(11) Ntmero de Publicacao: PT 1828373 E

i

b
wegpecie

(51) Classificagao Internacional:
C12M 1/02(2011.01) C12M 1/10(2011.01)
C12M 1/16 (2011.01) C12P 19/14(2011.01)

)
. } C12P 19/00 (2011.01) C12P 7/10(2011.01)
(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENGAO C12P 19/12(2011.01)

(22) Data de pedido: 2005.11.07 (73) Titular(es):
INBICON A/S

(30) Prioridade(s): 2004.11.29 DK 200401854 KRAFTVZEERKSVEJ 53 SKZERBZAK 7000
FREDERICIA DK

(43) Data de publicagao do pedido: 2007.09.05
(72) Inventor(es):

(45) Data e BPI da concessao: 2011.08.17 CLAUS FELBY DK
198/2011 JAN LARSEN DK

HENNING JORGENSEN DK

JAKOB VIBE-PEDERSEN DK

(74) Mandatério: ) )
MANUEL ANTONIO DURAES DA CONCEIGAO ROCHA
AV LIBERDADE, Ne. 69 1250-148 LISBOA PT

(54) Epigrafe: HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSAS QUE TEM UM ALTO TEOR EM MATERIA
SECA (MS)

(57) Resumo: ; 3 ;
A PRESENTE INVENGAO REFERE-SE A UM PROCESSO PARA LIQUEFACCAO E SACARIFICACAO

DE BIOMASSAS QUE CONTEM POLISSACARIDOS, QUE TEM UM TEOR RELATIVAMENTE ALTO
EM MATERIA SECA. A PRESENTE INVENGAO COMBINA A HIDROLISE ENZIMATICA COM UM
TIPO DE MISTURA QUE SE BASEIA NO PRINCIPIO DE GRAVIDADE ASSEGURANDO QUE AS
BIOMASSAS SEJAM SUBMETIDAS A FORGAS MECANICAS, PRIMARIAMENTE FORGAS DE
CISALHAMENTO E DILACERAMENTO. ALEM DISSO, A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A
UTILIZACAO ADICIONAL DE TAIS BIOMASSAS PROCESSADAS, POR EXEMPLO, PARA
FERMENTACAO SUBSEQUENTE EM BIOETANOL, BIOGAS, ESPECIALMENTE HIDRATOS DE
CARBONO PARA ALIMENTOS E RACAO BEM COMO MATERIA-PRIMA DE CARBONO PARA
PROCESSAMENTO EM PLASTICOS E PRODUTOS QUIMICOS.



RESUMO

"HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSAS QUE TEM UM ALTO TEOR EM
MATERIA SECA (MS)"

A presente 1invengao refere-se a um Pprocesso para
liquefacgcao e sacarificacao de Dbiomassas que contém
polissacaridos, gque tem um teor relativamente alto em
matéria seca. A presente invengdo combina a hidrdlise
enzimatica com um tipo de mistura que se baseia no
principio de gravidade assegurando gue as biomassas sejam
submetidas a forgas mecadnicas, primariamente forcas de
cisalhamento e dilaceramento. Além disso, a ©presente
invengao refere-se a utilizagédo adicional de tais biomassas
processadas, por exemplo, para fermentacao subsequente em
bioetanol, biogas, especialmente hidratos de carbono para
alimentos e ragao bem como matéria-prima de carbono para

processamento em plasticos e produtos gquimicos.



DESCRICAO

"HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSAS QUE TEM UM ALTO TEOR EM
MATERIA SECA (MS)”

Campo da invencgédo

A presente 1nvengdo refere-se a um processo para
liguefacgao e sacarificagao de Dbiomassas que contém
polissacaridos, que tém um alto teor em matéria seca e
preferentemente que possuem fibras e particulas com um
tamanho médio grande. A presente invencédo possibilita a
utilizagao adicional de tais biomassas processadas, por
exemplo, para fermentacgao subsequente em bioetanol,
especialmente hidratos de carbono para alimentos e ragao
bem como matéria-prima de carbono para processamento em

plasticos e produtos quimicos.

Antecedentes da invencgao

Numerosos processos industriais e agricolas, por
exemplo, operagdes urbanas, processamento de alimentos e
ragcao e biomassas geradas a partir de produtos florestais,
residuos e subprodutos que contém aglcares poliméricos, por
exemplo, na forma de amido, celulose e hemicelulose.
Agronegdcios e indUstrias quimicas bem como organizacgdes
publicas tém um interesse considerdvel no desenvolvimento
de processos para converter tais biomassas em materiais de
um valor mais alto. Assim, por meio de exemplo tais
biomassas poderiam potencialmente ser convertidas em
bioetanol, biogas ou produtos quimicos utilizando
microorganismos e/ou enzimas hidroliticas. No entanto, a
maioria dos processos conhecidos actualmente nao tém ainda
alcancado pratica comercial em larga escala devido a seu
custo de producao alto e necessidade de energia alta e

assim praticabilidade econdémica incerta inerente.



Além de serem importantes como alimentos e racdo, os
hidratos de carbono de biomassa podem ser utilizados como
matéria-prima para uma série de processos industriais. Na
forma de polimeros, um produto bem conhecido é o papel,
onde a celulose ¢é o componente principal. No entanto,
quando sao processados em oligémeros e mondémeros, OS
hidratos de carbono sao uma matéria-prima importante para
uma série de processos industriais. Como sera descrito em
detalhe sdo necessarios para uma série de processos
microbianos, mas além disso podem ser utilizados como
matéria-prima para, por exemplo, processamento enzimatico
em especialmente hidratos de carbono para alimentos e
ragao, por exemplo, trealose. Também oligdmeros e mondmeros
de hidrato de carbono podem substituir produtos
petroquimicos para processamento em plasticos e produtos
quimicos orgédnicos. Além disso, os hidratos de carbono
podem ser utilizados como portadores de hidrogénio em
hidrogenacgao catalitica.

E, portanto, evidente que se um custo baixo e
abundantes recursos de hidratos de carbono processados
pudessem ser disponibilizados para processamento industrial
poderia haver um potencial econdmico substancial.

O amido ¢é o hidrato de carbono mais amplamente
armazenado em plantas e ocorre na forma de granulos, qgue
diferem marcadamente em tamanho e caracteristicas fisicas
de espécie para espécie. O0s gréanulos de amido sao
geralmente bem resistentes a penetracdo tanto por agua como
enzimas hidroliticas devido a formagdo de ligacdes de
hidrogénio dentro da mesma molécula e com outras moléculas
vizinhas. No entanto, estas inter- e intra-ligacdes de
hidrogénio podem  tornar-se fracas a medida que a
temperatura da suspensao ¢é elevada. Quando uma suspensao
aquosa de amido ¢é aquecida, as 1ligagdes de hidrogénio
enfraquecem, a agua ¢ absorvida, e os granulos de amido

incham. Este processo é comummente chamado gelatinizacéo



porque a solugao formada tem uma consisténcia gelatinosa,
altamente viscosa. Quimicamente, o amido é um polimero
natural de glucose, que ¢é geralmente insoluvel, mas
dispersivel em dgua a temperatura ambiente e constituido de
uma unidade de repeticao similar a essa de celulose e unida
por ligagdes glicosidicas «o-1,4 e o-1,6, em oposigao as
ligagdes glicosidicas (-1,4 para celulose. As unidades
formam um componente de cadeia linear, chamado amilose, ou
um componente de cadeia ramificada, chamado amilopectina. A
maioria das sementes de planta, graos e tubérculos contém

o)

aproximadamente 20 - 25 % de amilose., mas algumas, como,
por exemplo, amido de ervilha tém 60 % de amilose e certas
espécies de milho tém 80 % de amilose. Variedades cerosas
de graos, tal como arroz, sao baixas em amilose.

Além do amido, os trés constituintes principais em
biomassa de planta sao celulose, hemicelulose e lignina,
que sao comummente denominadas pelo termo genérico
lignocelulose. As biomassas que contém polissacaridos como
um termo genérico incluem tanto amido como biomassas
lignoceluldsicas.

Celulose, hemicelulose e lignina estao presentes em
quantidades variadas em plantas diferentes e nas diferentes
partes da planta e sao intimamente associadas para formar a
armagao estrutural da planta.

A celulose é um homopolissacarido composto
inteiramente de D-glucose unido por ligacgbes glicosidicas
B-1,4 e com um grau de polimerizagdo até 10.000. A
estrutura linear da celulose possibilita a formagao de
intra- e intermolecular ligag¢des de hidrogénio, gque resulta
na agregagao de cadeias de celulose em micro fibrilas.
Regides dentro das microfibrilas com ordem alta sao
denominadas cristalinas e regides de ordem baixa sao
denominadas amorfas. As microfibrilas montam-se em
fibrilas, que entdo formam as fibras de celulose. A

estrutura parcialmente cristalina de celulose Jjuntamente



com a disposigdo microfibrilar, da a <celulose alta
resisténcia a tracgao, torna a celulose 1insolUvel na
maioria dos solventes, e ¢é parcialmente responsavel pela
resisténcia de celulose contra degradacgao microbiana, isto
¢, hidrdlise enzimatica.

A hemicelulose € um polissacarido heterogéneo complexo
composto de uma série de residuos de mondmeros: D-glucose,
D-galactose, D-manose, D-xilose, L- arabinose, acido D-
glucurdnico e acido 4-D-metil-D-glucurdnico. A hemicelulose
tem um grau de polimerizacao abaixo de 200, tem cadeias
laterais e pode ser acetilada. Em madeira macia como abeto,
pinheiro e espruce, galactoglucomanano e arabino-4-0O-metil-
glucuronoxilano sao as fracgdes de hemicelulose principais.
Em madeira dura como bétula, choupo, faia preta ou
carvalho, 4-0O-acetil-4-metil-glucuronoxilano e glucomanano
sdo os constituintes principais de hemicelulose. Gramineas
como arroz, trigo, aveia e paingo amarelo tém hemicelulose
composta de glucuronoarabinoxilano principalmente.

A lignina é uma rede complexa formada pela
polimerizagao de unidades de propano de fenilo e constitui
a mais abundante fraccao nao polissacaridica em
lignocelulose. 0Os trés mondmeros em lignina sdo alcool p-
coumarilico, alcool coniferilico e dlcool sinapilico, e séo
com mais frequéncia unidos através de ligagdes de éter
arilgliceril-P-arilo. A lignina ¢é ligada a hemicelulose e
incrusta os hidratos de carbono, deste modo oferecendo
proteccao contra degradacado microbiana e quimica.

Como foi indicado anteriormente as biomassas
processadas poderiam potencialmente ser convertidas em
bioetanol ou produtos guimicos utilizando microorganismos
e/ou enzimas hidroliticas, ou os hidratos de carbono das
biomassas processadas poderiam ser utilizados como matéria-
prima para uma série de processos industriais, por exemplo,
processamento enzimatico em especialmente hidratos de

carbono para alimentos e ragao ou como substitutos para



produtos petroquimicos na producgdo de plasticos e produtos
quimicos orgédnicos. Além disso, o processamento de hidratos
de carbono em biomassa de acordo com a presente invencao
pode ser combinado com separagao e fraccionamento dos
componentes nao de hidrato de carbono. Uma utilizacgao
preferida particularmente de um processo de acordo com a
presente invencao € uma parte integrada de um processo para
a produgao de biocetanol.

A produgao de bioetanol a partir de biomassas que
contém polissacaridos pode ser dividida em trés etapas: 1)
pré-tratamento, 2) hidrdlise dos polissacaridos em hidratos
de carbono fermentaveis, 3) e fermentacao dos hidratos de
carbono.

0 pré-tratamento é requerido se a hidrdélise
subsequente (por exemplo, hidrdélise enzimatica) dos
polissacaridos requerer a gquebra de uma estrutura de outra
maneira protectora (por exemplo, lignina) dos materiais
vegetais. Diversas técnicas de pré-tratamento sao
conhecidas. Para cereais e graos, este pré-tratamento pode
ser na forma de uma moagem seca simples com a finalidade de
tornar as superficies acessiveis, mas para Dbiomassas
lignoceluldsicas processos térmicos e/ou gquimicos também
Sd0 necessarios. Uma biomassa que contém polissacaridos que
consiste em, por exemplo, amido refinado nao requer oS
ditos métodos de pré-tratamento antes do processamento
enzimatico. Os processos de pré-tratamento podem ser com
base em hidrdlise Aacida, explosdo de vapor, oxidacao,
extracgdo com alcali ou etanol etc. Uma caracteristica
comum das técnicas de pré-tratamento é gque combinadas com a
acgao de possiveils reagentes adicionados tiram vantagem do
amaciamento e afrouxamento de materiais vegetais que
ocorrem a temperaturas acima de 100 °C.

Em seguida ao pré-tratamento, a prdéxima etapa em
utilizacdo de biomassas qgue contém polissacaridos para a

produgao de Dbiocetanol ou outros Dbioprodutos quimicos é



hidrélise do amido libertado, celulose e hemicelulose em
agucares fermentaveis. Se for feito enzimaticamente isto
requer um grande nUmero de enzimas diferentes com modos de
acgao diferentes. As enzimas podem ser adicionadas
externamente ou microorganismos que crescem na biomassa
podem proporcionar as mesmas.

Celulose € hidrolisada em glucose pelas celulases
carbohidroliticas. O entendimento prevalente do sistema
celulolitico divide as celulases em trés classes; exo-1,4-
R-D-glucanases ou celobiohidrolases (CBH) (EC 3.2.1.91),
que clivam unidades de celobiose das extremidades das
cadeias de celulose; endo-1, 4--D-glucanases (EG) (EC
3.2.1.4), que hidrolisam ligag¢des glicosidicas pB-1,4
internas aleatoriamente na cadeia de celulose; 1,4-3- D-
glucosidase (EC 3.2.1.21), qgque hidrolisa celobiose a
glucose e também cliva unidades de glucose de celo-
oligossacaridos.

Os acglUcares diferentes em hemicelulose sao libertados
pelas hemicelulases. O sistema hemicelulolitico € mais
complexo que o sistema celulolitico devido a natureza
heterdéloga de hemicelulose. O sistema envolve entre outros
endo-1, 4-f-D-xilanases (EC 3.2.1.8), que hidrolisam
ligagdes internas na cadeia de xilano; 1,4-pf-D-xilosidases
(EC 3.2.1.37), que atacam xilo-oligossacaridos da
extremidade nao redutora e libertam xilose; endo-1,4-3-D-
mananases (EC 3.2.1.78), que clivam ligagdes internas; 1,4-
f-D-manosidases (EC 3.2.1.25), que clivam mano-
oligossacaridos a manose. 0Os grupos laterais sao retirados
por uma série de enzimas; oa-D-galactosidases (EC 3.2.1.22),
o-L-arabino- furanosidases (EC 3.2.1.55), o-D-
glucuronidases (EC 3.2.1.139), esterases de cinamoilo (EC
3.1.1.-), esterases de xilano de acetilo (EC 3.1.1.6) e
esterases de feruloilo (EC 3.1.1.73).

As enzimas mais importantes para utilizacgcao em amido

hidrdélise sSao alfa-amilases (1,4-x-D-glucan glucano-



hidrolases, (EC 3.2.1.1). Estas sao hidrolases endo-
actuantes que clivam ligacgdes glicosidicas 1,4-0-D e podem
contornar, mas nao podem hidrolisar pontos de ramificacao
1,6-alfa-D-glicosidicas. No entanto, também glicoamilases
exo-actuantes tais como beta-amilase (EC 3.2.1.2) e
pululanase (EC 3.2.1.41) podem ser utilizados para a
hidrélise de amido. O resultado da hidrdélise de amido é
primariamente glucose, maltose, maltotriose, o-dextrina e
quantidades variadas de oligossacaridos. Quando o
hidrolisado a base de amido ¢ utilizado para fermentacgao
pode ser vantajoso adicionar enzimas proteoliticas. Tais
enzimas podem prevenir a floculagao do microorganismo e
pode gerar aminodcidos disponiveis ao microorganismo.

Em combinacgéao com pré-tratamento e hidrdélise
enzimatica de biomassas lignoceluldsicas, encontrou-se que
a utilizagdao de enzimas oxidativas pode ter um efeito
positivo sobre a hidrdélise global bem como a viabilidade
dos microorganismos utilizados para, por exemplo,
fermentagdao subsequente. A razao para este efeito é a
ligagao cruzada oxidativa de ligninas e outros inibidores
fendlicos uma vez que € causada pelas enzimas oxidativas.
Tipicamente lacase (EC  1.10.3.2) ou peroxidase (EC
1.11.1.7) sao utilizados externamente ou pela incorporagao
de um gene de lacase no microorganismo aplicado.

A hidrdélise enzimatica de Dbiomassa foil descrita
anteriormente. No entanto, no caso de biomassas
lignoceluldésicas somente o material que consiste em fibras
e particulas com um tamanho médio abaixo de 1 polegada
(25,4 mm) e além disso que tem um teor relativamente baixo
em matéria seca, 1isto €&, abaixo de 20 % (p/p), foi
hidrolisado de maneira bem-sucedida por tal método. O
documento US4409329 descreve a hidrdélise de material de
celulose sdélida a acgucar, onde a celulose é hidrolisada a
aglcares simples por meio do tratamento de uma suspensao

o

granular de 3 - 20 % (p/p) de ragdo sdlida que contém 30 -



80 % (p/p) de celulose, com um complexo de enzima celulase.
0O stock de carga gue contém celulose sdélida tinha um
tamanho de particula médio desde 0,01 até 1 polegada
(0,0254 - 25,4 mm) em didmetro. Pas de rotor perfuradas
foram utilizadas para misturar.

O documento US2002117167A  descreve a hidrdélise
enzimatica de hemicelulose em material de biomassa, dJue
compreende solubilizar pelo menos uma porgao de
hemicelulose e hidrolisar a hemicelulose solubilizada para
produzir pelo menos um monossacarido. A biomassa utilizada
é preferentemente suspensao aquosa de material bruto ou
pré-tratado. O material de biomassa pode ser dqualquer
material celuldsico que inclui hemicelulose. O processo €
descrito como sendo especialmente eficaz com fibras de
graos tais como com, trigo, arroz, aveias ou cevada.

O documento US2004005674A descreve um processo para a
hidrélise enzimatica de lignocelulose. A degradagao de
lignocelulose a acglcares compreende colocar a lignocelulose
em contacto com pelo menos uma enzima auxiliar e pelo menos
uma celulase. O material lignoceluldsico foi moido (o
tamanho médio de fibra do material foi néao especificado
adicionalmente) e tinha um baixo teor em matéria seca (0,2
g de material de restos culturais moidos em 10 ml da
solugao de enzima).

Monagheghi, A. et al.: 'High solids simultaneous
saccharification and fermentation of pretreated wheat straw
to etanol', Applied Biochemistry and Biotechnology, Vol.
33, No. 2, 1 de Maio de 1992, péaginas 67 - 81, revela um
processo em gque biomassa que tem um teor inicial em matéria
seca de 21,1 - 32,3 % no inicio da mistura/hidrdlise é a)
submetida a hidrdélise combinada utilizando uma solugao de
enzima celulase, opcionalmente suplementada com beta-
glucosidase, num fermentador giratdrio simples, e b) é
simultaneamente submetida a fermentagdo dos sacaridos

formados durante a reaccgao de hidrdlise.



Sumario da invencgéo

A presente 1nvengao refere-se a um processo para
liquefacgdao e sacarificacao de Dbiomassas que contém
polissacaridos que compreendem biomassa lignoceluldsica, o
dito processo sendo caracterizado pela dita biomassa ser
submetida a hidrdélise enzimatica combinada utilizando pelo
menos uma celulase e misturar por meio de um misturador de
queda livre tal como um misturador de tambor ou um
misturador giratdério que proporciona processamento mecdnico
e/ou degradacdo da biomassa de modo gue, no processo, a
biomassa é liquefeita e sacarificada a um liquido adequado
para processamento posterior tal como fermentacgao, em que a
biomassa tem um teor em matéria seca de entre 20 % e 40 %
no inicio da mistura/hidrdélise.

As Dbiomassas preferentemente consistem em fibras
relativamente grandes e particulas preferentemente com uma
distribuicdao de fibra e tamanhos de particula em gue pelo
menos 20 % da biomassa varia dentro de 27 - 70 mm. Além
disso, 0 processo € particularmente adequado para a
liquefacgao e sacarificagao de Dbiomassas dque contém
polissacaridos que consistem primariamente em amido, amido
refinado, celulose, hemicelulose e lignina, por exemplo,
graos ou palha de trigo. No caso de biomassas
lignoceluldsicas estas sao preferentemente pré-tratadas
submetendo-as a temperaturas entre 110 - 250 °C durante 1 -
60 min. De uma maneira gue assegura a acessibilidade da
celulose as enzimas e ao mesmo tempo assegura um teor
limitado de inibidores de fermentagcdo na biomassa pré-
tratada. A presente invengdo combina a hidrdélise enzimatica
com base na combinac¢do de enzimas hidroliticas que incluem
uma enzima hidrolitica que actua em hidratos de carbono e
uma enzima oxidativa com um tipo de mistura qgue se baseia
no principio de gravidade que garante a aplicacao de forcas
mecanicas, primariamente forgas de cisalhamento e

dilaceramento, as biomassas. Tipos preferidos de mistura



10

sdao, por exemplo, misturadores de queda livre tais como
misturadores de tambor, misturadores giratdérios ou
dispositivos de mistura similares.
Descrigdo da invengao

A produgao de solugdes concentradas de aglUcar é
benéfica em relacdo a fermentacao subsequente ou outros
processos microbianos devido a produtividade wvolumétrica
melhorada e custo reduzido de processamento a Jjusante. No
caso de produgao de bioetanol, o requisito de energia para
a destilagao ¢é reduzido significativamente se o caldo de

[*)

fermentacdo contém acima de 4 % de etanol (Galbe e Zacchi,
2002) . Isto requer uma concentracao de aglcar acima de 8 %,
gque com a maioria dos tipos de biomassas lignoceluldsicas
corresponde a um teor inicial em matéria seca acima de 20
$. E em outras palavras desejavel submeter biomassas que
contém polissacarido com altos teores em matéria seca,
preferentemente acima de 20 %, a hidrdlise enzimatica com a
finalidade de serem capazes de produzir subsequentemente
caldos de fermentacao que contém bioetanol adequados para a
destilagao de etanol.

Os processos da presente invencgao proporcionam um grau
de hidrdlise enzimdtica de tipicamente 30 - 50 %. No
entanto, sob condigdes optimizadas um grau mais alto de
hidrélise enzimatica ainda pode ser obtido. A biomassa
liquefeita e sacarificada contera consequentemente
quantidades relativamente grandes de glucose, xilose,
celobiose, lignina, celulose nao degradada e hemicelulose e
enzimas ainda activas adequadas para o processamento
posterior, isto é, processos de fermentacdo (etanol, acido
lactico, etc.). A biomassa liquefeita sera também adequada
para gasificacao, hidrogenacao, sintese organica, ou
producdo de biogads e racgao.

Se as biomassas que contém polissacaridos forem
lignoceluldsicas o pré-tratamento precisa assegurar que a

estrutura do teor lignoceluldsico se torne mais acessivel
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as enzimas, e ao mesmo tempo as concentragdes de
subprodutos inibidores prejudiciais tais como acido
acético, furfural e  hidroximetil furfural permanecem
substancialmente baixos. Existem diversas estratégias para
alcangar isto, todas das quais implicam submeter o material
lignoceluldésico a temperaturas entre 110 - 250 °C durante 1
- 60 min, por exemplo:

. Extraccado de agua gquente

. Hidrdlise de 4acido diluido de multiplos estagios, que
retira material dissolvido antes das substéncias inibidoras
serem formadas

. Hidrdlise de 4acido diluido em condig¢des de severidade

relativamente baixas

. Oxidacao humida alcalina

. Explosao de vapor

. Quase qualquer pré-tratamento com subsequente
destoxificacgao

As biomassas que contém polissacaridos de acordo com a
presente 1invencao incluem gqualgquer material que contém
aglcares poliméricos, por exemplo, na forma de amido bem
como amido refinado, celulose e hemicelulose. As biomassas
que tém um teor em matéria seca acima de 20 % sao
preferidas.

Tipos relevantes de Dbiomassas para a hidrdlise
enzimatica e mistura de acordo com a presente invencgao
podem incluir biomassas derivadas de culturas agricolas

tais como, por exemplo:

. Amido, por exemplo, graos gque contém amido e amido
refinado

. Caules e folhas de milho

. Bagacgo

. Palha, por exemplo, de arroz, trigo, centeio, aveia,

cevada, centeio, colza, sorgo
. Madeira macia, por exemplo, Pinus sylvestris, Pinus

radiata
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. Madeira dura, por exemplo, Salix spp. Eucalyptus spp.
. Tubérculos, por exemplo, beterraba, batata
. Cereais de, por exemplo, arroz, trigo, centeio, aveia,

cevada, centeio, colza, sorgo e milho

. Residuos de papel, fracgdes de fibra de processamento
de biogéds, estrume, residuos de processamento de déleo de
palma, residuos sdé6lidos urbanos ou similares com um teor
similar em matéria seca.

Se as biomassas que contém polissacaridos forem
lignoceluldsicas, o material pode ser cortado em pecgas onde
20 % (p/p) da biomassa preferentemente varia dentro de 26 -
70 mm, antes de pré-tratamento. O material pré-tratado tem
preferentemente um teor em matéria seca acima de 20 % antes
de entrar no dispositivo de mistura. Além de libertar os
hidratos de carbono da biomassa, o processo de pré-
tratamento esteriliza e parcialmente dissolve a biomassa e
ao mesmo tempo retira por lavagem cloreto de potassio da
fracgao de lignina.

A mistura realizada num processo de acordo com a
presente invengdo serve pelo menos um propdsito quadruplo.

Em primeiro lugar, assegura contacto préximo entre as
enzimas utilizadas e a biomassa que contém polissacaridos
(substrato), uma vez gque esta sera na maioria dos casos
insoltvel ou somente muito ligeiramente soltvel.

Em segundo lugar, o trabalho mecdnico realizado sobre
o material durante a mistura ajuda a separar por
dilaceramento fibras de biomassa e particulas maiores e
assistira portanto no aumento da area de superficie do
material. Isto aumentara a acessibilidade de, por exemplo,
celulose e hemicelulose as enzimas utilizadas. Para
aumentar ainda o trabalho mecanico sobre o material,
esferas de ago ou meios similares que colidirao com o
material poderiam ser adicionadas ao tambor.

Em terceiro lugar, a mistura do material previne a

acumulacao local de concentracgcao alta de celobiose que -
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como € bem conhecido para um perito na especialidade - pode
inibir, por exemplo, enzimas celulase, especialmente as
celobiohidrolases.

Em gquarto lugar, uma importante caracteristica das
enzimas celulase ¢ a influéncia de dominios de ligacao a
celulose (DLC) sobre o desempenho da enzima. Os DLC sao
partes funcionais de enzimas que degradam celulose. O DLC
possibilita a adesdao da enzima solUvel em Aagua sobre uma
superficie de substrato insoluvel (celulose). A associacao
préxima entre a enzima e a celulose proporcionada pelo DLC
aumenta a taxa catalitica e estabilidade da enzima. Para
hidrolisar a celulose, a enzima precisa mudar a posigao do
DLC na cadeia de celulose. Acredita-se dque a accgao
mecadnica, isto &, mistura, ¢ importante para o movimento do
DLC e consequentemente para a acg¢adao enzimdtica das enzimas
ao longo da cadeia de celulose.

Além do anterior, deve notar-se que a hidrdlise
enzimatica de biomassa tem sido tradicionalmente conduzida
em reactores de tanque agitado equipados com propulsores
(por exemplo, turbina Rushton ou propulsor Intemiq)
montados sobre um veio de propulsor colocado centralmente
similar a esse que é utilizado na indUstria de fermentacgéo.
Devido a este equipamento, as solugdes de alta viscosidade,
material muito pegajoso ou muito seco nao podem ser
agitados eficientemente, mas resultard em zonas com mistura
muito pobre ou sem misturar. Além disso, as agitacgbes de
tais solugdes requerem entradas de energia muito maiores, o
que ¢é prejudicial a economia do processo. Operar com
biomassas que contém polissacaridos, isto restringiu
anteriormente o limite superior possivel a ap. 20 %. O
principio de mistura com base na gravidade de acordo com a
presente invencao supera este problema e pode ser utilizado
para as biomassas que contém polissacaridos com um teor em
matéria seca de 20 - 40 %. O principio de mistura por

gravidade de acordo com a presente invengao pode ser
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facilmente aumentado em escala e ser aplicado a todos os
tipos de biomassas, além de amido refinado, gque contém até
mais de 80 % de celulose.

Ao contrario convencional reactores de tanque agitado
tradicionalmente utilizados para a hidrdlise enzimdatica, um
principio de mistura com base na gravidade, isto €&, um
misturador de tambor, um misturador com um eixo giratdrio
gque levanta a biomassa ou dispositivo de mistura similar
utilizando um principio de queda 1livre, ao mesmo tempo
possibilita uma mistura eficiente mesmo com pequenas
entradas de poténcia e altos teores em matéria seca e além
disso realiza um processamento mecanico/degradacgdo através
das forgcas de gravidade que incluem as forgcas de
cisalhamento e dilaceramento entre o material e o tambor
bem como as forgas que resultam do impacto entre material
que cai e o fundo do tambor e ao mesmo tempo realiza
positivamente a influéncia de dominios de ligagao a
celulose (DLC) sobre o desempenho da enzima.

Embora o processamento de materials vegetais nao
misciveis, tais como, por exemplo, biomassa que contém
polissacaridos com teor relativamente alto em matéria seca
e tamanho de particula e fibra média grande, é conhecido de
fermentagao em estado sdélido ou Dbiorreactores, onde
misturadores do tipo giratdério sao wutilizados para a
mistura (Giovanozzi et al. 2002), este principio nao foi
implementado anteriormente num processo de
liquefacgao/sacarificagdo dedicado ou num processo de
fermentagao de bioetanol.

A presente 1invengao proporciona um processo para o
processamento de biomassas a teores relativamente altos em
matéria seca entre 20 - 40 %. Além disso, o processo de
acordo com a presente invencao assegura a eficiente
liquefacgao e sacarificacao possibilitando a wutilizacgao

directa do produto final em, por exemplo, fermentadores.
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As enzimas capazes de realizar uma conversao de amido,
celulose e hemicelulose ou partes dos mesmos em glucose,
xilose e celobiose sdo adicionados a biomassa. O pH e a
temperatura da biomassa sao ajustados com referéncia ao pH
6ptimo e a temperatura optima das enzimas aplicadas.

Dependendo da carga de enzima, a biomassa sera
liquefeita e sacarificada a um liguido sem qualgquer ou
somente com poucas fibras e particulas grandes restantes
dentro de 3 - 24 horas.

Descrigdo detalhada da invencgéo
Um processo de acordo com a presente invengao pode ser

realizado utilizando o0s seguintes pardmetros técnicos

preferidos.

. Teor em matéria seca: 20 - 80 %, preferentemente 25 -
70 %, mals preferentemente 25 - 60 %, ainda mais
preferentemente 25 - 50 % ou 25 - 40 % e o mais preferente
25 - 35 %

. Distribuigcao de fibra e tamanhos de particula de
biomassa lignoceluldésica: 0 - 150 mm, preferentemente, 5 -
125 mm, mais preferentemente, 10 - 100 mm, ainda mais
preferentemente 15 - 90 mm ou 20 - 80 mm e o mais
preferente 26 - 70 mm. A distribuicao preferida de fibra e

o

tamanhos de particula é definida como pelo menos 20 % (p/p)
da biomassa lignoceluldésica que varia dentro do intervalo
preferido.

Se a biomassa que contém polissacaridos for
lignoceluldsica, tera que ser pré-tratado, por exemplo, por
uma extraccgao de agua quente. Se um pré-tratamento

hidrotérmico for escolhido os seguintes dados técnicos sao

preferidos:

. Temperatura de pré-tratamento: 110 - 250 °C,
preferentemente 120 - 240 °C, mais preferentemente 130 -
230 °C, mais preferentemente 140 - 220 °C, mais

preferentemente 150 - 210 °C, mais preferentemente 160 -
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200 °C, ainda mais preferentemente 170 - 200 °C ou o mais
preferente 180 - 200 °C

. Tempo de pré-tratamento: 1 - 60 min, preferentemente 2
- 55 min, mais preferentemente 3 - 50 min, mais
preferentemente 4 - 45 min, mais preferentemente 5 - 40
min, mais preferentemente 5 - 35 min, mails preferentemente
5 - 30 min, mais preferentemente 5 - 25 min, mais
preferentemente 5 - 20 min e o mais preferente 5 - 15 min
. Teor em matéria seca apds pré-tratamento de pelo menos
20 p/p %.

Tratamento enzimatico de biomassas que contém

polissacaridos num misturador por gravidade:
Se um recipiente com base no conceito de mistura em
queda livre na forma de um reactor com um veio agitador
colocado horizontalmente que levanta a biomassa ou
dispositivo de mistura similar for utilizado, os

seguintes dados técnicos sao preferidos:

. Velocidade rotacional: 0 - 30 rem,
preferentemente 0 - 20 rpm, mais preferentemente 0 - 15
rpm ainda mais preferentemente 0 - 10 rpm e o mais
preferente 0 - 5 rpm.

. Rotacao com direccgao de rotacgao alternada
periodicamente.

. Rotagao em intervalos pré-definidos.

A velocidade rotacional o6ptima dependera do volume do
recipiente, a velocidade rotacional preferida pode ser
assim relativamente alta gquando o processo for levado a
cabo num recipiente relativamente pequeno, enquanto pode
ser relativamente baixo quando o processo for levado a cabo
num recipiente relativamente grande.

. Enzimas para biomassa lignoceluldsica:

- Celobiase (por exemplo, Novozym 188)

- Celulase (por exemplo, Celluclast 1,5 FG L)

. Carga de enzima em Unidades de Papel de Filtro (UPF) /g

de MS. 1 UPF iguala a quantidade de enzima necessaria para
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hidrolisar 1 umol/min de ligag¢des glicosidicas em papel de
filtro Whatman N° 1, sob condig¢des especificadas bem
conhecidas a um perito na especialidade. No entanto, a
actividade enzimdatica poderia em principio ser fornecida em
gqualquer forma concebivel gue ocasiona a actividade
enzimatica desejada: correspondente a 0,001 - 15 UPF/g de
matéria seca, preferentemente 0,01- 10 UPF/g de matéria
seca, mals preferentemente 0,1 - 8 UPF/g de matéria seca,
mais preferentemente 1- 7 UPF/g de matéria seca e o mais
preferente menos de 6 UPF/g
. Enzimas para biomassa que contém amido:

- Enzimas no processamento de amido: alfa- amilases

e glucoamilases
. Tratamento tempo para a hidrdlise enzimatica: 0 - 72
horas, preferentemente 1 - 60 horas, mais preferentemente 2
- 48 horas e mais preferentemente 3 - 24 horas tais como 4
- 24 horas, tais como 6 - 24 horas, tais como 8 - 24 horas,
tais como 10 - 24, tal como 12 - 24 horas, tais como 18 -
24 horas ou 22 horas
. Temperatura para a hidrdlise enzimdatica. Ajustada com
referéncia as temperaturas 6ptimas das actividades
enzimaticas aplicadas: 0 - 105 °C, preferentemente 10 - 100
°C, mais preferentemente 15 - 90 °C, mais preferentemente
20 - 80 °C, mais preferentemente 25 - 70 °C e o mais
preferente 30 - 70 °C tal como 40 - 45 °C ou temperatura
ambiente.
. pH de biomassa. Ajustado com referéncia ao pH optimo
das actividades enzimaticas aplicadas: 3 - 12, tal como 5 -
10, tal como 6 - 9, tal como 7 - 8 e preferentemente 4 - 11
e O tratamento enzimatico pode ser conduzido como um
processo descontinuo, semi-continuo ou continuo.
Exemplo 1: Hidrélise enzimdtica em escala de laboratdério

Palha de trigo pré-tratada prensada com um tamanho
médio de aproximadamente 40 mm (extraccdao de Aagua

contracorrente a 180 - 200 °C durante 5 - 10 min., razao de
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fluxo de agua e matéria seca de 5:1) correspondente a 25 g
de peso seco (= 67,0 g de palha pré-tratada) foi colocada
num saco de plastico. 0,75 mL de Novozym 188, 3,75 mL de
Celluclast 1,5 FG L e 11,9 mL de 50 mM de tampao citrato de
sédio, pH 5,0, foram misturados e pulverizados sobre a
palha. Isto resultou num teor final em matéria seca de 30
%. A carga de enzima correspondeu a 10 Unidades de Papel de
Filtro (UPF)/g de MS.

O misturador <consistiu em um tambor (1,0 m de
comprimento e 0,78 m de didmetro) com 5 nervuras internas

ao longo do comprimento do eixo para assegurar a mistura

apropriada do material. O tambor girou ao longo do eixo

horizontal com uma velocidade de 26 rem. A
mistura/hidrélise do material foi realizada durante 18 - 24
horas a temperatura ambiente. Isto resultou numa pasta

espessa sem quaisquer fibras restantes grandes. Um saco de
controlo com a mesma carga de enzima, mas sem mistura nao
mostrou sinal de degradacao da palha.

Parte do material resultante apds a hidrélise
enzimatica durante 24 horas (uma quantidade correspondente
a 29 g de matéria seca) foi diluida a 15 % de matéria seca
numa garrafa de tampa azul e levedura (Fermento de padaria,
De Danske Spritfabrikker) foi adicionada. A garrafa foi
fechada por uma cémara de ar e colocada durante 72 horas a
30 °C com agitagédo a 500 rpm. O liguido resultante continha
33 g/l de etanol, 10 g/l de xilose. Nenhuma glucose foi
detectada indicando que a levedura foil capaz de utilizar
toda a glucose produzida durante a hidrdélise. Assumindo um
rendimento de etanol em glucose de 0,5 g de etanol por g
glucose isto correspondeu a conversao de 70 % da celulose
originalmente.

Exemplo 2: Hidrélise enzimdtica em escala piloto
Palha de trigo pré-tratada prensada com um tamanho

médio de aproximadamente 40 mm (pré-tratada por extraccgao

de 4&gua contracorrente a 180 - 200 °C durante 5 - 10 min.
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com uma razao de fluxo de &agua e matéria seca de 5:1)

correspondente a 7 kg de MS (= 20 kg de palha pré-tratada)
foi colocada num misturador de cimento giratdrio
convencional, com um eixo horizontal inclinado

aproximadamente 10 graus. O misturador tinha 2 nervuras
internas ao longo do comprimento do eixo para assegurar a
mistura do material. Uma tampa fol montada na abertura para
evitar a evaporacao do misturador. O tambor misturador
girou ao longo do eixo horizontal com uma velocidade de 29
rpm.

200 - 1150 mL de Celluclast 1,5 FG L e 40 - 225 mL de
Novozym 188 foram adicionados a palha. Isto resultou num
teor final em matéria seca de 30 %. A carga de enzima
correspondeu a 3 - 15 UPF/g de MS. O pH foi ajustado a 4,8
a 5,0 por adicao de carbonato de sdédio.

O misturador de cimento foi aquecido até 40 - 45 °C
pela utilizagao de um aquecedor com ventilador. A
mistura/hidrdlise do material foi realizada durante 22
horas. Dependendo da carga de enzima isto resultou num
liquido mais ou menos viscoso sem quaisquer fibras
restantes grandes. A palha pré-tratada foi degradada a uma
pasta em ap. 3 - 5 horas. Apdés 5 - 24 horas da mistura a
pasta mudou a um liquido viscoso. Experiéncias de controlo
com palha de trigo pré-tratada somente ou palha de trigo
pré-tratado a somente 160 °C, mas utilizando a mesma carga
de enzima nao mostraram sinal de liquefacg¢ao da palha.

Fermentacao e sacarificacao simultanea foram
realizadas pela adigao de levedura ao misturador de cimento
apés 24 horas de hidrdélise a 40 - 45 °C utilizando uma
carga de enzima de 10 - 15 UPF/g de MS. A temperatura foi
permitida que se arrefecesse a menos de 35 °C e levedura
comprimida (Fermento de padaria, De Danske Spritfabrikker)
foi adicionada a uma concentracgcao de aproximadamente 1 %

(p/p) com base na matéria seca inicial de palha. A
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sacarificacao e fermentagao foram continuadas durante 48
horas a 25 °C.

O material resultante foi centrifugado durante 15 min
a 2500 rpm. O sobrenadante foi filtrado através de um
filtro de 0,45 um e analisado para aglUcares em HPLC. A uma
carga de enzima de 15 UPF/g de MS, o sobrenadante continha
70 g/l de glucose, 30 g/l de xilose apds 24 horas de
hidrélise. 1Isto correspondeu a 50 % de hidrdlise da
celulose e hemicelulose originalmente presente na palha. A
fermentagdo e sacarificacdo simultdnea utilizando uma carga
de enzima de 10 UPF/g de MS resultou em 42 g/l de etanol e
30 g/1 de xilose.

Exemplo 3: Liquefacg¢do, hidrdlise e fermentacdo

O reactor de hidrdélise foi projectado com a finalidade
de realizar experiéncias com concentragbes de sdlidos de
hidrdélise e liquefaccdo acima de 20 % de MS (fig. 1). O
reactor consistiu em um tambor horizontalmente colocado
dividido em 5 cémaras separadas cada 20 cm de largura e 60
cm de diédmetro. Um velio giratdrio horizontal montado com
trés péas em cada camara foi utilizado para a
mistura/agitagao. Um motor de 1,1 kW foi utilizado como
mecanismo de impulsdo e a velocidade rotacional foi
ajustavel dentro do intervalo de 2,5 e 16,5 rpm. A direcgéo
de rotagao foi programada para comutar duas vezes por
minuto entre sentido horario e anti-horario. Uma camisa de
aquecimento preenchida com agua no lado de fora
possibilitou o controlo da temperatura até 80 °C.

As cémaras foram preenchidas com palha de trigo pré-
tratada prensada com um tamanho médio de aproximadamente 40
mm (pré-tratada por extraccao de agua contracorrente a 180
- 200 °C durante 5 - 10 min. com uma razado de fluxo de agua
e matéria seca de 5:1) e agua para dar um teor em MS
inicial de 20 a 40 %. Celluclast 1,5 FG L e Novozym 188 em
razao 5:1 foram adicionados para dar uma carga de enzima de

7 UPF por g de MS. A liquefacgado e hidrdélise foram
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realizadas a 50 °C e pH 4,8 a 5,0. A velocidade de mistura
foi 6,6 rpm. Experiéncias de fermentagao e sacarificacgao
simultdnea (FSS) foram realizadas abaixando a temperatura
até 32 °C apds 8 h de liquefaccado e hidrdlise e seguindo a
adigcao de 15 g de fermento de padaria comprimido (De Danske
Spritfabrikker) por kg de MS inicial.

Liquefacgado e hidrdlise foram possiveis com teor em MS
inicial de até 40 % de MS (fig. 2 e 3). Com 40 % de MS
inicial foi possivel alcancgar concentragdes de glucose de
80 g kg ' apdés 96 h. Foi também possivel operar o Processo
como FSS (fig. 3), deste modo reduzindo a inibicgao de
produto das celulases causada pela acumulacao de glucose.
Foi possivel fermentar os hidrolisados com até 40 % de teor
em MS inicial utilizando fermento de padaria normal. Sob
condig¢bes nao completamente anaerdbicas o rendimento de
etanol foi 80, 79, 76, 73 e 68 % do qual foi obtenivel
teoricamente a 20, 25, 30, 35 e 40 % de MS,
respectivamente.

Exemplo 4: liquefacg¢do, sacarificag¢do e fermentagcdo de toda
a cultura

A biomassa que contém amido e lignoceluldsica pode ser
processada simultaneamente utilizando mistura por gravidade
e uma mistura de celulases, hemicelulases e amilases. As
biomassas lignoceluldsicas podem ser derivadas de culturas
agricolas que consistem em, por exemplo, restos culturais
do milho, palha, por exemplo, de arroz, trigo, centeio,
aveia, cevada, centeio, <colza e sorgo, tubérculos, por
exemplo, beterraba, batata, cereais de, por exemplo, arroz,
trigo, centeio, aveia, cevada, <centeio, <colza, sorgo,
madeira que consiste em madeira macia, por exemplo, Pinus
sylvestris, Pinus radiata, madeira dura, por exemplo, Salix
spp, Eucalyptus spp, residuos sélidos urbanos, residuos de
papel e biomassas similares.

A reactor de hidrdélise descrito em exemplo 3 foi

utilizado para as experiéncias. Palha de trigo
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(primariamente uma fonte de lignocelulose) foil pré-tratada
utilizando extracgdo de agua contracorrente a 180 - 200 °C
durante 5 - 10 min. com uma razao de fluxo de a&agua e
matéria seca de 5:1. Grao de trigo (primariamente uma fonte
de amido) foi moido seco utilizando um moinho de cilindros
Kongskilde. O grao de trigo e palha pré-tratada com um
tamanho médio de aproximadamente 40 mm foram misturados
numa razao 1l: 1 numa base seca. A MS foli ajustada a entre
30 e 40 % por adicdo de agua. Celluclast 1,5 FG L e Novozym
188 numa razao 5:1 foram adicionados para dar uma carga de
enzima de 7 UPF por g MS de palha. A hidrdélise de amido foi
levada a cabo wutilizando enzima esmagada fria NS50033
(Novozymes A/S, Bagsverd, Dinamarca) numa carga de 3,5 g
por kg de grao de trigo. A ligquefacgao e hidrdélise foram
realizadas a 50 °C e pH 4,8 a 5,0. Apdés 8 h, a temperatura
foi abaixada até 34 °C e 15 g de fermento de padaria
comprimido (De Danske Spritfabrikker) foram adicionados por
kg de MS inicial. Uma experiéncia com palha somente a 30 %
de MS foil executada em paralelo.

Misturar palha com grao resultou numa acumulagao
inicial rapida de glucose na etapa de liquefaccao e
hidrélise em comparagcao com a aplicacdao de palha somente
(fig. 4). Apds 96 h de liquefaccao e FSS a concentracao de
etanol foi de 41 g kg ! utilizando somente palha de trigo
como © Unico substrato (fig. 4). Na experiéncia com palha e
grao a concentracao de etanol alcangou 68 g kgﬂ.

Exemplo 5: Liquefacgdo a temperatura baixa de amido ou
materiais que contém amido

Um processo de acordo com a presente invengao pode
também ser aplicado para o processamento a temperatura
baixa de amido refinado ou materiais amido gque contém (por
exemplo, beterraba, batata, cereais de, por exemplo, arroz,
trigo, centeio, aveia, cevada, centeio, sorgo). De acordo
com exemplo 4, o pré-tratamento térmico do grao nao é

necessario para a liquefacg¢do e hidrdlise de amido. A
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moagem seca € por outro lado geralmente utilizada para o
pré-tratamento de graos que contém amido. Os graos moidos
secos com um teor em matéria seca de 20 - 60 % séao
carregados no misturador de queda livre. Enzima esmagada
fria NS50033 (Novozymes A/S, Bagsvard, Dinamarca) ou alfa-
amilase e glucoamilases sao adicionadas simultaneamente.
Uma sacarificacao e liquefacgao completa do amido sao entao
possiveis num processo de um pote. 0Os intervalos de

temperatura e pH durante o processo de hidrdélise enzimatica

sao definidos pelas enzimas e serao no intervalo de 25 - 60
°c, preferentemente 40 - 55 °cC, e pH 3 - 12,
preferentemente pH 3 - 8, respectivamente.

O processo pode ser combinado com FSS.
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REIVINDICACOES

1. Um processo para liquefacgao e sacarificacgao de
biomassas que contém polissacaridos que compreendem
biomassa lignoceluldsica, caracterizado por a dita biomassa
ser submetida a hidrdélise enzimatica combinada utilizando
pelo menos uma celulase e misturada por meio de um
misturador de gqueda livre tal como um misturador de tambor
ou um misturador giratdério que proporciona processamento
mecdnico e/ou degradacdo da biomassa de modo que, no
processo, a biomassa é liquefeita e sacarificada a um
liguido adequado para processamento posterior tal como
fermentagdao, em que a biomassa tem um teor em matéria seca

[o)

de entre 20 % e 40 % no inicio da mistura/hidrdlise.

2. Um processo de acordo com a reivindicacao 1, em que a
dita biomassa que contém polissacaridos ¢é uma biomassa
lignoceluldsica derivada de culturas agricolas que
consistem em, por exemplo, caules e folhas de milho,
baga¢o, palha, por exemplo, de arroz, trigo, centeio,
aveia, cevada, colza e sorgo, madeira gue consiste em
madeira macia, por exemplo, Pinus sylvestris, Pinus
radiata, madeira dura, por exemplo, Salix spp., Fucalyptus
spp. ou residuos sdélidos urbanos, residuos de papel,
fraccdao de fibra de processamento de biogads, estrume e

biomassas similares.

3. Um processo de acordo com a reivindicacao 1, em que a
dita biomassa que contém polissacaridos é uma mistura de
amido, por exemplo, graos que contém amido ou amido
refinado, e biomassas lignocelulédsicas derivadas de
culturas agricolas que consistem em, por exemplo, caules e
folhas de milho, palha, por exemplo, de arroz, trigo,
centeio, aveia, cevada, colza e sorgo, madeira que consiste

em madeira macia, por exemplo, Pinus sylvestris, Pinus



radiata, madeira dura, por exemplo, Salix spp., FEucalyptus
spp., residuos sélidos urbanos, residuos de papel e

biomassas similares.

4, Um processo de acordo com qualgquer das reivindicacgdes
1 - 3, em que o liquido que resulta do processo é adequado

para processamento posterior tal como fermentacgdo.

5. Um processo de acordo com qualgquer das reivindicacdes
1 - 4, em que o teor em matéria seca da biomassa gue contém
polissacaridos é entre 25 - 40 %.

6. Um processo de acordo com qualguer das reivindicacgdes
1 - 3 em gue pelo menos 20 % (p/p) da Dbiomassa

lignoceluldsica tem um tamanho de fibra acima de 26 mm.

7. Um processo de acordo com qualgquer das reivindicagdes
1 - 3, em gue a biomassa lignoceluldsica foi submetida a
pré-tratamento térmico entre 110 - 250 °C.

8. Um processo de acordo com qualgquer das reivindicacdes
1 - 7, em que a hidrélise enzimdatica é realizada com uma

combinagao de enzimas hidroliticas que incluem uma enzima
hidrolitica que actua em hidratos de carbono e uma enzima

oxidativa.

9. Um processo de acordo com qualgquer das reivindicacdes
1 ou 3, em gque a hidrdlise enzimatica de grados gque contém
amido é realizada com uma combinagao de enzimas

hidroliticas e enzimas proteoliticas.

10. Um processo de acordo com qualgquer das reivindicagdes
1 - 9, em que a hidrdélise enzimatica é realizada a 0 - 105
]

C.



11. Um processo de acordo com qualguer das reivindicacgdes
1 - 10, em gque o tempo de tratamento para a hidrdlise
enzimatica € 0 - 72 horas.

12. Um processo de acordo com a reivindicacao 11, em gque o
tempo de tratamento é 3 - 24 horas.

13. Um processo de acordo com qualquer das reivindicagdes
1 - 11 que é realizado como um processo descontinuo, semi-

continuo, continuo ou um processo similar.

14. Um processo de acordo com qualquer das reivindicagdes
1 - 12 em que ¢ incluida uma etapa de processamento

posterior.

15. Um processo de acordo com a reivindicacao 14 em que a
etapa de processamento posterior é fermentacao,
gasificacao, hidrogenacdo, sintese orgédnica ou producgdo de

biogas e racgao.

16. Um processo de acordo com a reivindicacgao 1, em que a
mistura € proporcionada por um misturador com um veio de

agitagao colocado horizontalmente que levanta a biomassa.
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Figura 1l: Vista longitudinal (esquerda) e vista transversal

(direita) do reactor de hidrdlise de 5 cémaras
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Figura 2: Concentracao de glucose durante liquefacgao e
hidrélise de palha pré-tratada de trigo num teor em matéria
seca de 20 % (), 25 % (¥), 30 % (W), 35 % (¢) e 40 % (A)

utilizando uma carga de enzima de 7 UPF (g MS) '
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Figura 3: Concentracdo de glucose (simbolos abertos) e
etanol (simbolos fechados) durante liquefacgao, hidrdlise e
fermentacdo de palha pré-tratada de trigo num teor em
matéria seca de 20 % (), 25 % (¥v), 30 % (W), 35 % (¢) e 40

S (A) utilizando uma carga de enzima de 7 UPF (g MS) ‘.

Levedura adicionada apds 8 h (linha pontilhada).
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Figura 4: Concentracao de glucose (°*), xilose (¥) e etanol
(W) durante liquefaccado e fermentacao de palha pré-tratada
de trigo (simbolos fechados) e uma mistura de palha pré-
tratada de trigo e grao de trigo (simbolos abertos).

Levedura foi adicionada apdés 8 h de liquefaccao e hidrélise
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