e 90% de
polissacarideo em peso, como celulose, hemicelulose, fibra solavel e
insolavel, e combinagdes destes diferentes polissacarideos e/ou menos
do que 10% de 6leo em peso. Em varias modalidades, o polissacarideo
em uma biomassa gasta microbiana usada como um agente de volume
contém 20 a 30 porcento em mole de galactose, 55 a 65 porcento em
mole de glicose e/ou 5 a 15 porcento em mole de manose.

[00127] Assim, a adigao de um auxiliar de prensagem ou agente de
volume pode ser uma vantagem em algumas modalidades da invengao.
Quando ha um alto teor de 6leo e baixo de fibra na biomassa, alimentar
a biomassa por uma prensa pode resultar em uma emulsao. Isto resulta
em baixos rendimentos de 6leos, porque o Oleo é capturado dentro dos
solidos. Uma maneira, de acordo com os métodos da invengao de
melhorar o rendimento em tais casos € adicionar polissacarideo a
biomassa na forma de um agente de volume, também conhecido como
um "auxiliar de prensa" ou "auxiliar de prensagem"”. Agentes de volumes

sao tipicamente aditivos com alto teor de fibra que atuam ajustando o
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teor total de fibras da biomassa microbiana para uma faixa étima. A
biomassa microbiana como microalga e como tipicamente tem muito
pouco teor de fibra crua. Tipicamente, biomassa microbiana incluindo
microalga biomassa tem um teor de fibra crua de menos do que 2%. A
adicdo de aditivos de fibra de alto teor (na forma de um auxiliar de
prensagem) pode ajudar o ajuste da do teor total de fibra da biomassa
microbiana até uma faixa étima para a extragao de dleo usando uma
prensa expelidora. O teor étimo de fibra para uma tipica semente
oleaginosa pode variar de 10 a 20%. De acordo com os métodos da
presente invengao, este pode ser util para ajustar o teor de fibra da
biomassa microbiana para extragdo 6tima de éleo. A faixa de teor de
fibra na biomassa pode ser a mesma ou uma faixa semelhante como o
teor 6timo de fibra para uma tipica semente oleaginosa, embora o teor
6timo de fibra para cada biomassa microbiana pode ser inferior ou
superior do que o teor étimo de fibra da tipica semente oleaginosa. Os
auxiliares de prensagem apropriados incluem, entre outros, grama,
palha de arroz, polpa de beterraba, bagago de cana-de-agucar, casca
de soja, alecrim seco, celulose, forragem de milho, torta deslipidizada
(prensada ou extraida com solvente) de soja, canola, semente de
algodao, girassol, sementes de jatropha, pasta de madeira, residuos de
papel e semelhantes. Em algumas modalidades, a biomassa gasta
microbiana de teor de lipidio reduzido de uma prensa anterior € usada
como um agente de volume. Em algumas aplicagdes, especialmente
quando o 6leo que sera usado em uma aplicagao alimentar ou sera
consumido, o auxiliar de prensagem usando na mistura com a biomassa
microbiana (seca ou hidratada) ou matéria-prima condicionada sera
selecionado para atingir os requisitos regulatérios (para uso como um
género alimenticio). Assim, agente de volumes, quando incorporados na
biomassa, alteram as propriedades fisico-quimicas da biomassa de

modo que facilite a aplicagdo mais uniforme da pressao as células na
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biomassa.

[00128] Em alguns casos, 0 agente de volume pode ser adicionado
a biomassa microbiana apos ter sido seca, mas ainda nao condicionada.
Em tais casos, esta pode ser vantajosamente adicionada para misturar
a biomassa microbiana seca com a quantidade desejada do auxiliar de
prensagem e em seguida condicionar a biomassa microbiana e o
auxiliar de prensagem juntos antes de alimentar na prensa em parafuso.
Em outros casos, o auxiliar de prensagem pode ser adicionado a
biomassa microbiana hidratada antes da biomassa microbiana ser
submetida a qualquer processo de separagdao ou desidratagao,
secagem, ou condicionamento. Em tais casos, o auxiliar de prensagem
pode ser adicionado diretamente ao caldo de fermentagao contendo a
biomassa microbiana antes de qualquer etapa de desidratagao ou outra
etapa.

[00129] A invengao fornece varios métodos relacionados a extragao
de 6leo de biomassa microbiana que empregam o agente de volumes
descrito acima. Em um método, biomassa microbiana hidratada
apropriada for extragéo de 6leo é preparada pela adigao de um agente
de volume a biomassa e secagem da mistura obtida assim para um teor
de umidade menos do que 6% em peso, formando, assim, um agente
de volume/mistura de biomassa seco. In em outro método, o dleo é
extraido da biomassa microbiana por cossecagem da biomassa
microbiana hidratada contendo pelo menos 20% de dleo (incluindo pelo
menos 40% de 6leo) em peso e um agente de volume para formar um
agente de volume/mistura de biomassa seca; reduzir o teor de umidade
na mistura a menos do que 4% em peso, ou seja, por secagem e/ou
condicionamento; e prensar a mistura de teor reduzido de umidade para
extrair o 6leo do mesmo, formando assim a biomassa gasta de reduzido
teor de lipidio. Em outro método, rendimentos aumentados de 6leo sao

obtidos da biomassa microbiana contendo pelo menos 20% lipidio em
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peso por cossecagem de biomassa microbiana com um agente de
volume, porque a mistura cosseca ira, na prensagem, liberar mais 6leo
do que a obtida da biomassa sob as mesmas condi¢gdes na auséncia de
um agente de volume. Em varias modalidades destes e outros métodos
da invengao, a biomassa microbiana hidratada esta contida no caldo de
fermentacdo que nao foi submetido aos processos de separagédo ou
remogao de agua da biomassa.

[00130] Em uma modalidade, o agente de volume é biomassa gasta
microbiana, opcionalmente que foi processada ou moida (para mistura
facil e homogénea), que é combinado com a biomassa microbiana que
nao foi extraida. Em tais casos, o teor total de polissacarideo da mistura
(biomassa gasta como um auxiliar de prensagem e biomassa
microbiana ndo extraida) de biomassa microbiana antes de esta ser
alimentada na prensa expelidora entre 10% e 40% do peso total da
biomassa mistura.

E. Prensagem de Massa Microbiana

[00131] Assim, de acordo com os métodos da matéria-prima
condicionada da invengao, opcionalmente compreendendo um agente
de volume, é submetida a pressao em uma etapa de prensagem para
extrair 6leo, produzindo 6leo separado da biomassa gasta. A etapa de
prensagem envolve submeter pressao suficiente para extrair o éleo da
matéria-prima condicionada. Assim, em algumas modalidades, a
matéria-prima condicionada que é pressionada na etapa de prensagem
compreende Oleo predominantemente ou completamente encapsulado
em células da biomassa. Em outras modalidades, a biomassa
compreende predominantemente células lisadas e o Oleo & assim,
primariamente, nao encapsulado em células.

[00132] Em varias modalidades dos diferentes aspectos da invengao,
a etapa de prensagem envolvera submeter a matéria-prima

condicionada a pelo menos 10.000 psi de pressao. Em varias
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modalidades, a etapa de prensagem envolve a aplicagao de pressao
por um primeiro periodo de tempo e, em seguida, aplicagao de uma
pressao mais elevada por um segundo periodo de tempo. Este processo
pode ser repetido uma ou mais vezes ("pressao oscilante"). Em varias
modalidades, mais de 5 ciclos de pressao oscilante sao aplicadas. Em
varias modalidades, um ou mais dos ciclos subsequentes podem
exercer uma pressao média que é maior do que a pressao média
exercida em um ou mais ciclos anteriores. Por exemplo, e sem limitagao,
a pressao média no ultimo ciclo pode ser pelo menos 2 vezes maior do
que a pressao meédia no primeiro ou qualquer ciclo anterior. Em varias
modalidades, o teor de umidade de matéria-prima condicionada é
controlado durante a etapa de prensagem. Em varias modalidades, a
umidade é controlada em uma faixa de 0,1% a 3% em peso.

[00133] Em varias modalidades, a etapa de prensagem é conduzida
com uma prensa expelidora. Em varias modalidades, a etapa de
prensagem €& conduzida em um modo de fluxo continuo. Em varias
modalidades, a taxa de lubrificagao é de pelo menos 500 g/min. para
nao mais de 1000 g/min. Em varias modalidades de fluxo continuo, a
prensa expelidora € um dispositivo compreendendo um eixo sem-fim
rotativo continuamente dentro de uma gaiola tendo um alimentador em
uma extremidade e um estrangulamento na extremidade oposta, tendo
aberturas de dentro da gaiola é usado. A matéria-prima condicionada
entra na gaiola através do alimentador, e a rotagdo do eixo sem-fim
avanga a matéria-prima ao longo da gaiola e aplica pressao para a
matéria-prima disposta entre a gaiola e o estrangulamento, liberando a
pressao de Oleo através das aberturas da gaiola e extrudando a
biomassa gasta a partir da extremidade de estrangulamento da gaiola.
Em varias modalidades, a gaiola tem um comprimento interno que esta
entre, pelo menos, dez vezes a pelo menos 20 vezes o0 seu diametro

interno. Em varias modalidades, a gaiola compreende uma pluralidade
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de barras alongadas com pelo menos algumas das barras alongadas
separadas por um ou mais espagadores, as barras repousando em uma
estrutura, em que a um ou mais espagadores entre as barras de formam
das aberturas, e 0 6leo é liberado através das aberturas para um vaso
de coleta fluidamente acoplado com a gaiola. Em varias modalidades,
os espagadores entre as barras alongadas sdo de diferentes
espessuras permitindo assim a variagao do espago entre cada barra
alongada. Em varias modalidades, tanto os espagadores quanto as
folgas entre as barras sdao de 0,012 a 0,076 cm (0,005 a 0,030
polegadas) de espessura.

[00134] A gaiola em alguma prensa expelidora pode ser aquecida
usando vapor ou resfriada usando agua, dependendo da temperatura
ideal necessaria para o rendimento maximo. A temperatura ideal deve
ser de calor suficiente para auxiliar na pressionar, mas o calor nao muito
elevado a ponto de queimar a biomassa, enquanto se alimenta através
da prensa. A temperatura ideal para a gaiola da prensa expelidora pode
variar dependendo da biomassa microbiana que esta sendo
pressionada. Em algumas modalidades, para prensagem da biomassa
microbiana ou de microalgas, a gaiola é preaquecida e mantida a uma
temperatura entre 93,3 a 132,2C (200 a 270F). Em outras
modalidades, a temperatura da gaiola ideal o microbio ou algumas
espécies de biomassa de microalgas é entre 98,9 a 110,0C (210 a
230F). Em ainda outras modalidades, a temperatura da gaiola ideal
para micrébios ou algumas espécies de biomassa de microalgas € entre
115,65 a 126,6°C (240 a 260F). Estas faixas de temp eratura diferem
significativamente de muitos processos de prensagem de oleaginosas
e, de fato, alguns processos de prensagem de oleaginosas sao referidos
como "prensagem a frio", devido a falta de aquecimento das sementes
ou a prensa durante o0 processo.

[00135] Em varias modalidades, a pressdo aumenta por um fator de
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entre 10 e 20 a partir da extremidade do alimentador até a extremidade
do estrangulador da gaiola. Em varias modalidades, a pressao ao longo
da gaiola ndo aumenta mais de 100% da pressao na extremidade do
alimentador da gaiola por pé linear da gaiola entre o alimentador e as
extremidades do estrangulador da gaiola. Em varias modalidades, a
energia consumida pelo dispositivo ndo aumenta em mais de 10%
quando totalmente carregada com matéria-prima condicionada ou
biomassa em relagdo ao funcionamento em vazio. Em varias
modalidades, o tempo de residéncia de matéria-prima no tambor do
dispositivo nao é mais do que 5 a 10 min. Em varias modalidades, seja
a temperatura do dispositivo ou a pressao exercida pelo dispositivo ou
ambas sao monitoradas e/ou controladas.

[00136] Em varias modalidades, a pressao é controlada pelo ajuste
da velocidade de rotagao de um eixo sem-fim. Em varias modalidades,
incluindo aquelas em que a pressao nao é controlada, uma prensagem
(rosca) expelidora compreendendo um eixo sem-fim e um tambor pode
ser usada. Em varias modalidades, o tambor tem um comprimento e um
canal com um didmetro dimensionado para receber o eixo sem-fim, e
em que o comprimento do tambor é de pelo menos 10 a 15 vezes maior
que o diametro do canal. Em varias modalidades, o tambor da prensa
tem uma entrada e uma saida e o didmetro do eixo sem-fim aumenta a
partir da entrada para a saida, e a prensagem compreende 0 aumento
da pressao a partir da entrada para a saida do tambor, em varias
modalidades, a pressao na saida é de 12 a 16 ou até 20 vezes maior do
que a pressao na entrada. Em varias modalidades, a prensa (rosca)
expelidora compreende um eixo sem-fim e um tambor tendo um primeiro
canal e um segundo canal, ambos o0s canais concéntricos e
dimensionados para receber o eixo sem-fim, em que o primeiro canal
tem um primeiro diametro e o segundo canal tem um segundo diametro

diferente do primeiro didmetro. Em varias modalidades, a matéria-prima
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condicionada permanece residente no tambor da prensa de rosca de 5
a 10 minutos.

[00137] Em varias modalidades, a prensagem (rosca) expelidora
compreende um eixo sem-fim disposto em um tambor revestido com
uma pluralidade de barras alongadas separadas por um ou mais
espagadores entre os mesmos, os espagadores criando uma folga entre
as barras alongadas. Em tal prensa, a pressao pode ser controlada
ajustando a folga pela alteragdo do tamanho ou numero de espagadores
entre as barras alongadas, e/ou se a prensa tem um espago entre uma
superficie externa do eixo sem-fim e uma superficie interna das barras
alongadas, a pressao pode ser controlada pela substituicao de, pelo
menos, algumas das barras alongadas com diferentes barras
dimensionadas, de modo a alterar o espago. Em varias modalidades, a
prensa compreende uma abertura de saida e um estrangulador
ajustavel acoplado com elas, e a pressao € controlada ajustando o
estrangulador para aumentar ou diminuir a pressdao. Em varias
modalidades, a prensa (rosca) expelidora compreende um eixo sem-fim
disposto em um tambor, e a pressao é controlada pelo ajuste de uma
folga entre uma superficie externa do eixo sem-fim e uma superficie
interna do tambor.

[00138] As prensas expelidoras (prensas de rosca) sé&o
rotineiramente usadas para a extragao mecanica de sementes de Oleo
e de soja. Geralmente, as principais segées de uma prensa expelidora
incluem uma entrada, uma rosca de alimentagao rotativa, uma gaiola ou
tambor, um eixo sem-fim e um carter de éleo. A prensa expelidora € uma
gaiola de prensa continua em que a pressao é desenvolvida por um eixo
sem-fim continuamente rotativo. Uma pressao extremamente alta, cerca
de 10.000-20.000 libras por polegada quadrada, é construida na gaiola
ou o tambor através da agao do trabalhando do eixo sem-fim contra um

estrangulador ajustavel, que contrai a descarga da torta prensada
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(biomassa gasta) a partir da extremidade do tambor. Em varias
modalidades, as prensas de rosca dos seguintes fabricantes s&o
adequadas para uso: Anderson International Corp. (Cleveland, OH),
Alloco (Santa Fe, Argentina), De Smet Rosedowns (Humberside, UK),
The Dupps Co. (Germantown, Ohio), Grupo Tecnal (Sao Paulo, Brazil),
Insta Pro (Des Moines, lowa), French Oil Mill (Piqua, OH), Harburg
Freudenberger (previously Krupp Extraktionstechnik) (Hamburg,
Germany), Maschinenfabrik Reinartz (Neuss, Germany), Shann
Consulting (New South Wales, Australia) e SKET (Magdeburg,
Germany).

[00139] A biomassa microbiana ou matérias-primas condicionadas é
fornecida para a prensa expelidora através de uma entrada. Uma rosca
alimentadora rotativa avanga o material fornecido a partir da entrada no
tambor onde é, entdo, comprimido pela rotagdo do eixo sem-fim. O 6leo
extraido do material é, entao, coletado em uma panela de éleo e, em
seguida, bombeado para um tanque de armazenamento. A biomassa
gasta é, entao, extrusada fora da prensa como uma torta e podem ser
coletada para processamento adicional (vide subsegdao G abaixo). A
torta pode ser peletizada.

[00140] O eixo sem-fim é associado com uma configuragéao de colar
e é dividido em segbes. A configuragao sem-fim e de colar dentro de
cada segao é customizavel. O eixo sem-fim é responsavel pelo
transporte de biomassa (matéria-prima) através da prensa. Isso pode
ser caracterizado como tendo certo diametro e um passo de rosca.
Alterando diametro do eixo e o0 passo pode-se aumentar ou diminuir a
pressao e a tensao de cisalhamento aplicada a matéria-prima a medida
que a mesma passa através da prensa. A finalidade do colar é para
aumentar a pressao sobre a matéria-prima dentro da prensa e também
aplicar uma tensao de cisalhamento para a biomassa.

[00141] A carga de prensa em termos de corrente elétrica necessaria
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para executar a prensa carregada com biomassa microbiana (matéria-
prima condicionada) geralmente ndao é mais do que cerca de 10% da
corrente elétrica necessaria para executar a prensa vazia, e iSso sugere
que a energia necessaria para prensar biomassa microbiana (matéria-
prima condicionada divulgada neste documento € menor do que outros
requisitos de energia tipicos da industria de sementes de 6leo, onde a
carga de prensa completa € maior do que 10% da corrente elétrica
necessaria para executar a prensa vazia de uma matérias-prima de
semente oleaginosa).

[00142] O eixo sem-fim é preferencialmente cdnico, para que seu
diametro externo aumente ao longo do comprimento longitudinal para
longe da entrada do tambor. Isso diminui a folga entre o eixo sem-fim e
o interior do cilindro criando, assim, uma maior pressao e tensao de
cisalhamento na medida em que a biomassa percorre pelo tambor. Além
disso, o interior do tambor & composto de barras de ago planas
separadas por espagadores (também referidas como calgos), que sao
definidos lateralmente em torno da periferia do tambor, e sdo mantidas
no lugar por uma gaiola do tipo bergo pesado. O ajustar do calgo entre
as barras de controla a folga entre as barras que auxiliam o 6leo extraido
para drenar, assim como também auxilia a regulagem da pressao
cilindro. Os calgos tém, muitas vezes, a partir de 0,007 cm (0,003") de
espessura a 0,076 cm (0,030") de espessura e, preferencialmente, de
0,012 cm (0,005") a 0,051 cm (0,020") de espessura, embora outras
espessuras também possam ser empregadas. Adicionalmente, as
barras podem ser ajustadas, assim, criando segdes dentro do cilindro.
[00143] Na medida em que o material de alimentagao é prensado ou
movido pelo tambor, calor significativo € gerado por atrito. Em alguns
casos, a quantidade de calor é controlada usando um sistema de
refrigeragdo de jaqueta de agua que envolve o tambor. Devido a

pressao extrema, o 6leo que é prensado a partir de uma prensa de rosca
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ou prensa expelidora contém uma proporgao de "depdsito” ou material
solido da biomassa, que flui para fora com o 6leo entre as barras. O
depdsito pode ser rastreado, drenados e realimentados para a prensa,
juntamente com a matéria-prima nao prensada. Os sensores de
temperatura podem ser dispostos em varias localizagbes ao redor do
tambor para monitorar e auxiliar no controle de temperatura. Além disso,
os sensores de pressao também podem ser ligados ao cano em varios
locais para auxilar a monitorar e controlar a pressao.

[00144] Varias caracteristicas operacionais da prensa expelidora
(rosca) podem ser expressas ou analisadas como uma taxa de
compressao. A taxa de compressao € a razao do volume de material
deslocado por revolugao do eixo do sem-fim no inicio do tambor dividido
pelo volume de material deslocado por revolugao do eixo do sem-fim na
extremidade do tambor. Por exemplo, devido ao aumentando das
razbes de compressao a pressao pode ser de 10 a 18 vezes maior na
extremidade do tambor em comparagao com o inicio do cilindro.
Comprimento interno do tambor pode ser pelo menos dez vezes ou
mesmo treze vezes o diametro interno do tambor. A razdo de
compressao tipica por uma prensa expelidora ou de rosca varia de 1 a
18, dependendo do material de alimentagao.

[00145] Tempo de residéncia da matéria-prima em uma prensagem
(rosca) expelidora pode afetar a quantidade de recuperagao de 6leo. O
tempo de residéncia aumentado na prensa torna a matéria-prima mais
exposta a tensao de cisalhamento e pressao gerada pela prensa, que
pode render maior recuperagao do 6Oleo. Tempo de residéncia da
matéria-prima depende da velocidade com que a prensa é executada e
o comprimento versus diametro da prensa de rosca (ou L/D). Quanto
maior a razao do comprimento do eixo para o diametro do eixo, maior o
tempo de residéncia da matéria-prima (quando a velocidade de rotagao

€ mantida em uma constante). Em algumas modalidades, o tempo de
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residéncia da biomassa de algas que esta sendo pressionada com uma
prensa expelidora nao € mais do que 5 a 10 minutos. Este tempo de
residéncia para a biomassa de algas € cerca do dobro do tempo de
residéncia médio para outras sementes oleaginosas, tais como soja,
canola ou semente de algodao.

[00146] Os sélidos ou tortas prensadas resultantes (biomassa gasta
de teor de 6leo reduzido em relagédo a matéria-prima fornecida a prensa
de rosca) sdo expelidos da prensa expelidora através do cone de
descarga na extremidade do cilindro/eixo. O estrangulador usa um
sistema hidraulico para controlar a abertura de saida na prensa
expelidora. Uma operagao de prensa de 6leo totalmente otimizada pode
extrair a maior parte do 6leo disponivel no material portador de 6leo. Por
exemplo, as condigdes otimizadas para a extragao de Oleo de soja
usando uma prensa expelidora deixa cerca de 4 a 6% de 6leo residual;
rendimentos semelhantes podem ser obtidos a partir da biomassa
microbiana (matéria-prima condicionada), de acordo com os métodos
da invengdao. Uma variedade de fatores pode afetar o teor de éleo
residual na torta prensada. Esses fatores incluem, mas nao estao
limitados a, capacidade da prensa de ruptura de células contendo 6leo
e compartimentos celulares e a composi¢gao do material portador de dleo
em si, que pode ter uma afinidade com o 6leo expelido. Em alguns
casos, o material portador de 6leo pode ter uma elevada afinidade para
0 Oleo expelido e pode absorver o 6leo expelido de volta para o material,
assim capturando-o. Nesse caso, 0 Oleo restante na biomassa gasta
pode ser reprensado ou submetido a extragao por solvente, como
descrito neste documento, para recuperar o 6leo.

[00147] Nao é necessario 0 uso de agentes biolégicos para extrair
6leo usando uma prensa expelidora, ou seja: os agentes, tais como as
enzimas que sao produzidas de forma independente da biomassa

microbiana. A pressao exercida sobre a biomassa condicionada é o
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mecanismo principal pelo qual o dleo é liberado das vesiculas de dleo
na biomassa microbiana.

F. Oleo Microbiano Produzido

[00148] Apés a etapa de prensagem, o método da invengao resulta
da extragao de 6leo e, consequentemente, da produgao de 6leo extraido
e biomassa gasta de teor de 6leo reduzido em relagao a matéria-prima
condicionada fornecida na etapa de prensagem. Em outras
modalidades, o 6leo liberado contém particulas sélidas de biomassa
(matéria-prima condicionada), e 0 método inclui ainda separar o 6leo
liberado das particulas sélidas.

[00149] Os contaminantes podem estar presentes no éleo apés a
prensagem (ou extragao por solvente, vide subsegao G abaixo, ou
ambos). Em algumas modalidades, pode ser vantajoso remover esses
contaminantes antes do uso posterior do 6leo (tanto para aplicagdes em
alimentos ou em reagdes quimicas posteriores, como na produgao de
combustiveis). Particulas finas ou pequenas a partir da biomassa
podem estar presentes no 6leo extraido. Normalmente, as particulas
finas sdo removidas através da passagem de 6leo por um filtro ou outro
processo que separa fisicamente as particulas de 6leo. Em alternativa,
as particulas sélidas separadas podem ser submetidas a pressao ou
extragcao por solvente para extrair qualquer 6leo restante.

[00150] Degomagem é outro processo adequado para usO nos
métodos da invengao que remove 0s contaminantes, tais como
fosfolipideos do 6leo. Em algumas modalidades da invengao, a
degomagem do 6leo extraido é combinada com refino, branqueamento
e desodorizagao (ou RBD). O processo de RBD elimina ou reduz o odor,
cor e/lou sabor do 6leo extraido. O processo de refino geralmente
consiste em duas etapas, degomagem e uma etapa de neutralizagao
que remove os acidos graxos livres (FFA) no éleo através de estripagem

caustica com hidréxido de sédio. A etapa de branqueamento consiste
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em misturar o 6leo com varias argilas de branqueamento para absorver
cor, oligometais e compostos de enxofre. A etapa de desodorizagao é
um processo de destilagdo que ocorre a baixa pressao e alta
temperatura. O dleo é colocado sob vacuo e aquecido com vapor para
remover todos os gostos ou odores de FFAs. A desodorizagao também
pode ser alcangada pelo tratamento com carvao ativado.

[00151] Outros métodos de remogao de contaminantes como metais
pesados envolvem refino de alcalis, pré-tratamento acido e uso de
argilas ativadas ou zedlitas pode também ser empregado em outras
modalidades da invengdo. O O6leo é misturado a temperaturas
moderadas com pequenas quantidades de alguns hidroxidos de amdnia
ou alcalinos e sais alcalinos ou de aménio na presenga de um
catalisador de transferéncia de fase. A tecnologia de PROP,
desenvolvido pela Philips Petroleum Company, combina
desmetalizagdo quimica e hidrogenagao para remover 0sS
contaminantes do éleo. O processo envolve a mistura do 6leo com uma
solugao aquosa de fosfato de diaménio a uma temperatura elevada, a
fim de reduzir o teor de metal do 6leo. Este processo leva a reagoes
quimicas que formam fosfatos metalicos, que podem ser removidos do
6leo por filtragdo. Em seguida, o 6leo é misturado com hidrogénio e
percolados de leito de argila e gasta um catalisador Ni/Mo em um reator
de hidrogenagao. Esta etapa de adsorgdao remove os tragos
remanescentes de compostos contaminantes, como enxofre, oxigénio,
cloro e nitrogénio.

[00152] Em outras modalidades, o 6leo extraido produzido pelos
métodos da invengao contém nao mais de 8 ppm de cloreto, ndo mais
de 2 ppm de fésforo, ndao mais que 26 ppm de potassio, nao mais que
12 ppm de sddio e/ou nao mais de 5 ppm de enxofre. O éleo produzido
pelo processo é util em diversas aplicagdes, incluindo, entre outros,

produgao de combustiveis como biodiesel e diesel renovavel (vide , por
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exemplo, Publicagao PCT 2008/151149 e Pedidos PCT US09/066141 e
US09/066142, cada um incorporado neste documento para referéncia)
e a produgédo alimenticia (vide, por exemplo, Pedido PCT
US09/060692, incorporado neste documento como referéncia).

G. Biomassa Gasta Produzida

[00153] Os métodos de extragcao de dOleo da presente invengao
resultam na produgao de biomassa microbiana do teor de 6leo reduzido
(biomassa gasta também conhecida como torta prensada ou biomassa
prensada) em relagdo a matéria-prima condicionada submetida a
pressao na etapa de prensagem. Em outras modalidades da presente
invengao, o teor de 6leo na biomassa gasta de teor de 6leo reduzido &,
pelo menos, 45 porcento menor do que o teor de 6leo de biomassa
microbiana antes da etapa de prensagem. Em outras modalidades, a
biomassa gasta de teor de 6leo reduzido remanescente apds a etapa
de prensagem é peletizada ou extrusada como uma torta. A torta gasta,
que pode ser submetida a outros processos, incluindo métodos de
extracao a base de solvente ou prensa e condicionamento para extrair
o Oleo residual de acordo com a invengao, é igualmente util em uma
série de aplicagbes, incluindo, entre outros, como aplicagdes
alimenticias, particularmente para animais, e como auxilio a prensa. Em
outras modalidades da invengao, o 6leo remanescente é extraido da
biomassa gasta de teor de 6leo reduzido; em outras modalidades, a
extragao é realizada por meio de biomassa gasta a pressao ou por
extragao de 6leo com solvente orgéanico.

[00154] Em alguns casos, a torta prensada contém uma variagao de
menos de 50% a menos de 1% de 6leo em peso, incluindo, por exemplo,
menos de 40% de 6leo em peso, menos de 20% de 6leo em peso,
menos de 10%, menos de 5% de 6leo em peso, e menos de 2% de éleo
em peso. Em todos os casos, o teor de 6leo na torta prensada é menor

que o teor de 6leo no material nao prensado.
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[00155] Em algumas modalidades, a biomassa gasta ou torta
pressionada é coletada e reciclada novamente na prensa com matéria-
prima condicionada fresca ou biomassa seca como um auxilio de prensa
de agente de volume. Neste caso, pode ser necessario condicionar a
biomassa gasta antes ou depois da mistura com matéria-prima nao
pressionada ou biomassa para torna-la adequada como um auxilio de
prensa do agente de volume. Em outras modalidades, a biomassa gasta
ou torta prensada, que pode conter 6leo residual e outros componentes,
ou seja, fibra alimentar, é adequada para uso como alimento humano
ou animal ou aditivo alimentar. Em tais aplicagdes, a biomassa gasta
produzida pelos métodos da invengao pode ser chamada de "refeigao"
ou "refeigao deslipidada".

[00156] Dessa forma, a biomassa gasta produzida pelos métodos da
invengao é utii como alimento animal para animais de criagao, por
exemplo, os ruminantes, aves, suinos e de aquicultura. Esta refeigao
deslipidada, como descrito acima, € a biomassa microbiana de teor de
Oleollipidio reduzido e pode ser produzido através de um processo
mecanico (por exemplo, prensagem) ou através de um processo de
extragdo por solvente (vide abaixo), ou ambos. Normalmente, a
refeicao deslipidada tem menos de 15% de 6leo em peso. Em uma
modalidade preferida, a refeigdo deslipidada gerada a partir de
prensagem (rosca) expelidora da biomassa microbiana seguida da
extragao por solvente, tem um teor de 6leo inferior a 10% em peso.
Como descrito acima, uma refeigao deslipidada é adequada para uso
como um agente de volume (auxilio de prensa). Além disso, a refeigao
deslipidada, embora com teor de 6leo reduzido, ainda contém proteinas
de alta qualidade, carboidratos, fibras, minerais e outros nutrientes
adequados para uma alimentagao animal. Ja que as células sao
predominantemente lisadas, a refeicdo deslipidada ¢é facilmente

digerida. A refeigcdo deslipidada pode ser opcionalmente combinada
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com outros ingredientes, tais como graos, em uma alimentagao animal.
Ja que a refeigado deslipidada tem uma consisténcia em pé, pode ser
pressionada em péletes utilizando uma extrusora ou expansores, que
sao disponiveis comercialmente.

[00157] Como mencionado acima, a biomassa gasta, dependendo
da eficiéncia da etapa de prensagem, pode conter quantidades
significativas de 6leo. Enquanto que, em outras modalidades, este dleo
pode ser extraido por prensagem, em conformidade com os métodos da
invengao (por exemplo, quando a biomassa gasta € usada como um
agente de volume), a biomassa gasta também pode ser submetida a
extracao por solvente para recuperar mais Oleo a partir da biomassa
microbiana.

[00158] Um exemplo de extragao por solvente adequado para uso
em tais modalidades da invengao € extragao com hexano. Nesta
modalidade, depois que o éleo foi extraido por prensagem, a biomassa
gasta restante € misturada com hexano para extrair o teor de 6leo
restante. O dleo livre na biomassa microbiana gasta forma a micela com
o solvente (ex., hexano) e é separado dos solidos (refeicdo com
biomassa deslipidada). A miscela 6leo-solvente é filtrada e o solvente é
evaporado e reciclado para uso em futuras extragées de solventes. A
refeigao de biomassa deslipidada pode ser dessolventizada e adequada
para uso em alimentagao animal ou aditivo alimentar, em conformidade
com os métodos da invengao.

[00159] A extragao por solvente pode recuperar o 6leo livre que esta
preso ou reabsorvido na biomassa microbiana gasta, no entanto, a
extragao por solvente nao pode recuperar o 6leo que ainda esta preso
em células microbianas nao quebradas/ndo lisadas. A biomassa
microbiana que foi condicionada (e lisada) em uma extrusora ou
expansora, mas nao submetidas a alta pressdo de uma prensa de

parafuso também pode ser extraida de solvente, a fim de recuperar o
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Oleo liberado a partir da biomassa durante a etapa de condicionamento.
Ja que a eficiéncia de extragao por solvente depende da acessibilidade
do solvente ao 6leo livre, € importante aumentar a porosidade e/ou area
de superficie do material para extragao por solvente. Idealmente, para
a extragao por solvente, a biomassa microbiana gasta ou torta prensada
deve conter uma alta porcentagem de células microbianas lisadas ou
quebradas, com textura porosa e a maior area de superficie para a
extragao por solvente, ndo deve ser comprimida ou queimada e nao
deve ser em p6 e seco. Em uma modalidade preferida, a biomassa
microbiana gasta contém pelo menos 85% de células microbianas
quebradas ou lisadas.

[00160] Varios tipos de extratores de solventes sdo usados na
técnica e sao adequados para uso com a biomassa gasta como descrito
acima. Em uma modalidade, um extrator de solvente de percolagao
continuo é usado para extrair o 6Oleo residual livre de biomassa
microbiana gasta. Outro método de extragao de 6leo adequado para uso
em conformidade com os métodos da invengao é o método de extragao
por diéxido de carbono/fluido supercritico em que o diéxido de carbono
é liquefeito por pressao e aquecido até o ponto que tenha propriedades
de liquido e gas. Este fluido liquefeito entdo age como solvente na
extragao de 6leo a partir da biomassa microbiana gasta.

[00161] Os métodos de extragdo sem solventes conhecidos no
estado da técnica por lipidios também podem ser usados para a
recuperagao de 6leo a partir da biomassa gasta de acordo com os
métodos da invengao. Por exemplo, os métodos descritos na Patente
US 6.750.048 podem ser usados para recuperar o 6leo a partir da
biomassa gasta produzida pelos métodos da invengao. Outro método
de extragao sem solvente adequado envolve tratar a biomassa gasta
com um acido para criar uma pasta liquida. Opcionalmente, a pasta

pode ser sonicada para garantir a lise completa das células de
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microalgas na biomassa gasta. O lisado produzido por tratamento acido
é preferencialmente gerado em temperaturas acima da temperatura
ambiente. Tal lisado, mediante centrifugagdo ou sedimentagdo por
gravidade, pode ser separado em camadas, uma das quais € uma
solugdo aquosa: camada lipidica. Outras camadas podem incluir um
pélete sélido, uma camada aquosa e uma camada de lipidios. Os
lipidios podem ser extraidos da camada de emulsao por
congelamento/descongelamento ou resfriamento da emulsédo. Em tais
métodos, nao € necessario adicionar qualquer solvente organico,
embora em algumas modalidades, possa ser vantajoso.

[00162] A segao a seguir descreve micro-organismos uteis para a
produgao de biomassa microbiana que contém dleo adequado para uso
nos métodos da invengao.

lll. MICRO-ORGANISMOS UTEIS PARA PRODUGAO DE OLEO E
METODOS PARA CULTIVO DOS MESMOS

[00163] A presente invengao decorreu, em parte, da verificagao de
que certos micro-organismos que podem ser usados para produzir 6leo
e composig¢oes de hidrocarbonetos derivados, economicamente e em
grandes quantidades para uso no transporte de combustiveis e na
industria petroquimica, bem como outras aplicagoes. Micro-organismos
adequados incluem microalgas, bactérias oleaginosas, levedura
oleaginosa e fungos. A transesterificacdo acida de lipidios produz
ésteres de acidos graxos de cadeia longa uteis como biodiesel. Outros
processos enzimaticos podem ser aplicados a lipidios derivados desses
organismos como descrito aqui para produzir acidos graxos, aldeidos,
alcoois e alcanos. A presente invengao também fornece métodos para
o cultivo de micro-organismos como microalgas para alcangar maior
produtividade de lipidios e aumento do rendimento de lipidios.

[00164] Os micro-organismos uteis na invengdo produzem O6leo

(lipidios ou hidrocarbonetos) adequados para produgéo de biodiesel ou
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como matéria-prima para aplicagdes industriais. Hidrocarbonetos
adequados para a produgao de biodiesel incluem triacilglicerideos
(TAG), contendo moléculas de &acidos graxos de cadeia longa.
Hidrocarbonetos adequados para aplicagoes industriais, tais como
fabricagao, incluem acidos graxos, aldeidos, alcoois e alcanos. Em
algumas modalidades, os acidos graxos adequados ou alcoois
primarios correspondentes, aldeidos ou alcanos, gerados pelos
métodos descritos neste documento, contém, pelo menos, de 8 a 35
atomos de carbono. Os acidos graxos de cadeia longa para biodiesel
geralmente contém pelo menos 14 atomos de carbono ou mais.
[00165] Os acidos graxos preferidos ou alcoois primarios
correspondentes, aldeidos e alcanos para aplicagdes industriais contém
pelo menos 8 ou mais atomos de carbono. Em algumas modalidades da
invengao, os acidos graxos acima, bem como outras moléculas de
hidrocarbonetos correspondentes, séo saturados (sem ligagdes duplas
ou triplas de carbono-carbono); mono-insaturados (unica ligagao
carbono-carbono dupla), ou poli-insaturados (duas ou mais ligagbes
duplas carbono-carbono) e séo lineares (nao ciclico), e/ou tém pouca
ou nenhuma ramificagao em suas estruturas.

[00166] Os triacilgliceréis contendo cadeias de carbono com variagéao
de C8 a C22 podem ser produzidos usando os métodos da invengao e
sao preferidos em diversas aplicagoes. Para os tensoativos, os TAGs
preferidos sdo normalmente C10-C14. Para biodiesel ou diesel
renovavel, os TAGS preferidos sao normalmente C16-C18. Para
combustivel de aviagao, os TAGS preferidos sdo normalmente C8-C10.
Para nutrigao, os tags preferidos sao acidos graxos poliinsaturados C22
(como, DHA) e carotendides (como astaxantina).

[00167] Qualquer espécie de organismo que produza lipidios ou
hidrocarbonetos adequados pode ser usada nos métodos da invengao,

apesar de serem preferidos micro-organismos que produzam
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naturalmente altos niveis de lipidios ou hidrocarbonetos adequados.
Produgao de hidrocarbonetos por micro-organismos € revisado por
Metzger et al., Appl Microbiol Biotechnol (2005) 66: 486-496 and A Look
Back at the U.S. Department of Energy’s Aquatic Species Program:
Biodiesel from Algae, NREL/TP-580-24190, John Sheehan, Terri
Dunahay, John Benemann and Paul Roessler (1998), incorporado neste
documento para referéncia.

[00168] Consideragbes que afetam a selegdo de um micro-
organismo para uso na invengao incluem, além da produgao de
hidrocarbonetos adequados para biodiesel ou para aplicagbes
industriais, (1) alto teor lipidico como percentagem do peso da célula;
(2) facilidade de crescimento e (3) facilidade de processamento. Em
modalidades especificas, 0 micro-organismo produz células que pelo
menos: tém cerca de 40% a 60% ou mais (incluindo mais de 70%) de
lipidios quando colhidas para extragao de O6leo. Para algumas
aplicagdes, os organismos que crescem heterotroficamente (em agucar,
na auséncia de luz) ou podem ser desenvolvidos, sao uteis nos métodos
da invengdo. Vide Patentes US 60/837.839, 61/118.994, 11/893.364 e
12/194.389, bem como Publicacbes de Pedido de Patente US
20090004715, 20090047721, 20090011480, 20090035842,
20090061493, 20090148918; Pedido PCT no. 2009/66141 e
2009/066142, e Pedido PCT No. 2008/151149, cada um aqui
incorporado para referéncia em sua totalidade. Para aplicagées em que
um organismo sera geneticamente modificado, a facilidade de
transformagcao e disponibilidade de marcadores selecionaveis e
promotores, constitutivos e/ou induzidos, que sao funcionais no micro-
organismo afetara a selegao do organismo a ser modificado.

[00169] As microalgas de ocorréncia natural sao micro-organismos
preferidos para uso nos métodos da invengdo. Assim, em outras

modalidades preferidas da presente invengao, 0 micro-organismo que
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produz lipidio - o micro-organismo a partir do qual o 6leo é extraido,
recuperado, ou obtido - € uma microalga. Exemplos de géneros e
espécies de microalgas que podem ser usados nos métodos da
presente invengao incluem, entre outros, os seguintes géneros e
espécies de microalgas.

Tabela 1. Microalgas.

Achnanthes orientalis, Agmenellum, Amphiprora hyaline, Amphora
coffeiformis, Amphora coffeiformis linea, Amphora coffeiformis
punctata, Amphora coffeiformis taylori, Amphora coffeiformis tenuis,
Amphora delicatissima, Amphora delicatissima capitata, Amphora sp.,
Anabaena, Ankistrodesmus, Ankistrodesmus falcatus, Boekelovia
hooglandii, Borodinella sp., Botryococcus braunii, Botryococcus
sudeticus, Bracteoccocus aerius, Bracteococcus sp., Bracteacoccus
grandis, Bracteacoccus cinnabarinas, Bracteococcus minor,
Bracteococcus medionucleatus, Ctécnicaria, Chaetoceros gracilis,
Chaetoceros muelleri, Chaetoceros muelleri subsalsum, Chaetoceros
sp., Chlorella anitrata, Chlorella Antarctica, Chlorella aureoviridis,
Chlorella candida, Chlorella capsulate, Chlorella desiccate, Chlorella
ellipsoidea, Chlorella emersonii, Chlorella fusca, Chlorella fusca var.
vacuolata, Chlorella glucotropha, Chlorella infusionum, Chlorella
infusionum var. actophila, Chlorella infusionum var. auxenophila,
Chlorella kessleri, Chlorella lobophora (strain SAG 37.88), Chlorella
luteoviridis, Chlorella luteoviridis var. aureoviridis, Chlorella luteoviridis
var. lutescens, Chlorella miniata, Chlorella cf. minutissima, Chlorella
minutissima, Chlorella mutabilis, Chlorella nocturna, Chlorella ovalis,
Chlorella parva, Chlorella photophila, Chlorella pringsheimii, Chlorella
protothecoides (including any of UTEX strains 1806, 411, 264, 256,
255, 250, 249, 31, 29, 25), Chlorella protothecoides var. acidicola,
Chilorella regularis, Chlorella regularis var. minima, Chlorella regularis

var. umbricata, Chlorella reisiglii, Chlorella saccharophila, Chlorella
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saccharophila var. ellipsoidea, Chlorella salina, Chlorella simplex,
Chlorella sorokiniana, Chlorella sp., Chlorella sphaerica, Chlorella
stigmatophora, Chlorella vanniellii, Chlorella vulgaris, Chlorella
vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. autotrophica, Chlorella vulgaris
var. viridis, Chlorella vulgaris var. vulgaris, Chlorella vulgaris var.
vulgaris f. tertia, Chlorella vulgaris var. vulgaris f. viridis, Chlorella
xanthella, Chlorella zofingiensis, Chlorella trebouxioides, Chlorella
vulgaris, Chlorococcum infusionum, Chlorococcum sp., Chlorogonium,
Chroomonas sp., Chrysosphaera sp., Cricosphaera sp.,
Crypthecodinium cohnii, Cryptomonas sp., Cyclotella cryptica,
Cyclotella meneghiniana, Cyclotella sp., Dunaliella sp., Dunaliella
bardawil, Dunaliella bioculata, Dunaliella granulate, Dunaliella
maritime, Dunaliella minuta, Dunaliella parva, Dunaliella peircei,
Dunaliella primolecta, Dunaliella salina, Dunaliella terricola, Dunaliella
tertiolecta, Dunaliella viridis, Dunaliella tertiolecta, Eremosphaera
viridis, Eremosphaera sp., Ellipsoidon sp., Euglena, Franceia sp.,
Fragilaria crotonensis, Fragilaria sp., Gleocapsa sp., Gloeothamnion
sp., Hymenomonas sp., Isochrysis aff. galbana, Isochrysis galbana,
Lepocinclis, Micractinium, Micractinium (UTEX LB 2614),
Monoraphidium minutum, Monoraphidium sp., Nannochloris sp.,
Nannochloropsis salina, Nannochloropsis sp., Navicula acceptata,
Navicula biskanterae, Navicula pseudotenelloides, Navicula
pelliculosa, Navicula saprophila, Navicula sp., Neochloris
oleabundans, Nephrochloris sp., Nephroselmis sp., Nitschia
communis, Nitzschia alexandrina, Nitzschia communis, Nitzschia
dissipata, Nitzschia frustulum, Nitzschia hantzschiana, Nitzschia
inconspicua, Nitzschia intermedia, Nitzschia microcephala, Nitzschia
pusilla, Nitzschia pusilla elliptica, Nitzschia pusilla monoensis,
Nitzschia quadrangular, Nitzschia sp., Ochromonas sp., Oocystis

parva, Oocystis pusilla, Oocystis sp., Oscillatoria limnetica, Oscillatoria
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sp., Oscillatoria subbrevis, ParaChlorella beijerinckii, ParaChlorella
kessleri, Pascheria acidophila, Pavilova sp., Phagus, Phormidium,
Platymonas sp., Pleurochrysis ctécnicarae, Pleurochrysis dentate,
Pleurochrysis sp., Prototheca stagnora, Prototheca portoricensis,
Prototheca moriformis, Prototheca wickerhamii, Prototheca zopfii,
PseudoChlorella aquatica, Pyramimonas sp., Pyrobotrys, Sarcinoid
chrysophyte, Scenedesmus armatus, Scenedesmus rubescens,
Schizochytrium, Spirogyra, Spirulina platensis, Stichococcus sp.,
Synechococcus sp., Tetraedron, Tetraselmis sp., Tetraselmis suecica,

Thalassiosira weissflogii, e Viridiella fridericiana.

[00170] Em outras modalidades preferidas da presente invengao, o
micro-organismo que produz um lipidio ou um micro-organismo a partir
do qual o éleo pode ser extraido, recuperado, ou obtido € um organismo
de uma espécie do género Chlorella. Em outras modalidades preferidas,
as microalgas sa@o Chlorella protothecoides, Chlorella ellipsoidea,
Chlorella minutissima, Chlorella zofinienesi, Chlorella Iuteoviridis,
Chlorella kessleri, Chlorella sorokiniana, Chlorella fusca var. vacuolata
Chlorella sp., Chlorella cf. minutissima ou Chlorella emersonii. Chlorella
€ um género de algas verdes unicelulares, pertencente ao phylum
Chlorophyta. E esférico na forma, aproximadamente de 2 a 10 uym de
diametro e sem flagelados. Algumas espécies de Chlorella sao
naturalmente heterotroficas. Chlorella, particularmente Chlorella
protothecoides, € um micro-organismo preferido para uso na invengao
devido a sua alta composigao de lipidios e sua capacidade de crescer
heterotroficamente.

[00171] Chlorella, preferencialmente, Chlorella protothecoides,
Chlorella minutissima ou Chlorella emersonii, podem ser geneticamente
modificados para expressar um ou mais genes heterélogos
("transgenes"). Exemplos de expresséo de transgenes em, por exemplo,
Chlorella, podem ser encontrados na literatura (vide, por exemplo,
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Current Microbiology Vol. 35 (1997), pp. 356-362; Sheng Wu Gong
Cheng Xue Bao. 2000 Jul;16(4):443-6; Current Microbiology Vol. 38
(1999), pp.- 335-341; Appl Microbiol Biotechnol (2006) 72: 197-205;
Marine Biotechnology 4, 63—73, 2002; Current Genetics 39:5, 365-370
(2001); Plant Cell Reports 18:9, 778-780, (1999); Biologia Plantarium
42(2): 209-216, (1999); Plant Pathol. J 21(1): 13-20, (2005)), e tais
referéncias sao incorporada neste documentos como método de ensino
e materiais para introdugao e expressao de genes de interesse em tais
organismos, como os pedidos de patente referidos acima. Outras
microalgas produtoras de lipidios podem ser modificadas, incluindo
microalgas procaridticas (vide Kalscheuer et al. Applied Microbiology
and Biotechnology, Volume 52, Number 4/October, 1999), que séo
adequadas para uso nos métodos da invengao.

[00172] Espécies de Chlorella adequadas para uso na invengao
também podem ser identificadas por um método que envolve a
amplificagéo de regides alvo do genoma. Por exemplo, a identificagao
de uma determinada espécie ou estirpe Chlorella pode ser alcangada
através de amplificacdo e sequenciamento de DNA nuclear e/ou
cloroplasto usando primers e metodologia que usa qualquer regiao do
genoma, tais como, por exemplo, os métodos descritos em Wu et al.,
Bot. Bull. Acad. Sin. 42:115-121 (2001). A identificagao de Chlorella spp.
isola com o uso de sequéncias de DNA ribossomal. Os métodos bem
estabelecidos de analise filogenética, como amplificagdo e
sequenciamento do espagador interno transcrito ribossomal (ITS1 e
ITS2 rDNA), 18S rRNA, e outras regides gendmicas conservadas
podem ser usadas por aqueles versados na técnica para identificar nao
somente espécies de Chlorella, mas outros organismos que produzem
lipidios e Oleo capazes de usar os métodos divulgados neste
documento. Para exemplos de métodos de identificagao e classificagao
de algas vide Genetics, 170 (4) :1601-10 (2005) e RNA, 11 (4) :361-4
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(2005).

[00173] Uma comparagao do DNA gendmico também pode ser
usada para identificar as espécies adequadas de microalgas para uso
nos métodos da presente invengao. As regides de DNA conservadas,
incluindo, entre outros, codificagdo de DNA 23S rRNA, podem ser
ampliadas a partir de espécies de microalgas e comparadas com
sequéncias de consenso para triagem de espécies de microalgas que
sao taxonomicamente relacionadas a microalgas preferidas para uso
nos métodos da presente invengdo. Comparagdes gendmicas de DNA
semelhantes também podem ser usadas para identificar as espécies
adequadas de levedura oleaginosa para uso nos métodos da presente
invengao. As regides de DNA gendmico conservado, tais como, entre
outros, sequéncias gendmicas conservadas entre trés regides principais
de genes 18S de fungos e cinco regides principais de genes 26S rRNA
de fungos podem ser amplificadas a partir de espécies de levedura
oleaginosa que pode ser, por exemplo, taxonomicamente relacionada
as espécies de levedura oleaginosa usadas na presente invengao e
comparadas com as regides correspondentes das espécies preferidas.
O exemplo 13 descreve o sequenciamento gendmico das regides 3’
conservadas de 18S de fungos e regides 5’ de 26S rRNA 26S de fungos
para 48 fitas de leveduras oleaginosas e as sequéncias gendmicas séo
listados como SEQ ID NOs: 37-69.

[00174] Em algumas modalidades, a levedura oleaginosa preferida
para uso nos métodos da presente invengao tém sequéncias de DNA
gendmico de codificagdo 18S de fungos e sequéncia gendmica 26S
rRNA com pelo menos 75%, 85% ou 95% de identidade de nucleotideos
para um ou mais SEQ ID NOs: 37-69.

[00175] Em algumas modalidades, as microalgas preferidas para uso
nos métodos da presente invengao tém sequéncias de DNA gendmico

de codificagao de rRNA 23S que sao pelo menos 99%, ou, pelo menos,
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95%, ou, pelo menos, 90%, ou pelo menos 85% idénticos a uma
sequéncias de 23S rRNA de uma espécie Chlorella.

[00176] A Prototheca é um género de microalgas unicelulares que
parece ser mutante nao-fotossintética de Chlorella. Enquanto Chlorella
pode obter sua energia através da fotossintese, as espécies do género
Prototheca sao heterotréficos obrigatérios. Prototheca sao esféricos na
forma, aproximadamente 2-15 micrometros de diametro, e necessitam
de flagelos. Em outras modalidades preferidas, as microalgas usadas
nos métodos da invengao sao selecionadas a partir da seguinte espécie
de Prototheca: Prototheca stagnora, Prototheca portoricensis,
Prototheca moriformis, Prototheca wickerhamii e Prototheca zopfii.
[00177] Em algumas modalidades, as microalgas preferidas para uso
nos métodos da presente invengao. As regibes de DNA gendmico
conservado, tais como, entre outros, sequéncias gendmicas
conservadas entre trés regides principais de genes 18S de fungos e
cinco regides principais de genes 26S rRNA de fungos podem ser
amplificadas a partir de espécies de levedura oleaginosa que pode ser,
por exemplo, taxonomicamente relacionada as espécies de levedura
oleaginosa usadas na presente invengao e comparadas com as regioes
correspondentes das espécies preferidas. O exemplo 13 descreve o
sequenciamento gendmico das regides 3’ conservadas de 18S de
fungos e regides 5 de 26S rRNA 26S de fungos para 48 fitas de
leveduras oleaginosas e as sequéncias gendmicas sao listadas como
SEQ ID NOs: 37-76.

[00178] Em algumas modalidades, a levedura oleaginosa preferida
para uso nos métodos da presente invengao tém sequéncias de DNA
gendmico de codificagdo 18S de fungos e sequéncia gendmica 26S
rRNA com pelo menos 75%, 85% ou 95% de identidade de nucleotideos
para um ou mais SEQ ID NOs: 37-76.

[00179] Em algumas modalidades, as microalgas preferidas para uso
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nos métodos da presente invengao tém sequéncias de DNA gendmico
de codificagdo de rRNA 23S que sao pelo menos 99%, ou, pelo menos,
95%, ou, pelo menos, 90%, ou pelo menos 85% idénticos a uma
sequéncias de 23S rRNA de uma espécie Chlorella.

[00180] A Prototheca é um género de microalgas unicelulares que
parece ser mutante nao-fotossintética de Chlorella. Enquanto Chlorella
pode obter sua energia através da fotossintese, as espécies do género
Prototheca sao heterotréficos obrigatérios. Prototheca sao esféricos na
forma, aproximadamente 2-15 micrometros de diametro, e necessitam
de flagelos. Em outras modalidades preferidas, as microalgas usadas
nos métodos da invengao sao selecionadas a partir da seguinte espécie
de Prototheca: Prototheca stagnora, Prototheca portoricensis,
Prototheca moriformis, Prototheca wickerhamii e Prototheca zopfii.
[00181] Em algumas modalidades, as microalgas preferidas para uso
nos métodos da presente invengao tém sequéncias de DNA gendmico
de codificagao de 23S rRNA 23S que tém pelo menos 99%, ou, pelo
menos, 95%, ou, pelo menos, 90%, ou pelo menos 85% idénticos a um
sequéncia 23S rRNA de uma espécie Prototheca.

[00182] Além da Prototheca e Chlorella, outras microalgas podem
ser usadas de acordo com os métodos da presente invengao. Em outras
modalidades preferidas, as microalgas sao selecionadas a partir de um
género ou espécie de qualquer um dos géneros e espécies a seguir:
Parachlorella  kessleri, Parachlorella beijerinckii, Neochloris
oleabundans, Bracteacoccus grandis, Bracteacoccus cinnabarinas,
Bracteococcus aerius, Bracteococcus sp. or Scenedesmus rebescens.
Outros exemplos nao restritos de microalgas (incluindo Chlorella) estao
listados na tabela 1, acima.

[00183] Além das microalgas, a levedura oleaginosa pode acumular
mais de 20% do seu peso de célula seca como lipidios e serem uteis
nos métodos da invengdao. Em uma modalidade preferida da presente
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invengao, um micro-organismo que produz um lipidio ou um micro-
organismo a partir do qual o éleo pode ser extraido, recuperado, ou
obtido, € uma levedura oleaginosa. Os exemplos de levedura
oleaginosa que podem ser usados nos métodos da presente invengao
incluem, entre outros, a levedura oleaginosa listada na tabela 2.
Métodos ilustrativos para o cultivo de levedura oleaginosa (Yarrowia
lipolytica e Rhodotorula graminis) para atingir alto teor de d6leo séao
fornecidos nos exemplos a seguir.

Tabela 2. Leveduras Oleaginosas.

Candida apicola, Candida sp., Cryptococcus curvatus, Cryptococcus
terricolus, Debaromyces hansenii, Endomycopsis vernalis,
Geotrichum carabidarum, Geotrichum cucujoidarum, Geotrichum
histeridarum, Geotrichum silvicola, Geotrichum vulgare, Hyphopichia
burtonii, Lipomyces lipofer, Lypomyces orentalis, Lipomyces starkeyi,
Lipomyces tetrasporous, Pichia ~mexicana, @ Rodosporidium
sphaerocarpum, Rhodosporidium toruloides Rhodotorula aurantiaca,
Rhodotorula dairenensis, Rhodotorula diffluens, Rhodotorula glutinus,
Rhodotorula glutinis var. glutinis, Rhodotorula gracilis, Rhodotorula
graminis Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa,Rhodotorula
mucilaginosa var. mucilaginosa, Rhodotorula terpenoidalis,
Rhodotorula toruloides, Sporobolomyces alborubescens, Starmerella
bombicola, Torulaspora delbruekii, Torulaspora pretoriensis,
Trichosporon behrend, Trichosporon brassicae, Trichosporon
domesticum,  Trichosporon laibachii,  Trichosporon loubieri,
Trichosporon loubieri var. loubieri, Trichosporon montevideense,
Trichosporon pullulans, Trichosporon sp., Wickerhamomyces

Canadensis, Yarrowia lipolytica, e Zygoascus meyerae.

[00184] Em uma modalidade preferida da presente invengdao, um
micro-organismo que produz um lipidio ou um micro-organismo a partir

do qual um lipidio pode ser extraido, recuperado ou obtido, € um fungo.
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Exemplos de fungos que podem ser usados nos métodos da presente
invengao incluem, entre outros, os fungos listados na tabela 3.

Tabela 3. Fungos Oleaginosos.

Mortierella, Mortierrla vinacea, Mortierella alpine, Pythium
debaryanum, Mucor circinelloides, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
terreus, Pennicillium iilacinum, Hensenulo, Chaetomium,

Cladosporium, Malbranchea, Rhizopus, e Pythium

[00185] Assim, em uma modalidade da presente invengao, 0 micro-
organismo usado para a produgao de biomassa microbiana para uso
nos métodos da invengao é um fungo. Exemplos de fungos adequados
(por exemplo, Mortierella alpine, Mucor circinelloides e Aspergillus
ochraceus) incluem aqueles que demonstraram ser receptivos a
manipulagéo genética, como descrito na literatura (vide , por exemplo,
Microbiology, Jul; 153(Pt.7): 2013-25 (2007); Mol Genet Genomics, Jun;
271(5): 595-602 (2004); Curr Genet, Mar;21(3):215-23 (1992); Current
Microbiology, 30(2):83-86 (1995); Sakuradani, NISR Research Grant,
"Studies of Metabolic Engineering of Useful Lipid-producing
Microorganisms" (2004); e PCT/JP2004/012021).

[00186] Em outras modalidades da presente invengao, um micro-
organismo que produz um lipidio ou um micro-organismo a partir do qual
0 Oleo pode ser extraido, recuperado, ou obtido € uma bactéria
oleaginosa. Bactérias oleaginosas sao bactérias que podem acumular
mais de 20% do seu peso de celula seca como lipidios. Espécies de
bactérias oleaginosas para uso nos métodos da presente invengao,
incluem espécies do género Rhodococcus, como Rhodococcus opacus
e Rhodococcus sp. Métodos de cultivo de bactérias oleaginosas, como
Rhodococcus opacus, sao conhecidos no estado da técnica (vide
Waltermann, et al, (2000) Microbiology, 146:1143-1149). Sao fornecidos
métodos ilustrativos para o cultivo de Rhodococcus opacus para atingir

alto teor de 6leo nos exemplos abaixo.
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[00187] Para produzir biomassa microbiana contendo 6leo adequado
para uso nos métodos da invengao, os micro-organismos sao cultivados
para a produgao de 6leo (por exemplo, hidrocarbonetos, lipidios, acidos
graxos, aldeidos, alcoois e alcanos). Este tipo de cultura € normalmente
primeiro realizada em pequena escala e, inicialmente, pelo menos, em
condigdes em que o0 micro-organismo de partida possa crescer. Por
exemplo, se 0 micro-organismo de partida € uma fotoautotrofico, a
cultura inicial é feita na presencga de luz. As condigdes de cultura podem
ser alteradas se o micro-organismo é evoluido ou modificado para
crescer de forma independente da luz. A cultura para fins de produgao
de hidrocarbonetos é preferencialmente realizada em grande escala.
Preferencialmente, uma fonte de carbono fixo estd presente em
excesso. A cultura também pode estar exposta a luz por um periodo ou
todo periodo, se desejado ou benéfico.

[00188] As microalgas podem ser cultivadas em meios liquidos. A
cultura pode ser contida em um biorreator. Opcionalmente, o biorreator
nao permite a entrada de luz. Alternativamente, as microalgas podem
ser cultivadas em fotobioreatores que contém uma fonte de carbono fixo
e permitem que a luz atinja as células. Para as células de microalgas
que podem utilizar a luz como fonte de energia, a exposi¢gao dessas
células a luz, mesmo na presenga de uma fonte de carbono fixo que as
células transportam e utilizam (ou seja, o crescimento mixotréfico), no
entanto, acelera o crescimento em relagao ao cultivo dessas células no
escuro. Os parametros de condigao de cultura podem ser manipulados
para otimizar a producéao total de dleo, a combinagao de espécies de
hidrocarbonetos produzidos e/ou produgao de uma dada espécie de
hidrocarboneto. Em alguns casos, é preferivel células de cultura no
escuro, como, por exemplo, ao utilizar fermentadores extremamente
grandes (40 mil litros ou mais) que néo permitem que a luz atinja uma

proporgao significativa (ou qualquer) da cultura.
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[00189] O meio de cultura de microalgas normalmente contém
componentes como uma fonte de nitrogénio fixa, oligoelementos,
opcionalmente, um tampao para a manutengao do pH e fosfato. Os
componentes, além de uma fonte de carbono fixo, tais como acetato ou
glicose, podem incluir sais como o cloreto de sédio, principalmente para
microalgas marinhas. Exemplos de oligoelementos incluem boro, zinco,
cobalto, cobre, manganés, molibdénio e, em, por exemplo, as
respectivas formas de ZnCl2, H3BO3, CoCl2 « 6H20, CuCl2 * 2H20, MnCl2
* 4H20 e (NH4)6M07024 ¢ 4H20. Outros parametros de culturas também
podem ser manipulados, como o pH do meio de cultura, a identidade e
a concentragao de oligoelementos e outros constituintes do meio.
[00190] Para os organismos capazes de crescer em uma fonte de
carbono fixo, a fonte de carbono fixo pode ser, por exemplo, glicose,
frutose, sacarose, galactose, xilose, manose, ramnose, glicerol, N-
acetilglicosamina, floridosideo, acido glicurénico e/ou acetato. Uma ou
mais fonte(s) de carbono fixa(s) fornecida(s) exogenamente podem ser
fornecidas ao meio de cultura a uma concentragdo de, pelo menos,
cerca de 50 p M de pelo menos 500 mM, e em varias quantias nesta
faixa (ou seja, 100 uM, 500 uM, 5§ mM, 50 mM).

[00191] Certas microalgas podem ser cultivadas na presenga de luz.
O numero de fétons que atinge uma cultura de células de microalgas
pode ser manipulado, bem como outros parametros, tais como o
espectro de comprimento de onda e relagao de escuro: horas de luz por
dia. Microalgas podem ser cultivadas em luz natural, bem como
combinagdes simultaneas e/ou alternativas de luz natural e luz artificial.
Por exemplo, as microalgas do género Chlorella podem ser cultivadas
sob luz natural durante o dia e sob luz artificial durante a noite.

[00192] O teor de gas de um fotobioreator para crescer micro-
organismos, tal como microalgas, pode ser manipulado. Parte do

volume de um fotobioreator pode conter gas ao invés de liquidos. As
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entradas de gas podem ser usadas para bombear gases no
fotobioreator. Qualquer gas pode ser bombeado para um fotobioreator,
incluindo ar, misturas de ar/CO>, gases nobres como argdnio e outros.
A taxa de entrada de gas em um fotobioreator também pode ser
manipulada. Ao aumentar o fluxo de gas em um fotobioreator, aumenta
a turbidez de uma cultura de microalgas. A colocagao de gases d
transporte também pode afetar a turbidez de uma cultura a uma
determinada taxa de fluxo de gas. As misturas Ar/CO2 podem ser
moduladas para gerar quantidades ideais de CO2 para o crescimento
maximo por um organismo particular. As microalgas crescem
significativamente mais rapido na luz, por exemplo, 3% de CO2/97% no
ar do que 100% no ar. 3% de CO2/97% de ar tem aproximadamente 100
vezes mais CO2 do que o encontrado no ar. Por exemplo, as misturas
de CO2 e ar em uma faixa de cerca de 99,75% de ar: 0,25% de CO2
para 95,00% de ar: 5,0% de CO:2 pode ser infundido em um biorreator
ou fotobioreator.

[00193] As culturas de microalgas também podem ser submetidas a
mistura usando dispositivos como laminas giratérias e impulsores,
agitagao de cultura, barras de agitagao, infusdo de gas pressurizado, e
outros instrumentos; tais métodos podem ser usados para assegurar
que todas as células em um fotobioreator estdo expostas a luz, mas
certamente encontram aplicagao em culturas de células que nao estao
usando a luz como fonte de energia.

[00194] Algumas espécies de microalgas podem crescer utilizando
uma fonte de carbono fixo, como a glicose ou acetato, na auséncia de
luz. Esse crescimento & conhecido como crescimento heterotréfico.
Para Chlorella protothecoides, por exemplo, os resultados de
crescimento heterotréfico em alta produgéao de biomassa e acumulo de
alto teor lipidico. Assim, uma alternativa para o crescimento

fotossintético e propagagao de micro-organismos, como descrito acima,
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€@ o uso de crescimento heterotrofico e propagagcédo de micro-
organismos, em condigées em que uma fonte de carbono fixo fornece
energia para o crescimento e acumulo de lipidios. Em algumas
modalidades, a fonte de energia fixa de carbono compreende material
celulésico, incluindo material celulésico despolimerizado, um agucar de
5 carbonos ou um agucar de 6 carbonos.

[00195] Métodos para o crescimento e propagagao de Chlorella
protothecoides a niveis elevados do 6leo como uma porcentagem do
peso seco foram relatados (vide, por exemplo, Miao e Wu, J.
Biotechnology, 2004, 11:85-93 e Miao e Wu, Biosource Technology
(2006) 97:841-846, relatando os métodos para a obtengédo de 55% de
6leo de peso celular seco).

[00196] A publicagdo PCT WO02008/151149, incorporada neste
documento para referéncia, descreve as condigbes de crescimento
preferidas para a Chlorella. Multiplas espécies de Chlorella e multiplas
cepas dentro de uma espécie podem ser cultivadas na presenga de
glicerol. O pedido de patente acima descreve os parametros de cultura
que incorporam o uso de glicerol para a fermentagao de varios géneros
de microalgas. Multiplas espécies de Chlorella e cepas nao s6 se
proliferam muito bem em glicerol grau reagente purificado, mas também
no subproduto do glicerol acidulado e nao-acidulado de
transesterificagao de biodiesel. Em alguns casos, as microalgas, como
cepas Chlorella, sofrem divisdo celular mais rapido na presenga de
glicerol do que na presenga de glicose. Nestes casos, 0s processos de
crescimento em dois estagios nos quais as células sao primeiro
alimentadas glicerol para aumentar a densidade de células, e depois
sao alimentadas de glicose para acumular lipidios, pode aperfeigoar a
eficiéncia com que os lipidios sao produzidos.

[00197] Outras matérias-primas para o cultivo de microalgas sob

condigdes de crescimento heterotréfico para fins da presente invengao
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incluem misturas de glicerol e glicose, as misturas de glicose e xilose,
misturas de frutose e glicose, sacarose, glicose, frutose, xilose,
arabinose, manose, galactose, acetato, e melago. Outras matérias-
primas apropriadas incluem amido de milho, polpa de sacarina, e paingo
amarelo em combinagao com as enzimas de despolimerizagao.
[00198] Para a producgao de lipidios e Oleo, as células, incluindo
células recombinantes, normalmente sado fermentadas em grandes
quantidades. O cultivo pode ser em grandes volumes liquidos, tais como
em culturas em suspensao como um exemplo. Outros exemplos incluem
comegar com uma pequena cultura de células que se expande em uma
grande biomassa em combinagdao com o crescimento e propagagao
celular bem como a produgédo de lipidios (6leo). O biorreatores ou
fermentadores de ago podem ser usados para acomodar grandes
volumes de cultura. Por essas fermentagdes, o uso de condigdes de
crescimento fotossintético pode ser impossivel ou pelo menos pouco
viavel e eficiente, por isso preferem-se condigoes de crescimento de
heterotroficos.

[00199] As fontes de nutrientes apropriadas para a cultura num
fermentador para as condigbes de crescimento heterotréfico incluem
matérias-primas como um ou mais dos seguintes: fonte de carbono fixo,
como a glicose, amido de milho, material celulésico despolimerizado,
sacarose, cana de agucar, sacarina, lactose, soro de leite, melago, ou
semelhantes; uma fonte de nitrogénio, como a proteina, farelo de soja,
bebidas alcodlicas, milhocina, amdnia (pura ou em forma de sal), nitrato
ou sal de nitrato; e uma fonte de fésforo, tais como sais de fosfato. Além
disso, um fermentador para as condigbes de crescimento de
heterotréfico permite o controle das condigbes de cultivo, como
temperatura, pH, tensao de oxigénio e niveis de diéxido de carbono.
Opcionalmente, componentes gasosos, como oxigénio ou nitrogénio,

podem formar bolhas através de uma cultura liquida. Outras fontes de
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amido (glicose) incluem batatas, trigo, arroz e sorgo. Outras fontes de
carbono incluem correntes de processo, como glicerina de grau técnico,
licor negro, e acidos organicos, tais como acetato e melago. As fontes
de carbono também podem ser fornecidas como uma mistura, tal como
uma mistura de sacarose e polpa de sacarina despolimerizada.

[00200] Um fermentador para as condigdbes de crescimento
heterotréfico pode ser usado para permitir que as células sejam
submetidas as varias fases do seu ciclo fisiologico. Como exemplo, um
indculo de células produtoras de lipidios pode ser introduzido em um
meio seguido por um periodo de defasagem (fase de retardo) antes de
as células comegam a se propagar. Apos o periodo de atraso, a taxa de
propagagao aumenta de forma constante e entra na fase log ou fase
exponencial. A fase exponencial por sua vez é seguida por uma
desaceleragao da propagagao devido a diminuigao em nutrientes como
o nitrogénio, aumento de substancias toxicas, e mecanismos "quorum
sensing". Apos esta desaceleragao, a propagagao é interrompida, e as
células entram em uma fase estacionaria ou estado de crescimento
constante, dependendo do ambiente especifico fornecido as células.
[00201] Em um método de cultura de heterotréficos util para fins da
presente invengao, 0s micro-organismos sao cultivados usando
biomassa celulosica despolimerizada como matéria-prima. Ao contrario
de outras matérias-primas que podem ser usadas para 0S micro-
organismos da cultura, como o amido de milho ou sacarose da cana de
agucar ou sacarina, a biomassa celuldsica (despolimerizada ou nao)
nao é adequada para o consumo humano. A biomassa celulésica (por
exemplo, espiga, como espiga de milho) é barata e de facil acesso, no
entanto, as tentativas de usar esse material como matéria-prima para o
fermento falharam. Em particular, tais matérias-primas s&o inibitorias
para o crescimento do fermento e o fermento ndo pode usar os agucares

de carbono 5 produzido a partir de materiais celuldsicos (por exemplo,
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xilose de hemi-celulose). Por outro lado, as microalgas podem proliferar
em material celulésico despolimerizado. Assim, a invengao contempla
métodos de cultivo de microalgas em condigdes de crescimento
heterotréfico na presenga de um material celuldésico e/ou um agucar de
5 carbonos. Os materiais celulésicos geralmente incluem: 40 a 60% de
celulose, 20 a 40% de hemicelulosee 10 a 30% de lignina.

[00202] Os materiais celulésicos adequados incluem os residuos das
culturas energéticas herbaceas e lenhosas, bem como culturas
agricolas, ou seja, as partes da planta, principalmente caules e folhas
normalmente nao retirados dos campos com o principal alimento ou
produto de fibra. Exemplos incluem residuos agricolas, como bagago de
cana, casca de arroz, fibra de milho (incluindo talos, folhas, cascas, e
espigas), palha de trigo, palha de arroz, polpa de sacarina, polpa citrica,
cascas de frutas citricas; residuos florestais, como timberadeira e
desbastes e residuos de madeira e madeiras resinosas de operagoes
timber; residuos de madeira, como residuos de serraria (lascas de
madeira, serragem) e residuos de celulose, residuos urbanos, tais como
pedacos de papel de residuos sélidos urbanos, residuos de madeira
urbanos e residuos verdes urbanos, tais como o paingo amarelo e
residuo de construgdo em madeira. Outros celuldsicos incluem culturas
de celulose, tais como paingo amarelo, madeira hibrida, miscanto, cana-
de-fibra e sorgo. Os agucares de 5 carbonos que s&o produzidos a partir
de tais materiais incluem xilose.

[00203] Alguns micrébios sao capazes de processar material
celulésico e usam diretamente materiais celulésicos como fonte de
carbono. No entanto, o material celulésico pode precisar ser tratado
para aumentar a area de superficie acessivel ou para a celulose ser a
primeira dividida como uma preparagao para a utilizagao microbiana
como fonte de carbono. Formas de preparagao ou pré-tratamento de

material celulésico para digestao enzimatica sao bem conhecidos no
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estado da técnica. Os métodos séo divididos em duas categorias
principais: (1) quebra de material celulésico em particulas menores para
aumentar a area de superficie acessivel, e (2) tratamento quimico do
material celulésico para criar um substrato util para a digestao
enzimatica.

[00204] Os métodos para aumentar a area de superficie acessivel
incluem explosao de vapor, que envolve o uso de vapor em altas
temperaturas para dividir materiais celulésicos. Devido a exigéncia de
alta temperatura do processo, alguns agucares no material celuldsico
podem ser perdidos, reduzindo assim a fonte de carbono disponivel
para digestdao enzimatica (vide, por exemplo, Chahal, D.S. et al,
Proceedings of the 2" World Congress of Chemical Engineering; (1981)
and Kaar et al., Biomass and Bioenergy (1998) 14(3): 277-87). A
explosdao de amdnia permite uma explosao de material celulésico em
uma temperatura mais baixa, mas € mais caro para execugao e a
amonia pode interferir nos processos de digestdo enzimatica
subsequente (vide , por exemplo, Dale, B.E. et al., Biotechnology and
Bioengineering (1982); 12: 31-43). Outra técnica de explosao envolve o
uso de explosao de dioxido de carbono supercritico para quebrar o
material celulésico em fragmentos menores (vide , por exemplo, Zheng
et al., Biotechnology Letters (1995); 17(8): 845-850).

[00205] Métodos para tratar quimicamente o material celuldsico para
criar substratos uteis para a digestao de enzimas também sao
conhecidos no estado da técnica. A Patente US 7.413.882, incorporada
neste documento para referéncia, descreve o uso de micrdbios
geneticamente modificados que secretam beta-glicosidase no caldo de
fermentagdo e tratamento de material celulésico com o caldo de
fermentagao para melhorar a hidrélise de material celulésico em glicose.
O material celulésico também pode ser tratado com acidos fortes e

bases para ajudar a digestdo enzimatica subsequente. A Patente US
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3.617.431, incorporada neste documento para referéncia, descreve o
uso de digestao alcalina para quebrar materiais celuldsicos.

[00206] Os micro-organismos podem ter a capacidade de usar uma
matéria-prima nao comestivel, tais como material celulésico ou glicerol,
como fonte de carbono (ou um material celuldsico pré-tratado como
fonte de carbono) e a capacidade natural para produzir d6leos
comestiveis. Ao utilizar essas duas propriedades, material celulésico ou
glicerol, que normalmente n&o é parte da cadeia alimentar humana (em
oposigao a glucose de milho e sacarose da cana de agucar e da
sacarina, que sao composi¢goes de alimentos adequados para consumo
humano) podem ser convertidos em Oleos comestiveis altamente
nutritivos, que podem fornecer nutrientes e calorias, como parte da dieta
diaria humana (ou animal). Desta forma, matérias-primas nao
comestiveis podem ser transformadas em 6leos comestiveis altamente
nutritivos e outros produtos alimenticios e composi¢gdes de alimentos
que contém estes 6leos comestiveis altamente nutritivos, bem como
Oleos uteis para outros fins.

[00207] Os biorreatores podem ser empregados para os métodos de
crescimento e propagacao heterotroficos. Como sera considerado,
providéncias feitas para tornar a luz disponivel para as células em
métodos de crescimento de fotossintese sao desnecessarias quando se
utiiza uma fonte de carbono fixo nos métodos de crescimento e
propagacgao heterotréficos descritos neste documento.

[00208] Os exemplos especificos de condigdes de processo e
métodos de crescimento e propagacado heterotrofica descritos neste
documento podem ser combinados de todas as formas para aumentar
a eficiéncia de crescimento microbiano e produgao de lipidios. Por
exemplo, os microbios com maior capacidade de utilizar qualquer uma
das matérias-primas acima descritas para 0 aumento da proliferagao

e/ou produgao de lipidios podem ser usados nos métodos da invengao.
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[00209] O crescimento mixotréfico envolve o uso de luz e fonte de
carbono fixo como fontes de energia para cultivar células cultivar. O
crescimento mixotréfico pode ser realizado em um fotobioreator. As
microalgas podem ser cultivadas e mantidas em fotobiorreatores
fechados, feito de diferentes tipos de material transparente ou
semitransparente. Esse material pode incluir caixas de Plexiglass®,
caixas de vidro, sacolas feitas a partir de substancias como o polietileno,
tubos transparentes ou semitransparentes e outros materiais. As
microalgas podem ser cultivadas e mantidas em fotobioreatores
abertos, tais como lagoas, tanques de decantagao e outros recipientes
nao fechados. A discussao a seguir de fotobiorreatores uteis para as
condigdes de crescimento mixotréfico é aplicavel a condigbes de
crescimento fotossintético.

[00210] Os fotobiorreatores podem ter portas que permitem entrada
de gases, solidos, semissadlidos e liquidos dentro da camara contendo
microalgas. As portas estao geralmente ligadas a tubos ou outros meios
de substancias de transporte. As portas de gas, por exemplo,
transmitem gases para a cultura. O bombeamento de gases em um
fotobioreator pode servir tanto para alimentar as células de CO2 e outros
gases e para arejar a cultura e, portanto, gerar turbidez. A quantidade
de turbidez de uma cultura varia conforme o0 numero e a posi¢gao das
portas de gas sao alterados. Por exemplo, as portas de gas podem ser
colocadas ao longo do fundo de um saco de polietileno cilindrico. As
microalgas crescem mais rapido quando o CO é adicionado ao ar e
formam bolhas em um fotobioreator. Por exemplo, uma mistura de 5%
de CO2 e 95% de ar pode ser infundida em um fotobioreator contendo
células Botryococcus para tais fins (vide , por exemplo, J Agric Food
Chem. 54(13):4593-9 (2006); J Biosci Bioeng. 87(6):811-5 (1999); and
J Nat Prod. 66(6):772-8 (2003)).

[00211] Os fotobiorreatores podem ser expostos a uma ou mais
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fontes de luz para fornecer microalgas com luz como fonte de energia
através de luz direcionada a uma superficie do fotobioreator.
Preferencialmente a fonte de luz fornece uma intensidade que é
suficiente para as células crescerem, mas nao tao intensa a ponto de
causar dano oxidativo ou causar uma resposta fotoinibidora. Em alguns
casos, uma fonte de luz tem um comprimento de onda que imita ou
aproximadamente imita a faixa do sol. Em outros casos, uma gama de
comprimento de onda diferente é usada. Os fotobiorreatores podem ser
colocados ao ar livre ou em uma instalagao de estufas ou outros que
permitam que a luz solar atinja uma superficie. As intensidades de féton
preferidas para espécies do género Botryococcus sao entre 25 e 500 uE
m2 s (vide , por exemplo Photosynth Res. 84(1-3):21-7 (2005)).
[00212] Como mencionado acima, 0s fotobiorreatores
preferencialmente tem uma ou mais portas que permitam a entrada de
meio. Nao é necessario que apenas uma substancia entre ou deixem
de um porto. Por exemplo, uma abertura pode ser usada para fluxo de
meios de cultura para o fotobioreator e depois podem ser usados para
a amostragem, entrada de gas, saida de gas, ou outros fins. Em alguns
casos, um fotobioreator é preenchido com meios de cultura no inicio de
uma cultura e nenhum meio de crescimento é infundido apds a cultura
ser inoculada. Em outras palavras, a biomassa de microalgas é
cultivada em um meio aquoso para um periodo de tempo durante o qual
as microalgas reproduzem e aumentam em numero, no entanto, as
quantidades de meio de cultura aquoso nao fluem através do
fotobioreator durante todo o periodo de tempo. Assim, em algumas
modalidades, meio de cultura aquoso nao fluiu através do fotobioreator
apos a inoculagao.

[00213] Em outros casos, os meios de cultura podem ser fluidos
através do fotobioreator em todo o periodo de tempo durante o qual as

microalgas se reproduzem e aumentam em numero. Em algumas
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modalidades o meio é infundido na fotobioreator apds a inoculagdo, mas
antes que as células atinjam uma densidade desejada. Em outras
palavras, um regime de fluxo turbulento de entrada de gas e entrada de
meio nao € mantido para a reprodugao de microalgas até um aumento
desejado no numero de microalgas que foram alcangadas.

[00214] Os fotobiorreatores normalmente tém uma ou mais portas
que permitem a entrada de gas. O gas pode servir tanto para fornecer
nutrientes, tais como CO2, bem como para fornecer a turbuléncia nos
meios de cultura. A turbuléncia pode ser alcangada pela colocagao de
uma aberturaabertura de entrada de gas abaixo do nivel dos meios de
cultura aquosa de modo que o gas que entra no fotobioreator forme
bolhas na superficie da cultura. Uma ou mais aberturas de saida de gas
permitem que o0 gas escape, evitando assim 0 acumulo de pressao na
fotobioreator. Preferencialmente uma abertura de saida de gas leva a
uma valvula unica que impede que 0s micro-organismos contaminantes
entrem no fotobioreator. Em alguns casos, as células sao cultivadas em
um fotobioreator por um periodo de tempo durante o qual as microalgas
reproduzem e aumentam em numero, no entanto, um regime de fluxo
turbulento com vértices turbulentos, predominantemente ao longo do
meio de cultura causada pela entrada de gas nao é mantido por todo
periodo de tempo. Em outros casos, um regime de fluxo turbulento com
vortices turbulentos, predominantemente ao longo do meio de cultura
causada pela entrada de gas pode ser mantido por todo o periodo de
tempo durante o qual as microalgas reproduzem e aumentam em
namero. Em alguns casos, uma faixa predeterminada de razdes entre a
escala do fotobioreator e a escala de vortices ndo é mantida para o
periodo de tempo durante o qual as microalgas reproduzem e
aumentam em numero. Em outros casos, uma variagao pode ser
mantida.

[00215] Os fotobiorreatores normalmente tém pelo menos uma
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abertura que pode ser usada para a amostragem da cultura.
Preferencialmente, uma abertura de amostragem pode ser usada
repetidamente sem comprometer a natureza da cultura axénica. Uma
abertura de amostragem pode ser configurada com uma valvula ou
outro dispositivo que permite o fluxo da amostra a ser interrompido e
iniciado. Alternativamente, uma abertura de amostragem pode permitir
a amostragem continua. Os fotobiorreatores também normalmente tém
pelo menos uma abertura que permite a inoculagao de uma cultura. Tal
abertura também pode ser usada para outros fins, tais como meios ou
entrada de gas.

[00216] Os micro-organismos uteis, de acordo com os métodos da
presente invengao, sao encontrados em varios locais e ambientes em
todo o mundo. Como consequéncia de seu isolamento de outras
espécies e suas divergéncias resultantes da evolugao, o meio de
crescimento particular para o crescimento ideal e geragéo de 6leo e/ou
lipidios a partir de uma espécie particular de micrébio pode ser
determinada experimentalmente. Em alguns casos, certas cepas de
micro-organismos podem ser incapazes de crescer em um meio de
crescimento particular devido a presenga de algum componente
inibitério ou a auséncia de alguns requisitos nutricionais essenciais
exigidos pela cepa particular de micro-organismo. Ha uma variedade de
métodos conhecidos no estado da técnica para cultivar uma grande
variedade de espécies de microalgas para acumular altos niveis de
lipidios como percentagem do peso seco das células, e métodos para
determinar as condigdes de crescimento ideal para qualquer espécie de
interesse também sao conhecidos no estado da técnica.

[00217] Os meios de crescimento s6lidos e liquidos estao geralmente
disponiveis a partir de uma ampla variedade de fontes e as instrugbes
para a preparagcao dos meios de comunicagao particular que é

adequado para uma grande variedade de cepas de micro-organismos
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pode ser encontrada, por exemplo, http:// www.utex.org/, um site
mantido pela Universidade do Texas em Austin para a sua colecgao de
culturas de algas (UTEX). Por exemplo, agua fresca e varios meios de
agua salgada incluem aqueles apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Meio de Alga.

Meio com agua fresca Meio com agua salgada

1/2 Meio CHEV Diatom 1% F/2

1/2 Meio de Agua Salgada Enriquecido Agua

1/3 Meio CHEV Diatom Salgada

1/5 Meio CHEV Diatom 1/2 Meio Erdschreiber

1:1 DYIII/PEA + Gr+ 1/2 Meio Solo+Agua Salgada

2/3 Meio CHEV Diatom 1/3 Meio Solo+Agua Salgadao

Meio 2X CHEV Diatom 1/4 ERD

Meio Ag Diatom

1/4 Meio Solo+Agua Salgada

Meio Allen 1/5 Meio Solo+Agua Salgada

Meio BG11-1 2/3 Meio de Agua Salgada Enriquecido
Meio Bold 1NV 20% Allen + 80 % ERD

Meio Bold 3N 2X Meio de Erdschreiber

Meio Botryococcus

2X Meio de Solo+Agua Salgada

Meio Bristol 5% de Meio F/2
Meio CHEV Diatom 5/3 Meio Solo+ Agar marinho
Meio de Chu Meio marinho Artificial

Meio CR1 Diatom

Meio BG11-1 + .36% NaCl

Meio CR1+ Diatom

Meio BG11-1 + 1% NaCl

Meio CR1-S Diatom

Bold 1NV:Erdshreiber (1:1)

Meio Cyanidium

Bold 1NV:Erdshreiber (4:1)

Meio Cianoficeas

Meio Bristol-NaCl

Meio Desmid Meio marinho Dasycladales

Meio DYIII Meio de Agua Salgada Enriquecido

Meio Euglena Meio de Erdschreiber's

Meio HEPES ES/10 Meio de Agua Salgada Enriquecido
Meio J ES/2 Meio de Agua Salgada Enriquecido
Meio Malte ES/4 Meio de Agua Salgada Enriquecido
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Meio com agua fresca

Meio com agua salgada

Meio MES F/2 Meio

Meio Modificado Bold 3N F/2+NH4

Meio Modificado COMBO LDM Meio

Meio N/20 2 X CHEV Modificado

Meio Ochromonas 2 X CHEV + Solo Modificado

Meio P49 Meio de Agua Salgada Atrtificial Modificado

Meio Polytomella

Modificado CHEV

Meio Proteose

Meio Porfridio

Media Snow Algae

Solo+Meio marinho

Meio de extrato do Solo t

Meio SS Diatom

Agua do Solo: Meio BAR

Agua do Solo: Meio GR-

Agua do Solo: Meio GR-/NH4

Agua do Solo: GR+ Meio

Agua do Solo: Meio GR+/NH4

Agua do Solo: Meio PEA

Agua do Solo: Meio Peat

Agua do Solo: Meio VT

Meio de espirulina

Meio Tap

Meio Trebouxia

Meio Volvocacean

Meio Volvocacean-3N

Meio Volvox

Meio Volvox-Dextrose

Meio Waris

Waris+ Meio de extrato do
Solo

[00218]

compreende Meio de Proteose. Este meio é adequado para culturas

Um meio adequado para cultivo de Chlorella protothecoides

axénicas, e um volume de 1L do meio (pH ~ 6,8) pode ser preparado

por adigao de 1g de proteose peptona a 1 litro de Bristol Meio. Bristol
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meio & composto por NaNO3 2,94 mM, CaClz « 2H>0 0,17 mM, MgSO4
0,3 mM de 7H20 -, 0,43 mM, KH2PO4 1,29 mM, e NaCl 1,43 mM em
solugdo aquosa. Para 1,5% de agar, 156 g de agar podem ser
adicionados a 1 L da solugao. A solugao é coberta e autoclavada, e em
seguida armazenada a uma temperatura refrigerada antes de usar.
[00219] Outros meios adequados para uso com os métodos da
invengdo podem ser facilmente identificados através da consulta do
URL acima identificadoo, ou consultando outras organizagbes que
mantém culturas de micro-organismos, SAG da Coleta de Cultura de
Algas na Universidade de Goéttingen (Goéttingen, Alemanha), CCAP,
coleta de cultura de algas e protozoarios administrados pela Associagao
Escocesa de Ciéncia Marinha (Escécia, Reino Unido), e CCALA coleta
de cultura do laboratério de algas no Instituto de Boténica (Tiebon,
Republica Checa).

[00220] Os presentes métodos sao particularmente adequados para
microalgas com um alto teor lipidico (por exemplo, pelo menos 20% de
lipidios em peso seco). As condigées de processo podem ser ajustadas
para aumentar o peso percentual de células que é de lipidios. Por
exemplo, em certas modalidades, um micrébio (por exemplo, uma
microalga) é cultivado na presenga de uma concentragao limite de um
ou mais nutrientes, como, por exemplo, nitrogénio e/ou fésforo e/ou
enxofre, enquanto fornece um excesso de energia de carbono fixo,
como a glicose. A limitagao de nitrogénio tende a aumentar a produgao
de lipidios microbianos em relagcado ao rendimento de lipidios
microbianos em uma cultura na qual o nitrogénio é fornecido em
excesso. Em modalidades particulares, 0 aumento na produgao de
lipidios é de pelo menos cerca de 10% a 100% para 500% ou mais. O
micrébio pode ser cultivado na presenga de uma quantidade de um
nutriente limitante para uma parte do periodo de cultura total ou durante

todo o periodo. Em modalidades particulares, a concentragao de
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nutrientes €& ciclada entre uma concentragao limitante e uma
concentragao nao limitante, pelo menos, duas vezes durante o periodo
de cultivo total.

[00221] Para aumentar lipidios como a percentagem do peso seco
das células, o acetato pode ser empregado na matéria-prima para um
micrébio que produz lipidio (por exemplo, microalgas). O acetato
alimenta diretamente o ponto de metabolismo que se inicia a sintese de
acidos graxos (ou seja, acetil-CoA), fornecendo assim acetato na cultura
pode aumentar a produgao de acidos graxos. Geralmente, 0 micrébio é
cultivado na presenga de uma quantidade suficiente de acetato para
aumentar a produgao de lipidios microbianos, e/ou rendimento de acido
graxo microbiano, especificamente, em relagdo ao rendimento de
lipidios microbianos (por exemplo, acidos graxos) na auséncia de
acetato. A alimentagdo de acetato € um componente util das formas
previstas neste documento para a geragao de biomassa de microalgas
que tem uma elevada percentagem de peso seco de células como
lipidios.

[00222] Em um estado de crescimento constante, as células
acumulam o6leos (lipidios), mas ndo sofrem divisdo celular. Em uma
modalidade da invengao, o estado de crescimento € mantido, pelo
fornecimento de todos os componentes do meio de crescimento original
para as células com excegao de uma fonte de nitrogénio fixo. Ao cultivar
células de microalgas pela alimentagdo de todos os nutrientes
inicialmente previstos para as células, exceto uma fonte de nitrogénio
fixo, como através da alimentagcdo das células por um periodo
prolongado de tempo, pode resultar em uma alta porcentagem de peso
seco de células sendo lipidio. Em algumas modalidades, os nutrientes,
tais como oligometais, fosfatos e outros componentes, que ndo seja
uma fonte de carbono fixo, podem ser fornecidos em uma concentragao

muito inferior ao inicialmente previsto na fermentagcéo de partida para
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evitar "superalimentagao” as células com os nutrientes que nao serao
usados pelas células, reduzindo assim 0s custos.

[00223] Em outras modalidades, a biomassa lipidica alta (6leo) pode
ser gerada por uma fonte de alimentagao de carbono fixo para as células
apos o nitrogénio fixo ser consumida por longos periodos de tempo, de
pelo menos 8 a 16 ou mais dias. Em algumas modalidades, as células
podem acumular éleo na presenga de uma fonte de carbono fixo e na
auséncia de uma fonte de nitrogénio fixo por mais de 30 dias.
Preferencialmente, os micro-organismos cultivados com as condigdes
aqui descritas e conhecidas na técnica compreendem lipidios em uma
faixa de, pelo menos, cerca de 20% de lipidio em peso seco de células
a cerca de 75% de lipidios em peso de célula seco.

[00224] Outra ferramenta para permitir que as células acumulem
uma alta percentagem de peso seco de célula como lipidio envolve a
selegcao de matérias-primas. Multiplas espécies de Chlorella e multiplas
cepas dentro de uma espécie de Chlorella acumulam um maior
percentual de peso seco de células como lipidios quando cultivadas na
presenga de subproduto de biodiesel de glicerol do que quando
cultivadas na presenga de concentragdes equivalentes de glicerol de
grau de reagente puro. Da mesma forma, Chlorella pode acumular uma
maior percentagem de peso seco de células lipidicas como quando
cultivadas na presenga de uma mistura de concentragéo igual (porcento
em peso) de glicerol e glicose do que quando cultivadas na presenga de
glicose apenas.

[00225] Outra ferramenta para permitir que as células acumulem
uma alta percentagem de peso seco como célula lipidica envolve a
selegcao de matérias-primas, bem como o momento da adigao de
matérias-primas. Por exemplo, Chlorella pode acumular um maior
percentual de peso seco de células lipidicas quando glicerol é

adicionado a uma cultura para um primeiro periodo de tempo, seguido
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pela adigao de glicose e cultivo por um segundo periodo de tempo,
quando a mesma quantidade de glicerol e glicose € somada no inicio da
fermentacao. Vide Publicagao PCT 2008/151149, incorporada neste
documento para referéncia.

[00226] A porcentagem de lipidios (6leo) de peso seco de células na
producgao de lipidios microbianos pode, portanto, aumentar pelo menos
com relagao a certas células, através da utilizagao de matérias-primas
e separagao temporal de fontes de carbono, bem como pela
manutengao de células em um estado de crescimento heterotréfico em
que se acumulam 6leo, mas nao sofrem divisao celular. Os exemplos
abaixo mostram crescimento de diversos micrébios, incluindo varias
cepas de microalgas, para acumular altos niveis de lipidios como DCW.
[00227] Em outra modalidade, a produgao de lipidios aumenta
através da cultura de um micrébio que produz lipidio (por exemplo,
microalgas), na presenga de um ou mais co-fator (es) para uma enzima
via lipidio (por exemplo, uma enzima sintética de acido graxo).
Geralmente, a concentragao de cofator(es) é suficiente para aumentar
o rendimento de lipidios microbianos (ex., acido graxo) em relagéo ao
rendimento de lipidios microbianos na auséncia do(s) cofator (es). Em
uma modalidade particular, o(s) cofator(es) séo fornecidos para a
cultura através da inclusdao na cultura de um micrébio (por exemplo,
microalgas), contendo um gene exdgeno que codifica o(s) co-fator(es).
Alternativamente, o(s) cofator(es) pode(m) ser fornecido(s) a uma
cultura através da inclusdo de um micrébio (por exemplo, microalgas),
contendo um gene exégeno que codifica uma proteina que participa na
sintese do cofator. Em certas modalidades, os cofatores adequados
incluem qualquer vitamina exigida por via de uma enzima lipidica, como,
por exemplo: biotina ou pantotenato. Os genes que codificam cofatores
adequados para uso na invengao ou que participam da sintese de tais

cofatores sao bem conhecidos e podem ser introduzidos nos micrébios
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(por exemplo, microalgas), usando construtos e técnicas, tais como
descritos neste documento.

[00228] As condigbes de processo podem ser ajustadas para
aumentar o rendimento de lipidios adequados para usos multiplos,
incluindo, entre outros, biodiesel. As condigdes de processo também
podem ser ajustadas para reduzir o custo de produgao. Por exemplo,
em certas modalidades, um microbio (por exemplo, uma microalga) é
cultivado na presenga de uma concentragao limite de um ou mais
nutrientes, como, por exemplo, nitrogénio, fésforo e/ou enxofre. Essa
condigao tende a aumentar o rendimento de lipidios microbianos em
relacao ao rendimento de lipidios microbianos em uma cultura em que
o nutriente é fornecido em excesso. Em modalidades particulares, o
aumento na producgao de lipidios € pelo menos cerca de: 10% 20 a
500%.

[00229] Ao limitar um nutriente pode-se também reduzir a quantidade
de biomassa produzida. Portanto, a concentragao limite € normalmente
a que aumenta o rendimento em porcentagem de lipidios de uma
biomassa dada, mas nao reduz a biomassa total. Em modalidades
exemplares, a biomassa é reduzida em nao mais que cerca de 5% a
25%. O micrébio pode ser cultivado na presenga de uma quantidade
limitante de nutrientes para uma parte do periodo de cultura total ou
durante todo o periodo. Em modalidades particulares, a concentragao
de nutrientes é ciclada entre uma concentragao limitante e uma
concentragao nao limitante, pelo menos, duas vezes durante o periodo
de cultivo total.

[00230] A biomassa de microalgas gerada pelos métodos de cultura
descritos neste documento compreende 6leo de microalgas (lipidios),
bem como outros elementos gerados por micro-organismos ou
incorporados por micro-organismos do meio de cultura durante a

fermentagao.
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[00231] A biomassa de microalgas com elevada percentagem de
acumulo de dleo/lipidio por peso seco foi gerado utilizando diferentes
métodos de cultura conhecidos no estado da técnica. A biomassa de
microalgas com um maior percentual de acumulo de éleo/lipidio é dtil
nos métodos da presente invencao. Li et al. descreve as culturas
Chlorella vulgaris com até 56,6% de lipidio em peso seco de células
(DCW) em culturas estacionarias cultivadas sob condigbes autotroficas
usando concentragdes de ferro (Fe) (Li et al., Bioresource Technology
99(11):4717-22 (2008). Rodolfi et al. descreve as culturas de
nanochloropsis sp. e Chaetoceros calcitrans com 60% de lipidios
DCWe 39,8% de lipidios DCW respectivamente, cultivadas em um
fotobioreator em condicées de falta de nitrogénio (Rodolfi et al.,
Biotechnology & Bioengineering (2008) [Jun 18 Epub ahead of print]).
Solovchenko et al. descreve culturas Parietochloris incise com
aproximadamente 30% de acumulo de lipidios (DCW), quando cultivada
fototropicamente e sob condigbes de nitrogénio (Solovchenko et al.,
Journal of Applied Phycology 20:245-251 (2008). Chlorella
protothecoides pode produzir até 55% de lipidios (DCW) cultivadas sob
condigdes heterotréficas com falta de nitrogénio (Miao and Wu,
Bioresource Technology 97:841-846 (2006). Outras espécies de
Chlorella incluindo Chlorella emersonii, Chlorella sorokiniana and
Chlorella minutissima foram descritas por ter acumulado até 63% de
6leo (DCW), quando cultivado em biorreatores tanque agitados sob
condigbes de baixo nitrogénio (lliman et al. Enzyme and Microbial
Technology 27:631-635 (2000). O acuamulo de lipidios ainda maior por
peso seco de célula foram relatados, incluindo 70% de lipidios (DCW)
em culturas Dumaliella tertiolecta cultivadas em condigdes de NaCl
(Takagi et al, Journal of Bioscience and Bioengineering 101(3): 223-226
(2006)) e acumulo de 75% de lipidios em culturas Botryococcus braunii
Critical Reviews in Biotechnology 22(3): 245-279 (2002)).
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[00232] Estes e outros aspectos e modalidades da invengao sao
ilustrados, mas nao limitados, pelos exemplos abaixo. Os exemplos
também destacam as vantagens dos métodos da invengao.

IV. EXEMPLOS

EXEMPLO 1

Cultivo de Microalgas para Atingir Alto Teor de Oleo

[00233] As cepas de microalgas foram cultivadas para atingir uma
alta porcentagem de O6leo por peso de célula seca. Células
criopreservadas foram descongeladas em temperatura ambiente, e 500
pL de células foram adicionadas a 4,5 ml de meio (4,2 g/L de KoHPO4,
3,1 g/L de NaH2POa4, 0,24 g/L. de MgSO4  7H20, 0,25 g/L de acido citrico
monoidratado, 0,025 g/L de CaCl: . 2H20, 2 g/L de extrato de levedura)
mais glicose a 2% e crescidas 7 dias a 28T com agi tagao (200 rpm) em
uma placa de 6 pogos. Os pesos secos de células foram determinados
por centrifugagédo de 1 ml da cultura a 14.000 rpm por 5 minutos em um
tubo Eppendorf pré-pesado. O sobrenadante de cultura foi descartado
e o pélete de células resultante foi lavado com 1 ml de agua deionizada.
A cultura foi centrifugada novamente, o sobrenadante descartado e os
péletes de células colocados a -80TC até congelamento. As amostras
foram entao liofilizadas por 24 horas e os pesos secos de células foram
calculados. Para a determinagao de lipidios totais nas culturas, 3 ml da
cultura foram removidos e submetidos a analise usando um sistema
Ankom (Ankom Inc., Macedon, NY) de acordo com o protocolo do
fabricante. As amostras foram submetidas a extragao por solvente com
um extrator Ankom XT10 acordo com o protocolo do fabricante. O lipidio
total foi determinado como a diferenga de massa entre as amostras
secas hidrolisadas com acido e as amostras secas, extraidas com
solvente. As medigdes percentuais de peso de células secas do dleo
sao mostradas abaixo na tabela 5.

Tabela 5. Cultivo de microalgas para atingir alto teor de éleo.
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Especies Cepa % de Oleo | SEQ ID NO:
Chlorella kessleri UTEX 397 39,42 4
Chlorella kessleri UTEX 2229 54,07 5
Chlorella kessleri UTEX 398 41,67 6
Parachlorella kessleri SAG 11.80 37,78 7
Parachlorella kessleri SAG 14.82 50,70 8
Parachlorella kessleri SAG 21.11 H9 37,92 9
Prototheca stagnora UTEX 327 13,14 10
Prototheca moriformis UTEX 1441 18,02 11
Prototheca moriformis UTEX 1435 27,17 12
Chlorella minutissima UTEX 2341 31,39 13
Chlorella protothecoides UTEX 250 34,24

Chlorella protothecoides UTEX 25 40,00

Chlorella protothecoides CCAP 211/8D 47,56

Chlorella sp. UTEX 2068 45,32 14
Chlorella sp. CCAP 211/92 46,51 15
Chlorella sorokiniana SAG 211.40B 46,67 16
Parachlorella beijerinkii SAG 2046 30,98 17
Chilorella luteoviridis SAG 2203 37,88 18
Chlorella vulgaris CCAP 35,85 19

21111K

Chlorella reisiglii CCAP 11/8 31,17 20
Chlorella ellipsoidea CCAP 211/42 32,93 21
Chlorella saccharophila CCAP 211/31 34,84 22
Chlorella saccharophila CCAP 211/32 30,51 23

Cultivo de Chlorella protothecoides para atingir alto teor de éleo

[00234]

Trés processos de fermentagao foram realizados com trés

diferentes formulagdes de meios com o objetivo de gerar biomassa de

algas com alto teor de 6leo. A primeira formulagao (Meio 1) baseou-se

no meio descrito em Wu et al. (1994 Science in China, vol. 37, No. 3,
pp. 326-335) e consistiu em KH2PO4, 0,7 g; K2HPO4, 0,3 g; MgSOa4 .
7H20, 0,3 g; FeS04.7H20, 3mg, hidrocloreto de tiamina, 10 ug; glicose,
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20g; glicina, 0,1 g; H3BO3, 2,9mg; MnCl2.4H20, 1,8mg; ZnSO4 .7H20,
220ug; CuSO04 . 5H20, 80ug e NaMoOs .2H20, 22,9mg : por litro. O
segundo meio (Meio 2) foi obtido a partir do Meio meio do frasco descrito
no exemplo 1 e consistiu em KoHPO4, 4,2g; NaH2PO4, 3,1g; MgSOs .
7H20, 0,24 g; acido citrico monoidratado, 0,25 g; cloreto de calcio
desidratado, 25mg; glicose, 20g; extrato de levedura, 2g : por litro. O
terceiro meio (Meio 3) foi um hibrido e consistiu em K>HPO4, 4,2g;
NaH2PO4, 3,1g; MgSO4 . 7H20, 0,24 g; acido citrico, 0,25 g; cloreto de
calcio desidratado, 25mg; glicose, 20g; extrato de levedura, 2g; H3zBOs3,
2,9mg; MnCl . 4H20, 1,8 mg; ZnSO4 . 7H20, 220ug; CuSO4 . 5H20,
80ug e NaMo04-2H-0, 22,9mg : por litro. Todas as trés formulagdes de
meios foram preparadas e esterilizadas em autoclave em vasos de
fermentador em escala de laboratério durante 30 minutos a 121C. A
glicose estéril foi adicionada em cada vaso seguindo o resfriamento
apos esterilizagao em autoclave.

[00235] O indculo para cada fermentador foi Chlorella protothecoides
(UTEX 250), preparado em dois estagios de frasco usando o meio e as
condigdes de temperatura do fermentador inoculado. Cada fermentador
foi inoculado com cultura de log-Mid (fase logaritmica do meio) 10%
(v/v). Os trés fermentadores de escala de laboratério foram mantidos a
28T para a duragao do experimento. O crescimento d e células de
microalgas no Meio 1 também foi avaliado a uma temperatura de 23TC.
Para todas as avaliagoes de fermentadores, o pH foi mantido em 6,6 a
6,8, as agitagbes de 500rpm e fluxo de ar em 1 vvm. As culturas de
fermentacao foram cultivadas por 11 dias. A acumulagdo de biomassa
foi medida por densidade 6ptica a 750 nm e peso de células secas.
[00236] A concentragao de lipidio/dleo foi determinada usando a
transesterificagao direta com métodos de cromatografia de gas padrao.
Resumidamente, as amostras de caldo de fermentagdo de biomassa

foram manchadas em papel blot e transferidas para tubos de centrifuga

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 108/158



105/144

e secas em estufa a vacuo a 65 a 70C por 1 hora. Q uando as amostras
foram secas, 2 ml de H2SO4 a 5% em metanol foram adicionados aos
tubos. Os tubos foram, entdo, aquecidos em um bloco de aquecimento
a 65 a 70C por 3,5 horas, enquanto sendo agitados em vortex e
sbnicoados intermitentemente. 2 ml de heptano foram entao
adicionados e os tubos foram agitados vigorosamente. 2ml de K2COs a
6% foram adicionados e os tubos foram agitados vigorosamente para
misturar e entao centrifugados a 800rpm por 2 minutos. O sobrenadante
foi entdo transferido para recipientes GC contendo agente de secagem
de Na>SOs e foi executado usando métodos padrées de cromatografia
de gas. O percentual de 6leo/lipidio foi baseado em uma base de peso
de células secas. Os pesos secos das células para células crescidas
usando: Meio 1 a 23T foi 9,4g/L; Meio 1 a 28T foi 1,0 g/L, Meio 2 a
28T foi 21,2g/L; e Meio 3 a 28T foi 21,5g/L. A co ncentragao de
lipidio/dleo para células crescidas usando: Meio 1 a 23T foi 3g/L; Meio
1 a 28T foi 0,4 g/L; Meio 2 a 28T foi de 18 g/L; e Meio 3 a 28T foi
19g/L. O percentual de 6leo com base no peso de células secas para
células crescidas usando: Meio 1 a 23T foi de 32%; Meio 1 a 28T foi
de 40%; Meio 2 a 28T foi de 85% e Meio 3 a 28T fo i de 88%. O perfil
lipidico (em % de area, apds a normalizagao para o padrao interno) para
a biomassa de algas gerados usando as trés diferentes formulagdes de
meio a 28T encontram-se resumidas abaixo na tabela 6.

Tabela 6. Perfil lipidico de Chlorella protothecoides crescida sob
diferentes condigbes de meio.

Média 1 a 28C Média 2 a 28C Média 3 a 28C
(em % de Area) (em % de Area) | (em % de Area)

C14:0 1,40 0,85 0,72
C16:0 8,71 7,75 7,43
C16:1 -- 0,18 0,17
C17:0 -- 0,16 0,15
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Média 1 a 28C Média 2 a 28C Média 3 a 28C
(em % de Area) (em % de Area) | (em % de Area)

C17:1 -- 0,15 0,15

C18:0 3,77 3,66 4,25

C18:1 73,39 72,72 73,83

C18:2 11,23 12,82 11,41

C18:3 alpha | 1,50 0,90 1,02

C20:0 -- 0,33 0,37

C20:1 -- 0,10 0,39

C20:1 -- 0,25 --

C22:0 -- 0,13 0,11

Levedura de culturas oleaginosas para atingir alto teor de dleo
[00237]
DSM 70398) foi obtida a partir do Deutsche Sammlung von und
Mikroorganismen Zellkulturen GmbH (Colegdo Alema de Micro-
Inhoffenstralle 7B, 38124

criopreservadas

A cepa de Levedura Rhodotorula glutinis tensdo (DSMZ-

organismos e Cultura de Células,

Braunschweig, Alemanha. As células foram
descongeladas e adicionadas a 50 mL de meio YPD (descrito acima)
com uma solugdo vitamina DAS 1x (1000x: 9g/L tricina; 0,67g/L de
0,01 g/L d-biotina; 0,02

pantotenato de calcio e 0,04 g/L de acido p-aminobenzdico) e crescidas

tiamina-HCI; 0,008 cianocobalamina;
a 30T com 200 rpm de agitagao por 18-24 horas, até que uma leitura
OD foi mais de 5§ OD (A600). A cultura foi entdo transferida para
fermentadores 7 L- e trocada para o meio YP1 (8,5 g/L de base
nitrogenada para levedura Difco sem aminoacidos e sulfato de aménio,
3 g/L de Sulfato de Aménio, 4 g/L de extrato de levedura) com solugéo
de vitamina DAS 1x. As culturas foram amostradas duas vezes por dia
e ensaiadas para OD (A600), peso seco de célula (DCW) e
concentragao de lipidios. Quando as culturas atingiram mais de 50g/L
de DCW, as culturas foram colhidas. Baseado no peso seco da célula,

a biomassa de levedura continha aproximadamente 50% de 6leo. Duas
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amostras de biomassa de levedura foram submetidas a
transesterificagao direta e analisadas através de GC/FID para um perfil
lipidico. Os resultados sdo expressos em percentual de area e

mostrados na tabela 7, abaixo.

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 111/158



108/144

Gl ¥8'0 88°L| cL'sy LL'8 gL‘o| ev'o| ve'6c| 2L'0| 8LC 0L'0 200 | Zessowy
L €e'l 826 | 89¢Y 889 0Z'0| 90| 9z'te| GZ'0| 9€'E XA €0°0 | | esgsowy
0¢:0<| PEBLD | ¢8LD| L8LD 0:8L0| 0:£1D0| L:9LD | 091D | 0:GLD | O:#LD | 0:¢LD| 0:0LD

"epeolyLI8)sasuel] BINPaAS| 8p BSSEWOIq 8p SeJjsowe ap o0o1pidl| iuad "/ ejsqe

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 112/158



109/144

Cultivo de Rhodococcus opacus para atingir alto teor de 6leo

[00238] A cultura de sementes de Rhodococcus opacus PD630
(DSM 44193, Deutsche Sammlung von und Mikroorganismen
Zellkuttwen GmbH) foi gerada usando 2ml de um estoque crio-
preservado inoculado em 50 ml de meio MSM com sacarose a 4%
(vide Schlegel, et al., (1961) Arch Mikrobiol 38, 209-22) em um frasco
defletor 250 ml. A cultura de semente foi crescida a 30C com 200 rpm
de agitagao até atingir uma densidade 6ptica de 1,16 a 600 nm. 10ml do
frasco com semente foram usados para inocular culturas para a
producgao de lipidios sob duas condigées diferentes de nitrogénio: NH4Cl
10mM e NH4Cl 18,7 mM (cada um em duplicata). As culturas de
crescimento das foram crescidas a 30C com 200 rpm de agitagao por
6 dias. As células cresceram na condigao de NH4Cl 10 mM atingiram um
maximo de 57,2% de lipidios (média) por DCW apés 6 dias de cultura.
As células crescidas na condigdo de NH4Cl 18,7 mM atigiram um
maximo de 51,8% de lipidios (média) por DCW apés 5 dias em cultura.
[00239] Uma amostra de biomassa de Rhodococcus opacus foi
submetida a transesterificagao direta e analisada através de GC/FID
para um perfil lipidico. Os resultados foram: C14: 0 (2,33); C15: 0 (9,08);
C16: 0 (24,56); C16: 1 (11,07); C17: 0 (10,50); 2 ligagdes duplas
equivalentes (2DBE) C17 espécies (19,90); C18: 0 (2,49); C18: 1
(17,41); C18: 2 (0,05); C19: 0 (0,75) e 2DBE C19 espécies (1,87).
EXEMPLO 2

Diversidade de Cadeias Lipidicas em Espécies de microalgas

[00240] As amostras de Lipidios de um subconjunto de cepas
crescidas no exemplo 1, e listadas na tabela 5, foram analisadas para o
perfil lipidico usando HPLC. Os resultados sdo mostrados abaixo na
tabela 8.
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EXEMPLO 3
Biomassa de Microalgas para Secagem em Tambor
[00241] Um lote de tanque-F de Chlorella protothecoides (UTEX 250)

(cerca de 1.200 galdes) foi usado para gerar biomassa para processos

de extragdo. O lote foi deixado executar por aproximadamente 100
horas, enquanto controlando os niveis de glicose a 16 g/L, apds o que
o alimento de xarope de milho foi terminado. Os niveis de glicose
residual cairam aproximadamente 0 g/L duas horas depois. O volume
de caldo final foi de 4.239 litros (1.120 galdes). Tanto as checagens de
contaminagao em processo quanto uma analise de uma amostra de
caldo final ndo mostraram quaisquer sinais de contaminagdo. A
biomassa de microalgas continha 38% de 6leo com base no peso seco
da célula (DCW).

[00242] A biomassa de microalgas foi entdo seca em um secador de
tambor duplo atmosférico. O caldo foi alimentado através de um bocal
nos dois tambores aquecidos a vapor que foram voltados em contra-
rotagdo um com o outro. O caldo foi mecanicamente espalhado pela
acao dos tambores contra-rotativos em folhas finas divididas em ambos
os cilindros quentes. As folhas finas aderentes do caldo foram
rapidamente secas condutivamente pelo alto fluxo de calor do vapor de
condensagao do no interior dos tambores. A pressao de vapor variou de
411,6 a 825,3 Kpa (45 a 105 psig) e a velocidade de rotagdo do tambor
foi ajustada para entre 2 a 20 rpm. O teor de umidade da biomassa apés
a secagem em tambor estava entre 30 a 10% (em peso).

Biomassa microbiana condicionada em calor

[00243] Chlorella protothecoides foi produzida e seca em tambor
usando os métodos descritos no exemplo 6. A biomassa de microalgas
seca em Tambor de foi condicionada em calor usando um condicionador
empilhado na vertical de quatro decks (modelo 424, empresa French Oil

Mill Machinery, Piqua, Ohio). Cada plataforma mantém até 2,8 metros
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cubicos de material. O condicionador empilhado na vertical foi
preaquecido usando 411,6 a 790,8 Kpa (45 a 100 psig) de vapor por
cerca de uma hora antes de condicionamento de calor da biomassa.
Depois do preaquecimento, a biomassa de microalgas foi carregada no
plataforma do topo do condicionador empilhado na vertical e guiada
para uma calha de transporte que leva ao proximo plataforma abaixo
por um brago limpador em cada plataforma, que foi montado em um eixo
vertical comum energizado por um motor elétrico. A carga de 68 Kg (150
libras) de biomassa de microalgas seca em tambor encheu o
condicionador vertical, e para assegurar condicionamento de calor
uniforme, a biomassa foi circulada pela abertura da valvula gaveta de
descarga do fundo do condicionador empilhado na vertical e retorno da
biomassa para o topo do condicionador vertical. A temperatura da
biomassa em cada plataforma foi monitorada e controlada entre 82,2 a
121,1C (180 e 250F), a fim de evitar queimar. Os tempos de residéncia
de condicionamento de calor foram variou de 10 a 60 minutos para obter
biomassa de teor de umidade variada. A biomassa condicionada em
calor foi descarregada em carretas cobertas com polietieno e
imediatamente pressionada em uma prensa de oleaginosa. As amostras
de biomassa antes e depois do condicionamento de calor foram
analisadas para umidade e teor de déleo.

Extracdo de Oleo de Microalgas usando um Taby Pressen de Bancada
[00244] A biomassa de Chlorella protothecoides (UTEX 250) seca

em tambor feita de acordo com os métodos acima foi seca tal que o teor

de umidade resultante foi de cerca de 5-5,5%. A biomassa de
microalgas continha 48,5% de 6leo com base no peso seco da célula
(DCW). A biomassa foi alimentada através de uma prensa de 6leo tipo
Pressen Taby 70 com um motor de 2.2 Hp e diametro de rosca de
70mm. A prensa foi preaquecida a uma temperatura de cilindro de

100C. Nenhum éleo foi extraido sob essas condigdes . Outra execugao
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de prensa foi realizada usando o mesmo lote de biomassa seca em
tambor com a umidade ajustada para baixo de 0,5% de umidade em
peso, usando uma estufa de ar forgado a 70C por 30 minutos como
uma etapa de condicionamento antes de alimenta-la na prensa. O
cilindro de prensa foi aquecido a 82C e a biomassa de microalgas
condicionada, seca em tambor foi alimentada através da prensa de
bancada. Aproximadamente 68% do 6leo disponivel (em peso) foi
recuperado e a torta prensada, ou biomassa gasta, foi entao extraido do
solvente para recuperar o 6leo residual. Depois de varios experimentos
com biomassa de microalgas de teores de 6leo variados (entre 40-55%
de 6leo DCW), a torta prensada tinha cerca de 30% de 6leo, medido por
métodos analiticos a cada vez.

[00245] O método analitico para determinagdo do percentual de
lipidio/6leo em uma amostra foi baseada em um método de Soxlet
modificado. Resumidamente, 1 grama de amostra foi pesado e
submetido a hidrélise acida seguido por extragao por solvente com éter
de petroleo. Tanto a hidrdlise acida quando a extragao com éter de
petroleo foi acelerada pelo calor usando o sistema de reagéo acelerada
em Microondas MARS. O solvente de éter de petréleo foi entdo
evaporado e da quantidade de lipidio extraida foi determinada por
gravimetria.

Extracao por solventes em Pequena Escala

[00246] A torta prensada gerado a partir da prensa de bancada foi
extraido por solvente para recuperar o dleo residual. O excesso de éter
de petréleo foi adicionado aa torta prensada (5:1 peso por volume) e
misturado por um minimo de uma hora em temperatura ambiente. A
mistura de éter de petréleo foi, entdo, passada através de um funil de
Buchner contendo um filtro de 5 um. Os sélidos foram coletados do filtro
e, entao, submetidos a 3 lavagens adicionais com éter de petréleo de

2x de volume cada um. A mistura de éter de petréleo filtrada e as
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lavagens foram agrupadas (pooled) e colocadas em um RotoVap (2 L)
para destilar o éter de petréleo. O 6leo remanescente foi coletado e
pesado. Mediante a inspegao microscépica da torta de éter de petréleo
extraida, nao houve nenhum odleo livre detectado na torta depois da
extragao de éter de petréleo. No entanto, vesiculas lipidicas ainda foram
vistas em células de algas intactas (ndo quebradas). Este método ira
recuperar 100% do éleo livre na torta prensada, mas nao nas células
das algas intactas. Este processo de extragao por solvente em pequena
escala pode ser usado para determinar a eficacia de uma prensa
expelidora na quebra ou fissura de células de algas.

EXEMPLO 4

Extracao de 6leo de Microalgas Usando uma Prensa Komet de escala

de Laboratério

[00247] Trinta (30) quilogramas de biomassa de microalgas Chlorella
protothecoides (UTEX 250) seca em tambor contendo cerca de 48% de
6leo por DCW com teor de umidade de cerca de 5% foram executados
através de uma prensa de oleaginosas de Komet com um diametro 65
mm em uma etapa de condicionamento de pré-prensa com o cone de
descarga completamente desengatado. Nos termos dessa condigao de
pré-prensa de baixa pressao, nenhum dleo foi liberado, no entanto, a
biomassa de microalgas seca foi convertida a partir de flocos soltos em
péletes pré-prensados. A figura 2a mostra o material de biomassa seca
em tambor que foi colocado pela prensa. A figura 2b mostra os péletes
pré-prensados. Os péletes pré-prensados foram coletados e
executados através da mesma prensa mediante condigoes de prensa
completa com o cone de descarga completamente engatado para a
maxima pressao. O resultado foi uma recuperagao de 69% do éleo do
péletes.

[00248] A torta gasta da prensa foi entdo submetido a extragao por

solvente usando iso-hexano em um extrator tipo percolagao. A extragao
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com iso-hexano rendeu 1 kg adicional de 6leo. A combinagao da
pressagem condicionada seguido pela extragao com hexano recuperou
um total de 76% do total de éleo disponivel a partir da biomassa de
microalgas seca. Estes resultados sdo resumidos na tabela 9 abaixo.

Tabela 9. Resumo dos resultados da execugao com prensa de Komet.

Biomassa Total 30 Quilogramas
Percentual de 6leo (DCW) 48%
Oleo total disponivel por peso 14,4 Quilogramas

Oleo virgem recuperado (prensagem | 10 Quilogramas
condicionada)

% Oleo Recuperado por Prensagem | 69%

Oleo Disponivel por Peso apds | 4,4 Quilogramas
Prensagem

% de Oleo Recuperado da Extracdo | 23% de oleo disponivel da torta
com Hexano prensada (aprox. 1 quilograma de

6leo)

Percentual Total de Oleo Recuperado | 76%
EXEMPLO 5

Prensagem em Escala Piloto de Microalgas Usando um Auxiliador de

Prensa

[00249] A biomassa de microalgas (Chlorella protothecoides UTEX
250) contendo 38% de 6leo por DCW foi seca usando um secador de
tambor com um teor de umidade resultante de cerca de 3,5% (como
medido por um analisador de umidade). Uma prensa de rosca de
oleaginosas em escala piloto francesa L-250 (*8,9 cm (3,5") de
diametro) (empresa French Oil Mill Machinery, Piqua, Ohio) foi usada
nos experimentos seguintes. O cilindro do nucleo principal (ou gaiola)
tinha um diametro de 8,9 cm (3,5 polegadas). A rosca consistia em
alternar roscas sem-fim e colares configurados para uma taxa de
compressao de 7 a 18. O acionador principal foi alimentado por um

motor elétrico de 20 cv e a velocidade de rotagao do eixo principal foi de
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20 rpm. A gaiola e o eixo foram pré-aquecidos entre 82,2 a 126,6C
(180F e 260F) pelo uso de vapor indireto. A folga do cone de 1,3 cm
(0,5 polegadas), medida entre o suporte de cone e a placa de montagem
de cone foi usada. A folga do cone foi ajustado usando as valvulas
direcionais de 3 posigdes e a bomba de mao do cilindro de cone
hidraulico.

[00250] O paingo amarelo (Panicum virgatum) seco foi usado como
um auxilio de prensa para microalgas. A biomassa de algas seca em
tambor de 38% de 6leo de DCW foi misturada com paingo amarelo para
formar amostras de 20% de paingo amarelo/biomassa, 5% de paingo
amarelo/biomassa, ou apenas biomassa. Todas as trés amostras
biomassa de algas foram separadamente condicionadas em calor em
um condicionador empilhado na vertical (como descrito acima) por 30
minutos a 121TC. A prensa foi aquecida a uma temper atura de cilindro
de 93T antes da adigao da biomassa. Aproximadament e 39,5% do éleo
total disponivel (em peso) foram recuperados pressionando os 20% de
paingo amarelo/biomassa e também rendeu uma boa qualidade de torta
prensada para extragdo com hexano. Aproximadamente 25% do déleo
total disponivel (em peso) foram recuperados a partir da prensagem de
5% de paingo amarelo/biomassa e também rendeu uma torta prensada
de boa qualidade para a extragao com hexano. A condigao de biomassa
apenas rendeu recuperagao de 6leo mais baixa, de cerca de 5% do éleo
total (em peso), e a torta prensada foi de qualidade inferior para extragao
com hexano.

[00251] Cascas de soja também foram usadas como um auxilio de
prensa com microalgas. A biomassa de algas seca em tambor de 38%
de 6leo de DCW foi misturada com as cascas de soja para formar
amostras com 20% de casca de soja/biomassa, 10% de casca de
soja/biomassa ou de biomassa apenas. Todas as trés amostras de

biomassa de algas foram separadamente condicionadas em calor em
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um condicionador empilhado na vertical por 30 minutos a 121TC. A
prensa foi aquecida a uma temperatura de cilindro de 93T antes da
adigao da biomassa. Os 20% da mistura de casca de soja/biomassa néo
alimentou através da prensa e, portanto, nenhum dleo foi recuperado.
Aproximadamente 22,5% do 6leo total disponivel (em peso) foram
recuperados da prensagem de 10% de casca de soja/biomassa também
rendeu uma torta prensada de boa qualidade para extragcao com
hexano. A condigao de biomassa apenas nao rendeu nenhum o6leo e
obstruiu o conjunto de roscao da prensa expelidora. Nas condigOes de
5%, 20% de paingo amarelo e 10% de cascas de soja, houve cerca de
25% de solidos em peso no 6leo recuperado. Os resultados sao
resumidos na tabela 10 abaixo, que mostram o percentual total de 6leo
recuperado em peso com o peso dos sélidos subtraido.

Tabela 10. Prensagem de microalgas com o uso de auxilos de prensa.

Auxilio de Prensa | Percentual % de oleo Qualidade da torta
adicionado recuperado | prensada para ex-tragao
com solventes
Paingo amarelo 0 ~5% Pobre
Paingo amarelo 5% 24,9% Bom
Paingo amarelo 20% 39,5% Bom
Cascas de soja 0 nenhum N/A
Cascas de soja 10% 22,5% Bom
Cascas de soja 20% nenhum N/A
EXEMPLO 6

Efeitos do Teor de Umidade na Recuperacdo de Oleo
[00252] A biomassa de algas de Chlorella protothecoides (UTEX

250) de 38% de 6leo de DCW foi seca em tambor de acordo com os

métodos descritos no exemplo 3. O teor de umidade foi medido em
aproximadamente 3 a 5% e nao foi condicionado antes da alimentagao
na prensa de rosca. As 32,6 Kg (72 Libras) da biomassa foram

alimentadas em prensa de semente oleaginosa de 8,9 cm (3,5")
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(Empresa French Qil Mill, Piqua, OH) preaquecida a 93,3TC (200F). Os
solidos ou a fundagdo pesada foram observados como sendo
empurrados entre as barras da gaiola ao longo de todas as segdes da
prensa. Aproximadamente 5% de 6leo foram recuperados (apos os
sélidos serem removidos). A extragéo por solvente da torta prensada
recuperou um adicional de 58% do total de dleo disponivel
(aproximadamente 7 kg). A analise da torta extraida por solvente
mostrou que havia aproximadamente 18,6% de 6leo residual. A
recuperagao total (prensa e extragao por solvente) de éleo foi de 62%,
indicando que a prensa sO quebrou ou lisou 62% das células de
microalgas. A pobre recuperagao de 6leo (5%) e a fundagao pesada que
foram observadas indicou que as condigées (por exemplo, teor de
umidade da biomassa microbiana) ndo foram ideais.

[00253] Uma série de testes foi realizada para estabelecer uma faixa
otima de teor de umidade para a biomassa microbiana seca que
renderia a recuperagao mais alta de 6leo em uma prensa expelidora. A
biomassa de microalgas contendo 51,3% de 6leo de DCW foi seca
usando um secador de tambor. Uma prensa de semente oleaginosa
francesa de 8,9 cm (3,5") (comparavel a prensa francesa L250) foi
usada e a configuragao foi idéntica a descrito no exemplo 5. A biomassa
de algas seca foi condicionada em calor em um condicionador
empilhado na vertical a 121,1TC (250F). O tempo de condicionamento
de calor foi variado para atingir os diferentes niveis de teor de umidade.
O cilindro de prensa foi preaquecido a e mantido a 93,3C (200F)
durante todos os experimentos, salvo indicagdo em contrario. A
biomassa de microalgas condicionada em calor foi introduzida aos
poucos na prensa de oleaginosas, enquanto monitorando a carga
elétrica de prensa. A taxa de alimentagao foi controlada por um
transportador de rosca de velocidade variavel. A taxa de alimentagao foi

determinada pela adigdo dos pesos de 6leo bruto e torta prensada
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recolhidos ao longo de 2-3 minutos. As amostras de cada torta prensada
de diferentes condigdes foram analisadas usando métodos analiticos
descritos acima para medir o teor de lipidios/éleo.

[00254] Um segundo conjunto de experimentos foi feito com o
mesmo lote de biomassa de microalgas seca em tambor como acima.
Um lote de biomassa de microalgas foi condicionado no condicionador
empilhado na vertical a 93,3T (200F) e teve um te or de umidade final
de 1,2%. Outro lote de biomassa de microalgas foi condicionado no
condicionador empilhado na vertical a 143,3TC (290° F) e teve um teor
de umidade final de 0,7%. Ambos os lotes foram prensados na L250,
prensa de oleaginosas com 8,9 cm (3,5") de diametro com temperatura
de cilindro a 93,3T (200F). O lote com o teor de umidade de 1,2%
rendeu 54,3% de recuperagao de 6leo (em peso), que é comparavel
com os resultados do lote acima de 1,2% de teor de umidade de
biomassa, que rendeu 48,2% de recuperagao de 6leo. A condigao de
0,7% de teor de umidade de produziu os melhores resultados,
produzindo uma torta de boa qualidade para posterior extragao por
solvente e um rendimento de 73% de recuperagao de 6leo. No entanto,
0 Oleo era ligeiramente mais escuro do que o 6leo produzido a partir da
biomassa que foi condicionada a 93,3C (200F). A T abela 11 abaixo
resume o teor de umidade de teste e o percentual de 6leo recuperado
(depois de subtrair os solidos) a partir destes dois conjuntos de
experimentos.

Tabela 11. Efeitos do teor de umidade no 6leo recuperado.

Teor de umidade % de oleo | % de oleo | Taxa de | Qualidade da
recuperado em torta | oleosidade |torta prensada
prensada | (g/min) para extracdo
por solvente
0,2% 49,1% 8% 355 Pobre em
queima;
pulverulento
1% 66,9% 29% 596 Bom
1.2% 48,2% 33% 518 Bom
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Teor de umidade % de oleo | % de oleo | Taxa de | Qualidade da
recuperado em torta | oleosidade |torta prensada
prensada | (g/min) para extracdo
por solvente
2,4% 34,9% 39% 277 Bom
1,2%; tempo de |54,3% 32% 520 Bom
condicionamento
200F
0,7%; tempo de |73% 16% 697 Boa; Oleo
condicionamento ligeiramente
290F mais escuro que
o executado a
200F

[00255] Os resultados destes dois conjuntos de experimentos
indicaram que o teor de umidade ideal para atingir o percentual mais
elevado de recuperagao de 6leo e uma torta prensada de boa qualidade
para posterior extragao por solvente neste Exemplo é entre 0,7% e
1,2%. Esta faixa de teor de umidade na biomassa de microalgas
também produziu menos sélidos no 6leo (menos de 25% em peso).
Outros experimentos semelhantes mostraram que um teor de umidade
abaixo de 0,5% resultou em depdsito pesado (sdélidos) no 6leo (acima
de 40% em peso), o que influencia o rendimento global, e produziu uma
queima, pulveruléncia, torta de qualidade pobre que nao foi adequado
para posterior extragdo por solvente (vide figura 3a). A um teor de
humidade maior que 1,2%, o rendimento global de 6leo foi menor, mas
a torta prensada produzida foi de muito boa qualidade para a posterior
extragao por solvente (vide figura 3b). Este resultado indica que o teor
de umidade desempenha um papel importante na qualidade e textura
da torta prensada a partir da biomassa microbiana, e ha uma inibigao
do percentual de rendimento de 6leo se o teor de umidade é muito
elevado.

EXEMPLO 7

Prototheca _em Prensa de Laboratério com um Perfil Lipidico de

Materiais Prensados, Extraidos e Combinados
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[00256] Aproximadamente 2 kg de biomassa de lagas de Prototheca
moriformis seca em tambor com 60% de lipidios DCW foram
pressionados usando um Press Taby tipo 70 de bancada (vide Exemplo
8 acima para as condigbes da prensa). A biomassa seca foi de
condicionada em calor em uma estufa de ar forgcado a 212¥por 30
minutos. A prensa foi preaquecida a 93,3C (200F) e 235,5 gramas de
6leo foi recuperado (19%), apés os sélidos serem removidos. O 6leo foi
colhido e analisado para o teor de perfil lipidico (expressa em % de
area), clorofila e de carotenoide usando métodos padrées. O dleo
residual na torta prensada foi recuperado através de um lote de extragao
com éter de petréleo (como descrito no exemplo 3). Um total de 311
gramas de 6leo foi extraido de 961 gramas de torta prensada. O dleo
extraido foi também analisado para o perfil lipidico (expresso em% de
area), clorofila e carotendides, que sao resumidos a seguir. No geral, 0
teor de perfil lipidico, clorofila e de carotendides a partir de 6leo
prensado e do dleo extraido com solvente foram muito semelhantes.

Tabela 12. Perfil lipidico de dleo extraido de Prototheca moriformis.

Oleo prensado (% de Area) | Oleo extraido por solvente (% de

Area)
C12:0 0,05 0,05
C14:0 1,36 1,37
C14:1 0,02 0,02
C15:0 0,04 0,04
C16:0 19,90 20,11
C16:1 0,85 0,85
C18:0 4.1 4,15
C18:1 64,81 64,56
C18:2 7,83 7,83
C20:0 0,03 0,03
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Tabela 13. Teor de Carotenoide e Clorofila no Oleo Extraido de

Prototheca morifomis.

Oleo Prensado (mcg/ml) | Oleo Extraido por
Solvente (mcg/ml)
cis-Luteina 0,041 0,042
trans-Luteina 0,140 0,112
trans-Zeaxantina 0,045 0,039
cis-Zeaxantina 0,007 0,013
t-alpha-Criptoxantina 0,007 0,010
t-beta-Criptoxantina 0,009 0,010
t-alfa-Caroteno 0,003 0,001
c-alfa-Caroteno Nenhum detectado Nenhum detectado
t-beta-Caroteno 0,010 0,009
O-cis-beta-Caroteno 0,004 0,002
Licopeno Nenhum detectado Nenhum detectado
Total de Carotendides | 0,267 0,238
Clorofila <0,01 mg/kg <0,01 mg/kg
[00257] Além disso, a analise elementar também foi realizada em

6leo prensado e 6leo extraido por solvente de Prototheca moriformis

usando espectrometria de massa ICP. Os resultados estdo resumidos

abaixo na tabela 14.

Tabela 14. Analise elementar do 6leo extraido de Prototheca moriformis.

Oleo prensado (ppm) | Oleo Extraido por Solvente (ppm)

Litio <2 <2
Berilio <2 <2
Boro <2 <2
Sédio 12 12
Magnésio <2

Aluminio 8

Fésforo <2 <2
Potassio 12 26
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Oleo prensado (ppm) | Oleo Extraido por Solvente (ppm)
Calcio 11 <2
Escandio <2 <2
Titanio <2 <2
Vanado <2 <2
Cromo <2 <2
Manganés <2 <2
Ferro <2 <2
Cobalto <2 <2
Niquel <2 <2
Cobre <2 <2
Zinco <2 <2
Galio <2 <2
Germanio <2 <2
Arsénico <2 <2
Selénio <2 <2
Rubidio <2 <2
Estroncio <2 <2
Itrio <2 <2
Zirconio <2 <2
Niébio <2 <2
Molibdénio <2 <2
Ruténio <2 <2
Rédio <2 <2
Paladio <2 <2
Prata <2 <2
Cadmio <2 <2
Indio <2 <2
Estanho <2 <2
Antiménio <2 <2
Telurio <2 <2
Césio <2 <2
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Oleo prensado (ppm) | Oleo Extraido por Solvente (ppm)
Bario <2 <2
Lantanio <2 <2
Cério <2 <2
Praseodimio <2 <2
Neodimio <2 <2
Samario <2 <2
Eurépio <2 <2
Gadolinio <2 <2
Térbio <2 <2
Disprésio <2 <2
Holmio <2 <2
Erbio <2 <2
Tulio <2 <2
Itérbio <2 <2
Lutécio <2 <2
Hafnio <2 <2
Tantalo <2 <2
Tungsténio <2 <2
Rénio <2 <2
Iridio <2 <2
Platina <2 <2
Ouro <2 <2
Talio <2 <2
Chumbo <2 <2
Bismuto <2 <2
Tério <2 <2
Uranio <2 <2
lodo 28 <4
Enxofre (ICP) <5 <5
Mercurio <2 <2
Cloro <8 <6

Petigdo 870180139496, de 09/10/2018, pag. 128/158



125/144

EXEMPLO 8
Prensagem em Escala Piloto de Prototheca moriformis
[00258] Prototheca moriformis (UTEX 1435) contendo

aproximadamente 66% do 6leo (em peso de células secas) foi seca em

tambor usando os métodos descritos no exemplo 3. Apds a secagem
em tambor, o teor de umidade da biomassa foi de cerca de 2,7%. A
biomassa seca foi, entdo, condicionada em calor usando os métodos
descritos no exemplo 3. O teor de umidade da biomassa apds
condicionamento em calor foi de cerca de 0,6-1,4%. A biomassa de
algas foi entdo alimentada em uma prensa de rosca de semente
oleaginosa de 8,9 cm (3,5") (French Oil Mill French Oil Mill Company,
Piqua OH, Piqua OH) com a gaiola preaquecida a 90,5 a 104,4°C (195-
220F). O depdsito pesado foi observado como sendo empurrado entre
as barras da gaiola, o que indica que as condigbes nao eram ideais.
Aproximadamente 47,9% de 6leo (baseado no peso e calculo teérico de
6leo disponivel na biomassa) foram recuperados com finos (sélidos). Os
sélidos foram removidos por centrifugagcédo e o rendimento total de dleo
foi de 31,9% apés clarificagao. A analise da torta prensada mostrou que
havia cerca de 22% (em peso da torta prensada) de éleo residual. Outro
lote de biomassa que foi similarmente preparado também foi executado
através da prensa com rendimento semelhante na recuperagao de dleo
(57,3% incluindo sélidos no 6leo).

EXEMPLO 9

Uso de Auxilios de Prensa com Extracido de Oleo de Prototheca

moriformis

[00259] Uma série de testes foi realizada com diferentes auxilios de
prensa no Press Taby de bancada em escala de laboratério, a fim de
verificar se a adicdo de um auxilo de prensa pode aumentar os
rendimentos do 6leo. Os diferentes auxilios de prensa foram

adicionados ao caldo de fermentagao apés a colheita da biomassa. O
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auxilo de prensa/biomassa foi entdo seco junto em um secador de
tambor e, em seguida, condicionado em calor. Esta mistura de auxilo de
prensa/biomassa foi entdo alimentada em um Press Taby escala de
escala de laboratéorio sob as condigdes acima descritas no exemplo 3.
A condigao com nenhum auxilo de prensa adicionado foi usada como
controle negativo.

[00260] Para o controle negativo, 3L de caldo de fermentagao
contendo biomassa com 63,4% de 6leo foram secos em um secador de
tambor. A biomassa seca foi alimentada através da prensa de bancada
e rendeu quantidade minima de dleo. A condigao seguinte foi 3L de
caldo de fermentagcdo com 150g (5% em peso umido do caldo de
fermentagéao) de auxilio de filtro celuldsico (Pb20, EP Minerals, Nevada).
A mistura foi entdo seca em um secador de tambor e teve um teor de
umidade de 2,25%, apbés secagem em tambor. A celulose/biomassa foi,
entao, condicionada em calor em um forno de 110 p or 20-30 minutos,
para um teor de umidade final de 1,2%. Esta celulose/biomassa
condicionada foi entdo alimentada a prensa de escala de laboratério.
Baseado em calculos tedricos de Oleo disponivel, houve
aproximadamente 145 gramas de Oleo disponivel na biomassa.
Aproximadamente 148 gramas de 6leo foram recuperadas usando a
prensa de escala de laboratério, tornando a recuperagao total de dleo
de cerca de 100%.

[00261] O préximo condicionado testado foi a adicdo de 5% de
cascas de soja moidas grossas (em peso umido). 150 gramas de casca
de soja foram misturadas com 3L de caldo de fermentagdao contendo
biomassa de Prototheca moriformis. Durante o processo de mistura, foi
observado que as cascas de soja moidas grossas tendem a decantar
para fora da solugdo, assim a mistura constante era necessaria. A
mistura foi entao seca no secador de tambor e teve um teor de umidade

de 6,5%, apds secagem tambor. A casca de soja/biomassa seca foi,
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entdo, condicionada em calor em uma estufa de 110C por 20-30
minutos para um teor de umidade final de 2,5%. A casca de
soja/biomassa condicionada em calor foi entdo alimentada através da
prensa de rosca de escala de laboratério. Fora doa 162 gramas de 6leos
disponiveis calculados, 46 gramas de 6leo foram recuperados a partir
da prensa de rosca em escala de laboratério, tornando a recuperagao
total de 6leo em 28%. Estes experimentos foram repetidos com outro
lote de caldo de fermentagao de Prototheca moriformis e 2% de cascas
de soja moidas grossas adicionados, 1% de casca de soja adicionado,
2% de celulose adicionado e 1% de celulose adicionado. Um controle
negativo com caldo de fermentagéo seco em tambor apenas também foi
testado. A quantidade minima de éleo foi recuperada a partir do controle
negativo. Da condigéo de 2% de casca de soja, 42% do 6leo disponivel
foram recuperados e 30% do 6leo disponivel foram recuperados a partir
da condigdo de 1% de casca de soja. Da condigao de 2% de celulose,
40% do dleo disponivel foram recuperados e 10% do 6leo disponivel
foram recuperados a partir da condigao 1% de celulose .

[00262] Experimentos adicionais foram realizados usando cascas de
soja finamente moidas e adigbes de material seco ao caldo de
fermentagdo como o auxilio de prensa. Devido as cascas de soja
moidas grossas terem a tendéncia a decantar, as cascas de soja
moidas grossas foram finamente moidas usando um moedor de café
sobre o decantado mais fino. Apés a moagem, a casca de soja
finamente moida tinha uma textura em pé. O material seco (2x torta
prensada de biomassa de Prototheca moriformis tendo teor 5% de 6leo)
também foi moido para este experimento. A condigdo controle foi
biomassa de Prototheca moriformis com cerca de 60% de 6leo, sem
adigao de auxilo de prensa. 150 gramas de cascas de soja finamente
moidas (5%) ou material seco moido (5%) foram adicionados a 3 L de

caldo de fermentagao contendo biomassa de Prototheca moriformis. A
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biomassa de algas e mistura de auxilo de prensa foram entéo secas em
um secador de tambor. A condigdo controle (biomassa de Prototheca
moriformis apenas) tinha um teor de umidade de 4% apds a secagem
em tambor, a condigdo de casca de soja finamente moida 5% teve um
teor de umidade de 2,3%, ap6s secagem em tambor e a condigao de
5% de material seco teve um teor de umidade de 2,5% ap6s secagem
em tambor. Cada uma das biomassas foi entao seca em uma estufa a
110C por 20 a 30 minutos para a condigao de aqueci mento da
biomassa. O teor de umidade final para o controle de biomassa foi de
2%, o teor de umidade final para a adigdo de 5% de casca de soja
finamente moida foi de 1,3% e o teor de umidade final para a adigao de
5% do material seco foi de 1,01%. Apds o condicionamento em calor,
cada uma das biomassas foi entdo alimentada através de uma prensa
de rosca Taby de escala de laboratério nas condigbes acima descritas
no exemplo 3. O éleo extraido e a torta prensada foram coletados e
analisados para um rendimento estimado. Para a condigao de controle,
6,7grams de 6leo foram coletados (apds a remogéao de sélidos do éleo),
para um rendimento aproximado de 2,8%. O depésito pesado foi
observado através da prensa e da torta prensada obstruiu a
extremidade de descarga da prensa. Na condigao de 5% de casca de
soja finamente moida, 148,2 gramas de 6leo foram coletados (apds a
remogao de solidos a partir do 6leo), para um rendimento aproximado
de recuperagdo de 79,2%. Houve uma quantidade minima de
fundamento durante a prensagem e quantidades muito baixas de
solidos estavam no 6leo prensado antes da clarificagdo. Na condigao de
5% de material seco adicionado, 195,9g de 6leo foram coletados (apés
a remogao de sdlidos a partir do 6leo), para um rendimento aproximado
de 54,6%. Houve uma quantidade minima de fundamento durante a
prensagem e pequenas quantidades de solidos estavam no dleo

prensado antes da clarificagao. Estes resultados sao consistentes com
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os resultados acima, onde a adigao de auxilios de prensa ao caldo de
fermentagdo (contendo biomassa de microalgas), seguido pela
cossecagem em um secador de tambor produziu biomassa, que teve
um rendimento de 6leo aumentado quando prensado sobre uma prensa
de rosca, em comparagao com a biomassa de microalgas com nenhum
auxilo de prensa adicionado.

Prensagem de Escala Piloto de Prototheca moriformis Usando um

Auxilo de Prensa

[00263] Os testes em escala de planta piloto foram realizados para
avaliar cascas de soja moidas solo como auxilios de prensa quando
seca misturando com a biomassa de microalgas de Prototheca
moriformis seca em tambor. As cascas de soja moidas foram misturadas
com biomassa seca de bateria a 10 e 20% p/p com base no peso final
da mistura. Entdo a mistura de casca de soja/microalgas biomassa foi
condicionada em calor em um condicionador empilhado na vertical
francés 424 antes de ser prensada em uma prensa de rosca de 8,9 cm
(3,5") (French Qil Mill Company, Piqua, OH). O 6leo e a torta prensada
foram recuperados e pesados para estimar os rendimentos.

[00264] Um lote de controle de biomassa de Prototheca moriformis
foi preparado de forma semelhante, mas sem a incluséo de cascas de
soja. O lote de controle teve um teor de 6leo de 52% (DCW) e um teor
de umidade de 2,57%, apds secagem em tambor. 70 libras do lote
controle foram condicionadas em calor por 30 minutos em um
condicionador empilhado na vertical, a 90,5 A 106,1c (195 a 223F) e
o teor de umidade foi reduzido para 0,81 a 0,95%. 32,6 Kg (72 libras)
de biomassa adicionada de 10% de cascas de soja com um teor de
umidade inicial de 3,30% foram condicionadas em calor a 190,5 a
106,4T (95 a 223,5F) por 30 minutos e o teor de u midade foi reduzido
para 1,06%. 70 libras da biomassa adicionada de 20% de cascas de

soja com um teor de umidade inicial de 3,07% foram condicionadas em
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calor a 208 a 227 por 30 minutos e o teor de umid ade foi reduzida
para 1,47%. A biomassa condicionada em calor foi, entdo, alimentada
na prensa de rosca. No lote de controle, 30 libras (fora das 70 libras que
foram condicionadas em calor) foram alimentadas através da prensa
antes da prensa ser obstruida. Aproximadamente (4,0 libras) de dleo
foram recuperadas (incluindo sélidos) das 13,6 kg (30 libras) de
biomassa que foram alimentadas através da prensa, tornando o
rendimento de aproximadamente 20,5%. Na condigéo de 10% de casca
de soja, 27,7 Kg (61 libras) (fora das 32,6 Kg (72 libras) que foram
condicionadas em calor) foram alimentadas através da prensa e
aproximadamente 3,2 Kg (7,0 libras) de dleo foi recuperado (incluindo
sélidos), tornando o rendimento aproximadamente 20%. No teste de
20% de cascas de soja, todas as *31,7 Kg (70 libras) do material
condicionado calor foram alimentadas através da prensa, mas
quantidades minimas (imensuraveis) de éleo foram recuperadas.

[00265] Com o sucesso dos experimentos de prensa em escala de
laboratério descritos acima, a adigao de auxilios de prensa ao caldo de
fermentagéo apds a colheita da biomassa de algas foi ampliada para
uma prensa de rosca de 6leo de escala piloto (prensa de rosca de
semente oleaginosa de 8,9 cm (3,5") (French Oil Mill Company, Piqua,
OH)). A biomassa de Prototheca moriformis foi preparada sob trés
diferentes condigbes experimentais: um controle negativo com
nenhuma celulose (PB20) adicionada, biomassa com 25g/L de celulose
adicionada ao caldo de fermentagdo apds a colheita, e biomassa com
50g/L de celulose adicionada ao caldo de fermentagdo apds a colheita.
A biomassa de todas as trés condi¢gdes foi seca em um secador de
tambor. A biomassa de controle negativo teve cerca de 58% de teor de
O6leo (DCW) e um teor de umidade de 6,68%. 63,5 Kg (140 libras) da
biomassa de controle negativo foram, entdo, acondicionadas em um

condicionador empilhado vertical a 107,27C (225F) por 45 minutos e 0
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teor de umidade apds condicionamento em calor foi 2,5 a 3,5% A
biomassa adicionada de 25g/L de celulose teve um teor de umidade de
5,30% apés secagem em tambor. 90,7 Kg (200 libras) de biomassa
adicionada de 25g/L de celulose foram, entdo, condicionadas em um
condicionador empilhado vertical a 93,3T (200F) por 45 minutos e o
teor de umidade apés condicionamento em calor foi 2,5 a 3,5%. A
biomassa adicionada de 50g/L de celulose teve um teor de umidade de
4,35% apos secagem tambor. 52,2 Kg (115 libras) da biomassa
adicionada de 50g/L de celulose foram entdo acondicionadas em um
condicionador empilhado vertical a 93,3T (200F) por 45 minutos e o
teor de umidade apés condicionamento em calor foi 2,5 a 3,5%. A
biomassa a partir de cada condigao experimental foi entdo alimentada
através de prensa de semente 6leo de 8,9 cm (3,5"). Na condigéo de
controle negativo, 14,6 Kg (32,3 libras) de 6leo (incluindo sdlidos ou
finos no 6leo) foram recuperadas. A torta prensada a partir da condigao
de controle negativo foi analisada para o teor de dleo residual e a torta
continha 42 a 52% (em peso) de 6leo residual. Na condigao de 25g/L de
celulose, *

[00266] 39,7 Kg (87,6 libras) de 6leo (incluindo sélidos no 6leo) foram
recuperadas. A torta prensada foi analisada para o teor de 6leo residual
e a torta continha 10 a 11% (em peso) de 6leo residual. Nenhum 6leo
foi recuperado da condigdo adicionada de 50g/L de celulose. A
biomassa nao alimentou através da prensa e obstruiu a prensa depois
de 5 minutos.

[00267] Os resultados deste experimento foram consistentes com os
resultados da prensa de bancada em escala de laboratério. Embora
uma quantidade modesta de éleo tenha sido recuperada da condigao
de controle negativo, ainda houve uma quantidade significativa de 6leo
residual deixado na torta prensada. A condigao de 25g/L celulose teve

o melhor desempenho, rendendo a maioria dos 6leos com quantidade
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minima de 6leo residual na torta prensada. A condigao de 50g/L de
celulose nao rendeu qualquer 6leo e obstruiu a prensa depois de 5
minutos de execugao. Estes resultados mostraram que a adigao de um
auxilio de prensa ao caldo de fermentagéo da biomassa de microalgas
colhida o co-seca pode aumentar o rendimento de 6leo quando
prenssada em uma prensa de rosca de semente oleaginosa.

Prensagem Completa de duas Etapas em Escala Piloto de Prototheca

moriformis

[00268] A prensagem completa de duas etapas de biomassa de
Prototheca moriformis foi realizada por meio da qual a biomassa de
Prototheca moriformis condicionada, seca, foi prensada em uma prensa
expelidora e a biomassa gasta foi, entdo, condicionada por uma
segunda vez e prensada em uma prensa expelidora por uma segunda
vez.

[00269] A Prototheca moriformis (UTEX 1435), contendo
aproximadamente 62% de 6leo (em peso de células secas) foi seca em
tambor usando os métodos descritos acima no exemplo 3. Apdos a
secagem em tambor, o teor de umidade da biomassa foi de cerca de
2,7%. A biomassa seca foi, entdo, condicionada em calor usando os
métodos descritos no exemplo 3. O teor de umidade da biomassa apés
condicionamento em calor foi de cerca de 1,7 a 2,1%.

[00270] A prensagem de primeira passagem foi realizada na
biomassa condicionada em calor usando uma prensa de rosca de
semente oleaginosa de 8,9 cm (3,5") (French Oil Mill Company, Piqua,
OH) com a gaiola preaquecida a 194 a 220F. Aproxim adamente 77,1%
do 6leo (em peso) foram recuperados a partir da biomassa de
microalgas durante esta primeira passagem. A analise da torta prensada
mostrou que havia cerca de 21% em peso de 6leo residual.

[00271] Atorta prensada foi condicionada em calor pela segunda vez

para que a torta prensada atigisse cerca de 74,4 a 91,7C (166 a 197F).
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O teor de umidade da torta prensada condicionada em calor foi de
aproximadamente 1,8%. A torta condicionada em calor foi, entao,
alimentada na prensa com a gaiola preaquecida a 82,2 a 112,8TC (180
a 235F). Aproximadamente 72,5% do 6leo na torta fo ram recuperados
nesta segunda passagem, com base no peso do 6leo recuperado nesta
segunda, a torta prensada da segunda prensa e o 6leo disponivel
calculado na torta prensada apds a primeira passagem através da
prensa de rosca. Pela adicao de dOleo recuperado em ambas as
passagens através da prensa, a recuperagao total de 6leo atingida com
ambas as passagens foi de aproximadamente 92,9%.

Composicédo de Monossacarideos da Biomassa de Prototheca

moriformis Deslipidada

[00272] A biomassa de Prototheca moriformis com elevado teor de
Oleo foi, entdo, colhida e seca usando um secador de tambor. A
biomassa de algas seca foi lisada e o 6leo foi extraido usando uma
prensa expelidora como descrito neste documento. O 6leo residual na
biomassa prensada foi entdo extraido por solvente usando éter de
petréleo. Eter de petréleo residual foi evaporado da refeigdo deslipidada
usando um Rotovapor (Buchi Labortechnik AG, Suiga). A analise da
composigao de Glicosil (monossacarideo) foi entdo realizada na
refeicdo deslipidada usando cromatografia gasosa/espectrometria de
massa combinadas (GC/MS) dos derivados de per-O-trimetilsilil (TMS)
de glicosideos metil monossacarideos produzidos a partir da amostra
por metandlise acida. Uma amostra de refeicdo deslipidada foi
submetida a metandlise em HCI 1M em metanol a 80T por
aproximadamente 20 horas, seguido de re-N-acetilagao com piridina e
anidrido acético em metanol (para detecgao de agucares amino). As
amostras foram, entao, per-O-trimetilsililadas pelo tratamento com Tri-
Sil (Pierce) a 80T por 30 minutos (vide methods i n Merkle and Poppe
(1994) Methods Enzymol. 230: 1-15 and York et al., (1985) Methods
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Enzymol. 118:3-40). A analise de GC/MS dos TMS metil glicosideos foi
realizada em um HP 6890 GC interfaceado com um MSD 5975b, usando
uma coluna capilar de silica fundida com AliTech EC-1 (30m x 0,25 mm
ID). Os monossacarideos foram identificados por seus tempos de
retengao em comparagao com os padroes, e as caracteristicas desses
carboidratos sao autenticadas por seus espectros de massa. 20
microgramas por amostra de inositol foram adicionados a amostra antes
da derivatizagdo como padrao interno. O perfil do monossacarideo de
biomassa de Prototheca moriformis deslipidada (UTEX 1435) esta
resumido na tabela 15 abaixo.

Tabela 15. Analise da Composigao de Monossacarideos (glicosil) de
Biomassa de Prototheca moriformis (UTEX 1435) deslipidada.

Massa % Molar (de
(ug) carboidrato total)

Arabinose 0,6 1,2
Xilose n.d. n.d.
Acido Galacturdnico (GalUA) n.d. n.d.
Manose 6,9 11,9
Galactose 14,5 25,2
Glicose 35,5 61,7
N Acetil galactosamina (GalNAc) n.d. n.d.
N Acetil Glucosamina (GIcNAc) n.d. n.d.
Heptose n.d. n.d.
Acido 3 Deoxi-2-mano-2 Octulsdnico n.d. n.d.
(KDO)

Soma 57 100

n.d. = nenhum detectado

[00273] Duas amostras de biomassa de Prototheca moriformis
deslipidadas (UTEX 1435) também foram analisadas para teor de fibra
alimentar usando o método AOAC 991.43. O teor de fibra alimentar para
as duas amostras foi 22,89% e 33,06%.
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EXEMPLO 10

Extracéo por Solvente de Torta Prensada de Biomassa de Microalgas

[00274] Para maximizar o rendimento total de 6leo a partir da
biomassa de microalgas, a torta prensada (como descrito nos exemplos
anteriores) foi submetida a extragao por solvente usando um extrator
tipo tambor de lote e hexano comercial como solvente. A biomassa
prensada foi misturada com o hexano comercial no extrator. A extragao
do dleo foi realizada no extrator de tambor pela lavagem da torta
prensada trés vezes com hexano comercial usando um solvente para
razao de sélidos entre 0,7:1 a 2:1. A temperatura do extrator foi mantida
no entre 50 a 55T (122F a 131F), para um tempo d e residéncia de 1
hora para cada lavagem e um vacuo leve de 2,54 a 5,08 cm (1 a 2
polegadas) de agua. O extrator de tambor foi girado continuamente
durante cada lavagem para melhorar a eficiéncia da extragao da
mistura.

[00275] A miscela de éleo-hexano deixando o extrator foi filtrada
através de um filtro de um micron e, em seguida, evaporada a um teor
minimo de solvente em um vaso de evaporagao de lote. O solvente foi
removido por evaporagao a 76,7 a 93,3TC (170F a 20 0F) e um vacuo
de 50,8 a 60,9 cm (20 a 24 polegadas) de Hg. 0,5% a 2% de nitrogénio
foram pulverizados para alcangar baixos residuais de solvente no 6leo
bruto. O éleo bruto dissolubilizado foi, entdo, empacotado em
recipientes de 19 | (5 galbes). A refeicao gasta umida ("bagago") foi
dissolubilizada no mesmo vaso extrator de tambor apds a miscela
dedleo-hexano ter sido bombeada para fora. A Dissolubilizagdo e
secagem do bagago foram realizadas no extrator de tambor pelo
aquecimento da biomassa a 104,4 a 115,5C (220F a 240F) usando
apenas vapor indireto. A refeigao dissolubilizada foi empacotada em
tambores de fibra de 167 | (44 galdes).

[00276] Os vapores de solventes a partir do extrator de tambor e do
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evaporador de 6leo foram condensados e recuperados no tanque de
agua solvente onde a agua e os solidos foram removidos. O solvente
recuperado foi armazenado e pode ser reutilizado em extragées por
solvente futuras.

EXEMPLO 11

Secagem e Extracdo de Oleo de Leveduras Oleaginosas

[00277] A cepa de levedura oleaginosa Rhodotorula glutinis (DSMZ-
DSM 70398) foi cultivada de acordo com os métodos do Exemplo 1 para
produgao de biomassa de levedura oleaginosa, com aproximadamente
50% de lipidios por DCW. O caldo de levedura colhido foi seco por meio
de trés diferentes métodos para comparagao: (1) bandeja seca em forno
de ar forgado a 75T durante a noite, (2) seca em u m secador de tambor
sem concentragao, e (3) o caldo de levedura foi concentrado para 22%
de soélidos e a lama foi entao seca em um secador de tambor. O material
de cada uma das trés diferentes condigdes de secagem foi condicionado
em calor e alimentado através de uma prensa de rosca para extragao
de dleo. A temperatura de prensa foi de 65,5T (1560 ¥) e a biomassa
de levedura seca condicionada foi mantida a cerca de 87,7C (190F)
até que a mesma estivesse pronta para ser colocada na prensa.
[00278] O teor de umidade do caldo de levedura seca em tambor sem
concentragao foi de 5,4% e as leveduras secas em tambor foram, entao,
acondicionadas em estufa a 90T por 20 minutos. O teor de umidade
ap6s condicionamento foi de 1,4%. A levedura seca em tambor
condicionada foi entdo alimentada em prensa de rosca Taby de bancada
para extracao de Oleo. Este material era bem oleoso, com minimo
depasito.

[00279] O teor de umidade do caldo de levedura concentrado seco
em tambor foi de 2,1% e a levedura concentrada seca em tambor foi,
entdo, acondicionada em estufa a 90T por 20 minutos. O teor de

umidade apds o condicionamento foi de 1,0%. A levedura concentrada
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seca em tambor condicionada foi, entdo, alimentada em uma prensa de
rosca Taby de bancada para extragao de 6leo. Este material era bem
oleoso, com minimo depadsito.

EXEMPLO 12

Secagem e Extracdo de Oleo de Bactérias Oleaginosas

[00280] A cepa de bactéria oleaginosa Rhodococcus opacus PD630
(DSMZ-DSM 44193) foi cultivada de acordo com os métodos do
exemplo 1 para produgao de biomassa de bactérias oleaginosas, com
aproximadamente 32% de lipidios por DCW.

[00281] O caldo de Rhodococcus opacus colhido foi concentrado
usando centrifugagao e, em seguida, lavado com agua deionizada e
ressuspenso em 1.8L de agua deionizada. 50 gramas de celulose
purificada (Pb20-Pre-co-Floc, EP Minerals, Nevada) foram adicionados
a biomassa ressuspensa e os solidos totais foram ajustados com agua
deionizada para 20%. A biomassa de Rhodococcus foi entdo seca em
um secador de tambor e do teor de umidade de Rhodococcus apés a
secagem em um secador de tambor foi de aproximadamente 3%.
[00282] O material seco em tambor foi entdo condicionado em calor
em uma estufa a 130T por 30 minutos com um teor de umidade
resultante de cerca de 1,2%. A biomassa condicionada em calor foi
entdao alimentada através de uma prensa Taby de bancada (prensa de
rosca) para extragdo de 6leo. A temperatura da prensa estava em
98,3T (209F) e a biomassa de levedura seca condic ionada foi mantida
em cerca de 115,5T (240F) até que a mesma estives se pronta para
ser colocada na prensa. Recuperagao de éleo foi acompanhada pelo
depdsito pesado.

EXEMPLO 13

Genotipagem de Cepas de Microalgas

[00283] As amostras de microalgas de 23 cepas listadas na tabela 5

acima foram genotipadas. O DNA gendmico foi isolado a partir da
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biomassa de algas como se segue. As células (aproximadamente 200
mg) foram centrifugadas a partir das culturas liquidas 5 minutos a
14.000 x g. As células foram entao ressuspensas em agua destilada
estéril, centrifugadas 5 minutos a 14.000 xg e o sobrenadante
descartado. Uma esfera de vidro unica ~ 2mm de didmetro foi
adicionada a biomassa e os tubos foram colocados a -80TC durante pelo
menos 15 minutos. As amostras foram removidas e 150 L de tampao
de moagem (Sarcosil a 1%, sacarose 0,25 M, NaCl 50 mM, EDTA 20
mM, Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, 0,5 ug/ul de RNase A) foi adicionado. Os
péletes foram ressuspensos por vortex brevemente, seguido pela
adigao de 40 ul de NaCl 5M. As amostras foram vortexadas brevemente,
seguido pela adicdo de 66 pl de CTAB a 5% (brometo de cetil
trimetilaménio) e um vértice final breve. As amostras foram incubadas
préximas a 65T por 10 minutos, apds o que elas for am centrifugadas a
14.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo
novo e extraido uma vez com 300 pl de Fenol: Cloroférmio: alcool
isoamilico 12:12:1, seguido por centrifugagao por 5 minutos a 14.000 x
g. A fase aquosa resultante foi transferida para um tubo novo contendo
0,7 vol de isopropanol (~190 uL), misturado por inversao e incubada a
temperatura ambiente por 30 minutos ou durante a noite a 4T. O DNA
foi recuperado através de centrifugagao a 14.000 xg por 10 minutos. O
pélete resultante foi lavado duas vezes com etanol 70%, seguido por
uma lavagem final com 100% de etanol. Os péletes foram secos ao ar
por 20 a 30 minutos em temperatura ambiente seguido por
ressuspensao a 50 pl de TrisCl 10mM, EDTA 1mM (pH 8,0).

[00284] Cinco pl de DNA de algas total, preparados como descrito
acima foram diluidos 1:50 em Tris 10 mM, pH 8,0. As reagdes de PCR,
volume final de 20 pl, foram configuradas como segue. Dez ul de mix
mestre iProof HF 2 x (BIO-RAD) foi adicionado a 0,4 ul de iniciador (5'-
TGTTGAAGAATGAGCCGGCGAC-3’' (SEQ ID NO:24) na concentragao
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estoque de 10mM). Esta sequéncia de iniciador executa a partir da
posigao 567-588 no numero de acesso do banco de genes L43357 e é
altamente conservada em plantas superiores e genomas de plastideos
de algas. Isto foi seguido pela adigao de 0,4 pl de iniciador (5'-
CAGTGAGCTATTACGCACTC-3' (SEQ ID NO:25) em concentragao
estoque de 10 mM). Esta sequéncia de iniciadores é complementar a
posicao em 1112-1093 no numero de acesso L43357 do banco de
genes e é altamente conservada em plantas superiores e genomas de
plastideos de algas. Em seguida, 5 ul de DNA total diluido e 3,2 pl dH20
foram adicionados. As reagdes de PCR foram executadas como segue:
98T, 114,3 cm (45"); 98T, 20,3 cm (8"); 53T, 3 0,5 cm (12"), 72T,
50,8 cm (20") por 35 ciclos, seguido de 72T duran te 1 min e mantendo
a 25T. Para a purificagao de produtos de PCR, 20 ul de Tris 10 mM,
pH 8,0, foram adicionados a cada reagao, seguido por extragao com 40
Ml de Fenol: Cloroformio: alcool isoamilico 12:12:1, vértex e
centrifugagao a 14.000 xg por 5 minutos. As reagdes de PCR foram
aplicadas a colunas S-400 (GE Healthcare) e centrifugadas por 2
minutos a 3.000 x g. Os produtos de PCR purificados foram
posteriormente clonados em TOPO em PCR8/GW/TOPO e os clones
positivos foram selecionados para placas LB/Spec. O DNA plasmidial
purificado foi sequenciado em ambas as dire¢goes usando iniciadores
M13 diretos e reversos. As sequéncias das 23 cepas de microalgas
estdo listadas como SEQ ID NOs:1-23 na Listagem de Sequéncias
anexa (vide Tabela 5 para a correlagao). Além disso, varias cepas de
Prototheca de microalgas (vide tabela 16, abaixo) também foram
genotipadas usando os métodos e iniciadores descritos acima. As
sequéncias gendmicas 23S rRNA estdo listadas como SEQ ID
NOs:26-34 na Listagem de Sequéncias anexa e sao descritas a
seguir.

Tabela 16. Cepas Prototheca de microalgas.
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Espécies Cepa SEQ ID NO.
Prototheca kruegani UTEX 329 SEQ ID NO:26
Prototheca wickerhamii UTEX 1440 SEQ ID NO:27
Prototheca stagnora UTEX 1442 SEQ ID NO:28
Prototheca moriformis UTEX 288 SEQ ID NO:29
Prototheca moriformis UTEX 1439; 1441; SEQ ID NO:30
1435; 1437

Prototheca wikerhamii UTEX 1533 SEQ ID NO:31
Prototheca moriformis UTEX 1434 SEQ ID NO:32
Prototheca zopfii UTEX 1438 SEQ ID NO:33
Prototheca moriformis UTEX 1436 SEQ ID NO:34

Genotipagem de Cepas de Leveduras Oleaginosas

[00285] A Genotipagem de 48 cepas diferentes de levedura
oleaginosa foi realizada. O DNA gendémico foi isolado de cada um das
48 diferentes cepas da biomassa de levedura de oleaginosa como se
segue. Células (aproximadamente 200 mg) foram centrifugadas a partir
de culturas liquidas 5 minutos a 14.000 x g. As células foram entao
ressuspensas em agua destilada estéril, centrifugadas 5 minutos a
14.000 xg e o sobrenadante descartado. Uma esfera de vidro unica ~
2mm de diametro foi adicionada a biomassa e os tubos foram colocados
a -807T durante pelo menos 15 minutos. As amostras foram removidas
e 150 ul de tampao de moagem (Sarcosil a 1%, sacarose 0,25 M, NaCl
50 mM, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, 0,5 ug/ul de RNase A)
foi adicionado. Os péletes foram ressuspensos por vortex brevemente,
seguido pela adigdo de 40ul de NaCl 5M. As amostras foram
centrifugadas brevemente, seguido pela adigéo de 66 ul de CTAB a 5%
(brometo de cetil trimetilamdnio) e um vortice breve final. As amostras
foram incubadas préximas a 65T por 10 minutos, apés o que foram
centrifugadas a 14.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi

transferido para um novo tubo e extraido uma vez com 300 ul de Fenol:
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Cloroférmio: alcool isoamilico 12:12:1, seguido de centrifugagao por 5
minutos a 14.000 x g. A fase aquosa resultante foi transferida para um
novo tubo contendo 0,7 vol de isopropanol (~190 pl), misturado por
inversao e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos ou durante
a noite a 4C. O DNA foi recuperado através de cent rifugagao a 14.000
xg por 10 minutos. O pélete resultante foi lavado duas vezes com etanol
a 70%, seguido por uma lavagem final com de etanol a 100%. Os
péletes foram secos ao ar por 20-30 minutos em temperatura ambiente
seguido por ressuspensao em 50 ul de TrisCl 10mM, EDTA 1mM (pH
8,0).

[00286] Cinco pl de DNA de algas total, preparados como descrito
acima, foram diluidos 1:50 em Tris 10 mM, pH 8,0. As reagdes de PCR,
o volume final de 20 ul, foram configuradas como se segue. Dez ul de
mix mestre iProof HF 2 x (BIO-RAD) foram adicionados a 0,4 ul de
iniciador direto SZ25434 (5° GTCCCTGCCCTTTGTACACAC -3’ (SEQ ID
NO: 35) na concentragao estoque de 10mM) e 0,4 ul de iniciador
reverso SZ5435 (5'- TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGG -3’ (SEQ ID
NO: 36) em concentragdo estoque 10 mM). Os iniciadores foram
selecionados com base na conservagao de sequéncia entre trés regioes
principais de 18S e cinco regides principais de genes 26S rRNA de
fungos. Por referéncia, o iniciador direto é idéntico aos nucleotideos
1632-1652 Genbank Acession # AY550243 e o iniciador reverso é
idéntico aos nucleotideos 464271-464293 do Genbank Acession #
NC_001144. Em seguida, 5 ul de DNA total diluido e 3,2 yl de dH.0O
foram adicionados. As reagdes de PCR foram executadas como segue:
98T, 45 segundos; 98T, 8 segundos, 58T, 12 segun dos; 72T, 36
segundos para 35 ciclos seguidos de 72T por 1 min e mantendo a 4TC.
Para a purificagao de produtos de PCR, 20 ul de Tris 10 mM, pH 8,0, foi
adicionado a cada reagao, seguido de extragao com 40 ul de Fenol:

Cloroférmio: alcool isoamilico 12:12:1, vértex e centrifugagéo a 14.000
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xg por 5 minutos. As reagoes de PCR foram aplicadas a colunas S-400
(GE Healthcare) e centrifugadas por 2 minutos a 3.000 xg. Os produtos
de PCR purificados resultantes foram clonados e transformados em E.
coli usando kit de vetor ZeroBlunt PCR4BIlunt-TOPO (Invitrogen) de
acordo com as instrugdes do fabricante. As reagbes de sequenciamento
foram realizadas diretamente sobre colénias resistentes a ampicilina. O
DNA plasmidial purificado foi sequenciado em ambas as diregbes
usando iniciadores diretos e reversos M13.

[00287] Uma lista das 48 cepas de leveduras oleaginosas que foram
genotipadas é resumida a seguir na tabela 17, juntamente com as SEQ
ID NOs correspondentes.

Tabela 17. Cepas de Leveduras Oleaginosas.

Nome da Cepa Numero da cepa SEQ ID NO
Rhodotorula glutinis DSMZ-DSM 70398 SEQ ID NO:37
Lipomyces tetrasporus CBS 5911 SEQ ID NO:70
Rhodotorula glutinis var.

glutinis CBS 3044 SEQ ID NO:38
Lipomyces tetrasporus CBS 8664 SEQ ID NO:71
NO: 71

Lipomyces tetrasporus CBS 1808 SEQ ID NO:39
Lipomyces tetrasporus CBS 1810 SEQ ID NO:39
Lipomyces starkeyi CBS 1809 SEQ ID NO:40
Trichosporon montevideense  CBS 8261 SEQ ID NO:72
NO: 72

Yarrowia lipolytica CBS 6331 SEQ ID NO:41
Cryptococcus curvatus CBS 5324 SEQ ID NO:42
Rhodotorula mucilaginosa var. CBS 316 SEQ ID NO:73
mucilaginosa

Cryptococcus curvatus CBS 570 SEQ ID NO:42
Cryptococcus curvatus CBS 2176 SEQ ID NO:42
Cryptococcus curvatus CBS 2744 SEQ ID NO:42
Cryptococcus curvatus CBS 2754 SEQ ID NO:42
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Cryptococcus curvatus
Cryptococcus curvatus
Cryptococcus curvatus
Trichosporon sp.

Sporobolomyces alborubescens
Rhodotorula glutinis var. glutinis
Rhodotorula glutinis var. glutinis

Trichosporon behrend
Geotrichum histeridarum
Rhodotorula aurantiaca
Cryptococcus curvatus
Trichosporon domesticum
Rhodotorula toruloides
Rhodotorula terpendoidalis
Yarrowia lipolytica

Rhodotorula glutinis var. glutinis

Yarrowia lipolytica
Lipomyces tetrasporus
Yarrowia lipolytica
Lipomyces tetrasporus
Rhodosporidium
sphaerocarpum
Trichosporon brassicae
Cryptococcus curvatus
Lipomyces tetrasporus
Lipomyces starkeyi
Yarrowia lipolytica
Trichosporon loubieri var.
loubieri

Geotrichum vulgare
Rhodosporidium toruloides
Rhodotorula glutinis var.

glutinis
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CBS 2829
CBS 5163
CBS 5358
CBS 7617
CBS 482
CBS 324
CBS 4476
CBS 5581
CBS 9892
CBS 8411
CBS 8126
CBS 8111
CBS 8761
CBS 8445
CBS 10144
CBS 5805
CBS 10143
CBS 5607
CBS 5589
CBS 8724

CBS 2371
CBS 6382
CBS 2755
CBS 7656
CBS 7786
CBS 6012

CBS 8265
CBS 10073

CBS 14

CBS 6020

SEQ ID NO:42
SEQ ID NO:42
SEQ ID NO:42
SEQ ID NO:43
SEQ ID NO:44
SEQ ID NO:45
SEQ ID NO:46
SEQ ID NO:47
SEQ ID NO:48
SEQ ID NO:49
SEQ ID NO:74
SEQ ID NO:50
SEQ ID NO:51
SEQ ID NO:52
SEQ ID NO:53
SEQ ID NO:54
SEQ ID NO:55
SEQ ID NO:56
SEQ ID NO:57
SEQ ID NO:58

SEQ ID NO:59
SEQ ID NO:60
SEQ ID NO:61
SEQ ID NO:75
SEQ ID NO:62
SEQ ID NO:63

SEQ ID NO:64
SEQ ID NO:65

SEQ ID NO:66

SEQ ID NO:67
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Lipomyces orientalis CBS 10300 SEQ ID NO:76
Rhodotorula aurantiaca CBS 317 SEQ ID NO:68
Torulaspora delbrueckii CBS 2924 SEQ ID NO:69

[00288] Todas as referéncias citadas neste documento, incluindo
patentes, pedidos de patentes e publicagdes de revistas cientificas, sao
incorporadas por referéncia em suas totalidades, se previamente
especificamente incorporadas ou nao. Em particular, o Pedido PCT No.
(Protocolo do procurador No. 026172-004150PC),
depositado em 14 de abril de 2010, intitulado "Novel Microalgal Food

Compositions" é incorporado neste documento por referéncia. As
publicagbes mencionadas neste documento sao citadas com o objetivo
de descrever e divulgar reagentes, metodologias e conceitos que

podem ser usados em conexao com a presente invengao.
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REIVINDICAGOES

1. Método para a extragao de dleos triglicerideos a partir de
biomassa de microalga, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) secar a biomassa de microalga para produzir biomassa
de microalga seca;

(b) condicionar a biomassa de microalga seca para produzir
matéria-prima condicionada tendo um teor de umidade de 0,1% a 6%,
em peso, por aquecimento da biomassa de microalga seca a uma
temperatura na faixa de 65,5°C a 148,9°C; e

(c) submeter a matéria-prima condicionada a pressao de
pelo menos 10.000 psi para separar pelo menos 25% do 6leo na
biomassa dos outros componentes,

deixando biomassa gasta do teor de O6leo reduzido em
relagdo a matéria-prima condicionada, a dita biomassa gasta
compreendendo entre menos de 50% de 6leo e menos de 1% de 6leo,
em peso.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que um agente de avultamento é adicionado a biomassa de
microalga seca antes de condiciona-la.

3. Método de acordo com a reivindicaggo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a matéria-prima condicionada tem um
teor de umidade de 0,1% a 2,5%, em peso.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que a matéria-prima condicionada tem um
teor de umidade de 1% a 2%, em peso.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que os Oleos triglicerideos sao
extraidos por uma prensa expelidora.

6. Método de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado

pelo fato de que a biomassa de microalga é submetida a um ou mais
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ciclos de pressao oscilante, em que cada ciclo consiste em uma pressao
inferior para um primeiro periodo de tempo seguido de uma pressao
maior para um segundo periodo de tempo, em que, se mais do que um
ciclo é conduzido, entao a média de pressdao exercida na biomassa
durante o curso do ultimo ciclo é pelo menos duas vezes maior do que
a pressao média exercida na biomassa durante o curso do primeiro ou
qualquer ciclo prévio.

7. Método de acordo com a reivindicaggo & ou 6,
caracterizado pelo fato de que a prensa expelidora € um movimento de
rotagéo continua do eixo sem-fim no interior de uma gaiola que tem um
alimentador em uma extremidade e um estrangulamento na
extremidade oposta do mesmo, e tem aberturas dentro da gaiola,

em que a gaiola tem um comprimento interno que se
encontra entre, pelo menos, dez vezes para pelo menos 20 vezes do
seu diametro interno e compreende uma pluralidade de barras
alongadas, com pelo menos algumas das barras alongadas separadas
por um ou mais espagadores, as barras estao sobre uma estrutura , em
que 0 um ou mais espagadores entre as barras formam as aberturas, e
6leos sao liberados através das aberturas para um recipiente de coleta
ligado hidraulicamente com a gaiola,

em que os espagadores entre as barras alongadas sao de
diferentes espessuras permitindo assim que a variagao do espaco entre
cada barra alongada, em que tanto os espagadores ou 0s espagos entre
as barras sao 0,012 a 0,076 cm (0,005 a 0,030 polegadas) de
espessura,

em que a biomassa adentra a gaiola através do alimentador,
e a rotagao do eixo sem-fim agiliza a biomassa ao longo da gaiola e
aplica pressao a biomassa, disposta entre a gaiola e o estrangulamento,
pressionando as células lisadas da biomassa e liberando éleo através

das aberturas da gaiola, e a biomassa gasta do teor de 6leo reduzido é
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extrudida a partir da extremidade de estrangulamento da gaiola.

8. Método de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado
pelo fato de que a pressdao aumenta em um fator de 10 a 20 a partir da
extremidade de alimentagao para a extremidade de estrangulamento da
gaiola e ndo aumenta em mais de 100% da pressao na extremidade de
alimentagao da gaiola por metro linear da gaiola entre as extremidades
de alimentagao e estrangulamento da gaiola.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
1 a 8, caracterizado pelo fato de que compreende ainda extrair os 6leos
triglicerideos da biomassa gasta do teor de 6leo reduzido com um
solvente organico.

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado
pelo fato de que o solvente organico é hexano.

11. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda condicionar a biomassa de
microalga para alterar as suas propriedades fisicas ou fisico-quimicas
sem liberar mais de 5% dos dleos triglicerideos e para fornecer uma
biomassa de microalga com um teor de umidade de entre 0,1% e 2,5%,
em peso, em que o referido condicionamento é selecionado de um ou
mais dos seguintes:

aquecimento da biomassa a 65,5 a 148,9C (150 a 300 F);

submissao da biomassa a uma primeira pressao que nao
libera mais do que 5% dos lipideos na biomassa;

tratamento da biomassa com um expansor ou extrusor; ou

adicao de um agente de avultamento a biomassa microbiana
para facilitar a liberagao dos lipideos quando a biomassa microbiana é
submetida a pressao.

12. Método de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado
pelo fato de que a biomassa é condicionada com calor a 65,5 a 148,9C

(150 a 300F) por um periodo de tempo entre 10 e 60 minutos.
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13. Método de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que o agente de avultamento é selecionado dentre o grupo
consistindo em paingo amarelo, casca de soja, alecrim seco, forragem
de milho, celulose, bagago de cana-de-agucar ou biomassa de
microalga gasta que compreende entre 40% e 90% de polissacarideo e
menos de 10% de 6leo, e é adicionado a biomassa de microalga antes
de uma etapa de desidratar a biomassa microalga até um teor de
umidade inferior a 6%.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 13, caracterizado pelo fato de que a biomassa de microalgas é
derivada de uma cultura que foi cultivada através de um processo
heterotréfico, ou um processo fotoautotrofico.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 14, caracterizado pelo fato de que a biomassa de microalgas
compreende um perfil de acido graxo de:

menos de 2% de C14:0; 13 a 16% de C16:0; 1 a 4% de
C18:0; 64 a 71% de C18:1; 10 a 15% de C18:2; 0,5 a 2% de C18:3; e
menos de 1% de comprimento de cadeia de carbono de 20 ou mais
longo;

1 a 2% de C14:0; 16 a 26% de C16:0; 2 a 6% de C18:0; 58
a68% de C18:1; e 7 a 11% de C18:2;

pelo menos 4% de C8-C14, em que a microalga contém um
gene exdgeno codificando uma tioesterase com uma preferéncia por um
ou mais comprimentos de cadeia de acido graxo de 8, 10, 12 e 14
atomos de carbono;

entre 10 e 40% de C8 a C14; ou

pelo menos 15% de acidos graxos C:16, pelo menos 50% de
acidos graxos C18:1, pelo menos 7% de acidos graxos C18:2 e menos
de 3% de acidos graxos C10:0 a C14:0.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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1 a 15, caracterizado pelo fato de que os dleos triglicerideos extraidos
compreendem uma ou mais propriedades selecionadas dentre:

menos de 0,01 miligrama de clorofila por quilograma de
Oleos triglicerideos; ou

ou uma ou mais das seguintes: menos de 8 ppm de cloreto,
nao mais de 2 ppm de fésforo, ndo mais de 26 ppm de potassio, nao

mais de 12 ppm de sddio e ndo mais de 5 ppm de enxofre.
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