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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "PROCESSO
PARA A PRODUGAO DE BIOETANOL ATRAVES DA HIDROLISE ENZI-
MATICA DA CELULOSE".

A presente invengao refere-se a um processo para a produgao
de bioetanol ou de etanol que compreende um pré-tratamento de material
em bruto de lignocelulose vegetal com a finalidade de separar a celulose e,
que compreende uma hidrélise enzimatica da celulose.

A requerente, CIMV, é uma companhia se especializando no tra-
tamento de no uso econémico do material em bruto de lignocelulose vegetal.

A esse respeito, a requerente depositou e é proprietaria de va-
rios pedidos de patente e de patentes que se relacionam a processos para a
producdo de polpa de papel, ligninas, agucares e acido acético através do
fracionamento do material de lignocelulose vegetal em um meio de acido
férmico/acido acético (WO-A-1 00/68494).

A requerente também é a proprietaria de pedidos de patente
e/ou de patentes que se relacionam a um processo para o tratamento prévio
de um material de lignocelulose vegetal com vista a produgédo de bioetanol
(WO-A2-2010/006840).

Esse processo de pré-tratamento torna possivel especificamente
a obtencao, a partir do material em bruto de lignocelulose vegeta (LVRM),
sob condigdes industriais econémicas, em primeiro lugar de um substrato
feito de essencialmente celulose desfibrada que exibe condi¢gbes étimas pa-
ra a sua subsequente hidrélise enzimatica, e um segundo substrato feito de
melago de aglcar que se origina das hemiceluloses das quais os hidrolisa-
dos nao contém furfural.

A requerente por esse motivo ja propds um processo para a pro-
ducéo do bioetanol a partir de material em bruto de lignocelulose vegetal,
que compreende as etapas sucessivas de pré-tratamento do LVRM, d hidro-
lise enzimatica do material pré-tratado e de fermentacgao alcodlica dos produ-
tos que resultam da etapa de hidrdlise.

A requerente propds especificamente um processo para a pro-

ducao de bioetanol a partir de um material em bruto de lignocelulose vegetal,
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que compreende as etapas sucessivas de:

- (a) pré-tratamento do material em bruto de lignocelulose vege-
tal com a finalidade de separar a celulose, as hemiceluloses e a ligninas con-
tidas no material em bruto de lignocelulose vegetal, o pré-tratamento com-
preendendo as etapas sucessivas que consistem de:

* (i) desestruturar o material em bruto de lignocelulose vegetal a-
través da colocagdo do mesmo na presenca de uma mistura que contém
acido formico e agua, em uma temperatura de reacao entre 95°C e 110°C;

«(il) em seguida, em pressao atmosférica e antes de qualquer
hidrélise em seguida a agéo de fermentagao, na separagao:

* por um lado, da fase solida que consiste principalmente da re-
ferida celulose capaz de em seguida ser hidrolisada e fermentada para a
producao do bioetanol;

* e por outro lado, a fase liquida que contém especificamente em
uma solugdo de agua, o acido férmico, as ligninas e as hemiceluloses;

- (b) a hidrolise enzimatica da referida fase solida;

- (c) fermentacao alcodlica dos produtos que resultam a partir da
referida etapa de hidrolise, que sejam capazes de serem fermentados para a
producéo do bioetanol.

Este processo esta descrito de forma especifica em detalhe no
documento EP-2 235 154 (WO-A-1- 2009/092749), ao contetido do qual de-
ve ser feita referencia e que fica incorporado aqui, neste pedido de patente
por meio de referéncia.

Este processo propde uma abordagem que é radicalmente dife-
rente a partir daquela da técnica precedente, através da execucao de uma
separacdo dos pré bio polimeros atraves de solvolise em um meio de &ci-
dofagua, que torna possivel a separagédo de ligninas lineares, ndo recombi-
nadas de baixo peso molecular com um valor alto adicionado, antes de qual-
quer acéo de hidrolise m seguida de fermentagéo da celulose e das hemice-
luloses.

Este processo, que torna possivel serem obtidos niveis de de-

sempenho industrial sem levar em conta a natureza dos vegetais usados, e
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que &, por esse motivo especificamente vantajoso no caso das plantas anu-
ais para abertura do caminho na dire¢ao de um novo uso econémico, especi-
ficamente no caso das palhas de cereais e do bagago da cana de agticar ou
do bagaco do sorgo de agucar, o referido uso econdmico sendo adicionado
aquele j& proposto pela requerente no Pedido de Patente Internacional WO-
A-1 00/68494, que se refere a um processo para a produgao de polpa para
papel, lignina, aglcares e acido acético através do fracionamento do material
de lignocelulose vegetal em um meio de acido formico/acido acético.

Essas invencoes (processos CIMV) estao direcionadas em me-
thorar as condi¢bes industriais para a producao de etanol ou de bioetanol a
partir de LVRM, e de modo especifico a hidrélise da celulose para dar aglca-
res que possam ser fermentados.

Em geral e de uma maneira conhecida, 0os processos para a
producéo de bioetanol a partir de LVRM levam em conta varios parametros.

Entre esses parametros tem sido identificados de modo especifi-
co que a lignina pode ser um inibidor de enzima e que a matriz de lignocelu-
lose tem que ser tratada com a finalidade de tornar a celulose e a hemicelu-
lose hidrolisaveis.

Em virtude da sua composi¢ao quimica, os polimeros de lignina
sdo insollveis e altamente reativos.

Como resultado, a presenca de ligninas reforga a rede de celulo-
se e hemiceluloses e elas prejudicam a penetragdo e a agao de enzimas,
exigindo a presenca de agua.

A hidrélise enzimatica da celulose é uma abordagem recomen-
dada para serem obtidos aglcares fermentaveis a partir de varias razoes, e
de modo especifico devido a que os resultados das avaliagbes econémicas
sao em favor de uma hidrélise enzimatica quando ela é comparada com a
hidrolise quimica.

Alem do mais a hidrolise enzimatica gera poucos efluentes a se-
rem tratados e nenhum problema de corrosao.

A hidrélise enzimatica real € executada por simplesmente colo-

cando o material dm bruto vegetal pré tratado em contato com uma solugéo
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enzimatica e assegurando ao mesmo tempo em que a suspensao seja ho-
mogénea e que as condigcdes 6timas sejam mantidas, as referidas condi¢oes
sendo, por exemplo, com relagdo a celulase T. resei, uma temperatura entre
45°C e 50°C e um pH de cerca de 4,8.

O tempo de agao da enzima depende da quantidade de enzimas
que é usada e da atividade especifica das enzimas.

Durante a hidrélise enzimatica, os agtcares de redugédo sédo es-
sencialmente liberados na forma de glicose.

As enzimas envolvidas na degradagao da celulose, que sao co-
mumente denominadas de celulases, sdo de diversos tipos e de diversas
origens e elas sdo caracterizadas de modo especifico através da sua ativi-
dade.

O custo das celulases € relativamente alto e constitui um fator
quase sempre calculado como sendo o mais dispendioso para a produgdo
de bioetanol a partir do LVRM.

Como resultado, tem ido feitos importantes esfor¢os para a de-
terminagdo de mecanismos de hidrolise enzimatica com vista a melhorar a
mesma, esse sendo um processo completo de agdo de proteinas sollveis
em um substrato insoltivel de "refratario”.

Outro parametro da eficiéncia e do custo — eficacia de um pro-
cesso de hidrolise enzimatica é o tempo da hidrélise, que pode ser relativa-
mente longo, a partir de 48 a 72 horas.

Uma vez que a celulose tenha sido hidrolisada para a glicose a-
través da hidrolise enzimatica, a glicose € fermentada da mesma maneira
como, por exemplo, a glicose que resulta a partir de amido.

Os problemas especificos conhecidos para o uso do LVRM co-
mo o substrato inicial continuam, tal como a possivel presenca de compos-
tos toxicos e inibidores que resultam das hemiceluloses e da lignina e tam-
bém d possibilidade da execugédo da hidrolise enzimatica e da fermentacéo
em uma Unica etapa.

Os inibidores presentes no material hidrolisado se originam a

partir da degradacao dos agucares (para furfural), de grupos presentes na
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hemicelulose da lignina.

A presenca de inibidores depende da natureza do LVRM e das
condi¢bes com relagao ao pre-tratamento do mesmo.

Alem da inibicdo das enzimas através do furfural, os efeitos
combinados dos diversos inibidores tem sido observados.

No que se refere a fermentacao simultdnea e a hidrolise de a-
cordo com os processos de "SSF" ("Sacarificacao Simultdnea e Fermenta-
¢a0") que consistem na execucdo da hidrélise enzimatica e da fermentacao
etandlica em uma Unica etapa, as vantagens principais da mesma sao a di-
minuicao dos investimentos através da eliminagédo das operagdes necessa-
rias para a hidrolise enzimatica executada antes, e da auséncia a inibicdo da
celulase pela glicose, que é consumida através da de microorganismos de
fermentagdo como parece.

Isso resulta no aumento dos niveis e das velocidades da hidroli-
se e das produtividades totais de etanol ou do bioetanol.

Alem disso, os riscos de contaminagao microbiana do material
hidrolisado rico em glicose sao reduzidos.

No entanto, se tornou aparente que os ganhos providos através
do processo SSF, d modo especifico a partir do ponto de vista econdmico
exigem que determinados aspectos sejam otimizados, especificamente a
concentragdo inicial de material seco com a finalidade de serem obtidas al-
tas concentragées de etanol.

Com o propoésito de remediar esses inconvenientes, a invengao
se objetiva a propor um processo aperfeigoado para a produgao de bioetanol
ou de etanol, que compreende um pré-tratamento do material em bruto de
lignocelulose vegetal com a finalidade de separar a celulose, € uma hidrolise
enzimatica da celulose, que é caracterizado em primeiro lugar por somente
uma eliminagao parcial da lignina, antes da etapa de hidrolise enzimatica, de
modo a ser obtido um determinado nivel T total residual ndo de zero (ex-
presso como uma % em peso) de lignina que € entre dois valores limite, isto
é, um nivel incluido dentro de uma faixa determinada. Para a analise do ni-

vel T das ligninas, as ligninas redepositadas séo levadas em conta, somente
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as ligninas intrinsecas.

Por certo, de forma surpreendente, foi descoberto que nao € a
eliminagdo total da lignina que torna possivel alcangar o melhor rendimento
possivel, isto €, um nivel T d hidrolise enziméatica igual a 100%.

Mais especificamente, o processo e caracterizado em que ele
compreende antes da etapa da hidrolise enzimatica, uma etapa de elimina-
¢do parcial das ligninas de modo a ser obtido um nivel total residual de ligni-
nas (T), expresso como uma percentagem em peso, que nao € zero e que
esta incluido em uma faixa determinada por um limite mais baixo (Llow) e
um limite mais alto (Lupp), respectivamente igual a 0,30% e 4%.

De preferéncia, o nivel total residual de ligninas (T) esta incluido
em uma faixa determinada por um limite mais baixo (Llow) e um limite mais
alto (Lupp), respectivamente igual a 0,35% e 3,5%.

De mais preferéncia, o nivel total residual de ligninas (T) € igual
a aproximadamente 1,65%.

Esse tratamento da celulose para de forma a eliminar as ligninas
com a finalidade de alcangar um nivel de lignina como recomendado acima
&, por exemplo, executado por meio de uma etapa de tratamento com hidro-
xido de sodio, seguida pela etapa de lavagem destinada a eliminar o hidroxi-
do de sddio residual antes da etapa da hidrolise enzimatica.

De acordo com outra caracteristica do processo de acordo com
a invengao, com o proposito de serem obtidas condigbes para a acidificagdo
antes da hidrélise enzimatica, e, de modo especifico um pH de cerca de 5,
uma "re-acidificagdo” da mistura é executada por meio de um &cido com um
pKa determinado e, especificamente por meio de acidos organicos fracos
tais como o acido acético efou o acido férmico, e/ou outro acido fraco tal co-
mo o acido citrico.

De acordo com uma caracteristica do processo, a etapa para a
reacidificagao da mistura € executada por meio de acido acetico e/ou &cido
férmico efou acido citrico.

De acordo com uma caracteristica do processo, a etapa para a

reacidificagao da mistura € executada por meio de uma mistura de acido a-
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cético e de acido férmico que contenha 0,2% de acido féormico em peso e
0,4% de acido acético em peso com relagao ao material de celulose seco.

Depois da referida etapa de reacidificacao, o pH da mistura fica
de preferéncia entre 4 e 6, de preferéncia entre 4,5 e 5,5.

De mais preferéncia depois de referida etapa de re-acidificacao,
o pH da mistura € igual a 5.

De acordo com uma caracteristica do processo, a etapa para a
eliminagdo parcial das ligninas &€ executada em uma temperatura de entre
80/C e 85°C.

De acordo com uma caracteristica do processo, a etapa para a
eliminagao parcial das ligninas € executada na pressao atmosférica.

De forma surpreendente, foi demonstrado que o uso de tais aci-
dos torna possivel ser obtido um nivel méximo de hidrolise, contrario, por
exemplo, ao uso de um acido forte tal como o acido sulftrico.

Alem do mais, no contexto dos processos CIMV mencionados
acima, esse uso industrial do acido acético e/ou do acido férmico é especifi-
camente vantajoso uma vez que esses acidos ja sdo usados e estao presen-
tes no ciclo industrial para a producao de celulose a partir do LVRM.

Entre outras vantagens da invengéao, foi demonstrado que a efi-
ciéncia total do processo para a produgao de etanol ou de bioetanol é préxi-
mo, ou virtualmente igual a produgdo do nivel maximo tedrico de etanol a
partir de LVRM e que, alem disso, a eficiéncia € a mesma dependendo se o
processo total primeiro faz uso de uma etapa de hidrolise enzimatica de a-
cordo com a invengao, e em seguida de uma etapa de fermentagao, ou tam-
bém se uma hidrolise simultanea e um processo de fermentagdo sao execu-
tados (processo SSF).

Essa eficiéncia idéntica € devido ao fato de que a hidrolise enzi-
matica de acordo com a invengao nao produz inibidores de fermentacao.

Alem do mais, foi demonstrado que as vantagens do processo
de acordo com a invengao (nivel total de ligninas e condigbes especificas de
re-acidificagao) ndo foram modificadas, isto & sdo da mesma natureza e tem

os mesmos valores, sem que seja levada em conta as celulases usadas, e
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especificamente se elas sdo celulases de uma eficiéncia maior ou menor.
Resultados de testes a titulo de exemplo:

Exemplo de enzimas testadas e a atividade das mesmas:

Atividades em U/ml de solugdo enzimatica
Celulase
Xilanase | Beta-glicosidase
Endo Exo
Cellic CTec 42 3827 11+-/-5 281+/-40
Accellerase 1500 7 392 12+/-6 66+/-9
AB (EL 2009060L) 8 32 1+/-05 13+/-2
AB (EL 2009096L) 0 77 2+/1 254/-3

Enzimas usadas para os testes: Cellic Ctec e Cellic Ctec 2 (en-
zimas de "nova geragao" com uma atividade 40% maior do que as de 1a.
geragao).

Condicoes da hidrélise: Temperatura igual a 50°C, pH entre 4,5
e 5, concentragao de enzimas igual a 42 U/g.

Efeito de uma extragao alcalina sobre o nivel da hidrolise da ce-
lulose: ver a Figura 1, na qual:

- Polpa em bruto: polpa denominada de "CIMV" depois da extra-
¢ao, deslignificagao e lavagem;

- Polpa depois da extragdo alcalina: polpa em bruto tratada em
pH 12 a 85°C durante uma hora.

Efeito do nivel de lignina residual sobre a hidrolise de uma polpa
de celulose: ver a Figura 2.

Efeito do pKa do acido usado para a acidificagao ("reacidifica-

¢a0") em pH 5 sobre a hidrolise da polpa de celulose:

Acido Acido acético + Acido Acido
acético acido férmico formico sulfurico
% de hidrolise
. 95 80 78 45
depois de 24 horas




10

15

20

25

30

173

REIVINDICAGOES

1. Processo para a producéao de bioetanol partir de um material
em bruto de lignocelulose vegetal que compreende as etapas sucessivas de:

- (a) pré-tratamento do material em bruto de lignocelulose vege-
tal com a finalidade de separar a celulose, as hemiceluloses e a ligninas con-
tidas no material em bruto de lignocelulose vegetal, o pré-tratamento com-
preendendo as etapas sucessivas que consistem de:

. (i) desestruturar o material em bruto de lignocelulose vegetal
através da colocagcao do mesmo na presenga de uma mistura que contém
acido férmico e agua, em uma temperatura de reagao entre 95T e 110C;

. (ii) em seguida, em pressao atmosférica e antes de qualquer
hidrélise em seguida a agéo de fermentagao, na separagao:

* por um lado, da fase sdélida que consiste principalmente da re-
ferida celulose capaz de em seguida ser hidrolisada e fermentada para a
producéao do bioetanol;

* e por outro lado, a fase liquida que contém especificamente em
uma solugéo de agua, o acido férmico, as ligninas e as hemiceluloses;

- (b) a hidrolise enzimatica da referida fase sdlida;

- (c) fermentagéo alcodlica dos produtos que resultam a partir da
referida etapa de hidrolise, que sejam capazes de serem fermentados para a
producédo do bioetanol,

caracterizado pelo fato de que o processo para producgao de bio-
etanol compreende, antes da etapa da hidrolise enzimatica as etapa (b),
uma etapa de eliminagdo parcial das ligninas residuais da fase sélida de
forma a ser obtido um nivel residual total de ligninas (T), expresso como uma
percentagem em peso que nao é zero e que esta incluida em uma faixa de-
terminada por um limite mais baixo (LIlow), e um limite mais alto (Lupp), res-
pectivamente igual a 0,30% e 4% p/p, em que a referida etapa para a elimi-
nagao parcial das ligninas residuais é executada por meio de um tratamento
com hidréxido de sddio, seguido por uma etapa de lavagem destinada a eli-
minar o hidréxido de sédio residual e re-acidifcagao da mistura antes da eta-

pa da hidrélise enzimatica.
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2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o nivel residual total de ligninas (T), esta incluido em uma faixa
determinada por um limite mais baixo (Llow), e um limite mais alto (Lupp),
respectivamente igual a 0,35% e 3,5% p/p.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que o nivel residual total de ligninas (T) & igual a 1,65% p/p.

4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que o processo compreende uma etapa para a
re-acidificacdo da mistura, que é executada por meio de um acido, ou de
uma mistura de acidos, de pKa determinado, e de modo especifico por meio
de acidos organicos fracos tais como o acido acético e/ou o acido férmico
e/ou o acido citrico.

5. Processo de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pelo
fato de que a referida etapa de re-acidificacdo da mistura € executada por
meio de acido acético e/ou o acido férmico e/ou o acido citrico.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que a referida etapa para a re-acidificacdo da mistura é executada
por meio de uma mistura de acido acético e acido férmico que contém 0,2%
de acido férmico em peso e 0,4% de acido acético em peso.

7. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
3 a 6, caracterizado pelo fato de que, depois da referida etapa de re-
acidificacao, o pH da mistura fica entre 4 e 6.

8. Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que, depois da referida etapa de re-acidificacéo, o pH da mistura é
de entre 4,5 e 5,5.

9. Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que, depois da referida etapa de re-acidificagéo, o pH da mistura é
igual a 5.

10. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pe-
lo fato de que a referida etapa para a eliminagao parcial das ligninas residu-
ais é executada em uma temperatura entre 80T e 85° C.

11. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pe-
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lo fato de que a referida etapa para a eliminagao parcial das ligninas residu-

ais é executada em pressao atmosférica.
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RESUMO
Patente de Invengao: "PROCESSO PARA A PRODUGAO DE BIOETANOL
ATRAVES DA HIDROLISE ENZIMATICA DA CELULOSE".

A presente invengdo refere-se a um processo para a produgao
de bioetanol que compreende as etapas de pré-tratamento (consistindo da
desestruturagdo do material em bruto de lignocelulose vegetal através da
colocagdo do mesmo na presenca de uma mistura que contém acido formi-
co, acido acético e agua, em seguida separando a celulose) de hidrolise en-
zimatica e de fermentacao alcoodlica, caracterizado pelo fato de que ele com-
preende antes da hidrolise enzimatica urﬁa etapa de eliminagao parcial das
ligninas de modo a ser obtido um nivel total residual de ligninas (T) expresso
como uma percentagem em peso, que ndo é zero e que esta incluido em
uma faixa determinada por um limite mais baixo e um limite maia alto Bsup,
respectivamente igual a 0,30% e 4%. Com a finalidade de serem obtidas
condi¢des de acidificagdo antes da etapa de hidrolise enzimatica, o processo
compreende uma etapa para a re-acidificagdo da mistura, que & executada
por mio de um acido ou de uma mistura de acidos,de pKa determinado, e
especificamente por meio de acidos organicos fracos tais como o acido acé-

tico efou o acido férmico.
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