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(57) Resumo: PROCESSO DE PRODUGAO DE MOLECULAS
ORGANICAS A PARTIR DA BIOMASSA. Processo de producédo de
moléculas organicas a partir da biomassa que compreende as etapas
de: (a) pré-tratamento continuo de uma biomassa com liquidos idnicos
em um misturador; (b) hidrélise de biomassa pré-tratada; e (c)
separagdo do xarope de aglcares do sélido residual ndo hidrolisado
rico em lignina; e, (d) fermentacdo do xarope de aglcares, onde a
etapa (a) ocorre de forma continua em um misturador, no qual uma
razdo de elevada de biomassa; liquido i6nico é misturada
possibilitando a atuagao efetiva do liquido idnico na biomassa.
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PROCESSO DE PRODUQ?&O DE MOLECULAS ORGANICAS A PARTIR DA
BTOMASSA
CAMPO DA INVENGAO

A presente invencio pertence ao campo da producldo der
moléculas orgdnicas a partir de bilomassas.
ESTADO DA TECNICA

Biomassas podem ter véarias origens. como os residuos
da agroindistria e das indistrias papeleira'e madeireira e
do cultivo de algas, bem como outras origens. As biomassas
podem ser fontes renovivels de energia, podendo ser usadas
como substitutos para combustiveis - gfésseisq Estudos
vigando & utilizacﬁo‘ da biomassa lignoceluldsica e da
biomassa de algas, por exemplo, na produgdo de etanol e
biodiesel vem aumentando a cada ano. Entretanto, o
processamento destas biomassas ainda & um desafio.

No caso das - biomassas lignoceluldgicas, estas
apresentam caracteristicas em seu estado original gue
dificultam ou até impossibilitam. seu uso em processos
indvstriais: densidade relativamente baixa de energia,
grande . volume  ¢gue dificulta o transporte, tamanho e
composig¢do nao uniforme, dentre outros. *

No  passado, a hidrdlise  &cida da = ‘biomassa
lignoceluldsica com A&acido sulfdrico concentrado foi um
método  ruito pesquisado . para a hidrdélise dos
polissacarideos da biomassa emn aéﬁcar@s. No entanto, cada
vez1 mals esse @nfoque’ tem sido abandonado por diversas
razoes, entre clas: (1) a wutilizacdo de écidoé causa a
corrosdo de equipamentos, o que requer altos investimentos
em eguipamentos registentes a corrosdo; (ii) o alto gasto
energético com etapas de recuperacdo do acido; (iii)
geracdo de efluentes todxicos; (iv) necessidade de corregdo
do pH para a etapa de fermentacdo; (v) produgdo de

subprodutos que inibem a fermentacdo alcodlica.
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Negse sentido, a hidrdlise enzimdtica da biomassa
lignoceluldsica se mostra como uma alternativa
intereséant@, ja que esta ndo apresenta as desvantagens da
hidrélise catalisada por éacidos, descritas acima. Por
outro Jlado, esse processo apresenta outras dificuldad@s,
como a velocidade lenta de reagdo devido a acessibilidade
limitada das enzimas aos polissacarideos: presentes na
biomassa in natura. Por 1sso, ao se optar por um processo

de hidrdlise enzimatica, uma etapa de pré-tratamento da

- < o

biomassa lignoceluldsica € necessdria. O pré-tratamento
tem o objetivo de degestruturar a biomassa composta
principalmente p@la parede celulaX"d@ plantas e algas,
aumeﬂtaﬂdo assim a acessibilidade das enzimas ao substrato

durante a hidrdlise.

Diversos métodos - de pré-tratamento foram
desenvolvidos, incluindo processos bicldgicos, fisicos,

gquimicos e fisico-quimicos. Apesar dos esforgos continuos
para o desenvolvimento de pré-tratamentos - efetivos e
economicamente viaveis, as pesquisas ainda estdo em
andamento.

Recéntemente, o uso de liquidos idnicos para)o pré-
tratamento da biomassa ganhou bastante  evidéncia,
principalmente devido - aplicacao potencial desgses
reagentes como “solventes verdes”.

Os ligquidos i@nicoé podem ser classificados como
materials congtituidos puramente por ions que apresentam
uma temperatura de fusdo abaixo de 100 °C, gendo muitos
deles liquidos a temperatura amblente. Os liquidos idnicos
apregentam caract@risticas muito interessantes como, por
exemplo, o fato de poderem ser projetados de acordo com as
caracteristicas figico-guimicas almejadas, através da
combinacdo  de diferentes cations e é&nions. Além disso,

normalmente, apresentam pressdo de vapor ndo mensuravel e,
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geralmente, uma estabilidade térmica em uma ampla falxa de
t@mperaturas. Como resultado, os liquidos idnicosg tém sido
utilizados com sucesso na  substitulcgdo de molvgmtes
tradicionais em diversos processos industrials = e
apresentam o potencial de diminuir a dependéncia da
indistria no uso de compostos organicos volateis.

Os liquidos iénicos ja foram relatados como capazes
de dissolver a celulose e materiais 1ignocelnlésicos, Como
palha de arroz, palha de trigo, gramineas e wmadeira.
Alguns liguidos iénicos foram utilizados para realizar uma
extragdo seletiva da lignina da serragem de madeira, o que
possibilita uma nova rota de fraéionam@nto da biomassa
(zhu et al., 2006; Sun et al., 2009; Lee et al., 2009; Li
et al., 2010; Maki-Arvela et al., 2010; Nguyen et al.,
2010) .

No tratamento da biomassa lignoceluldsica com
liquidog idnicos, apbds a dissolucgdo, a frac¢do da biomassa
rica em celulose pode ser precipitada através da adigdo de
um  anti-solvente como, por exemplo, a Aagua. A lignina
extralda e outros extrativos podﬁn} ser removidos com a
lavagem. O . mais relevante & que, apds ovpréwtratahento com
liquidos idnicos, o tempo de. hidrdlise enzimatica da
celulose pode ser reduzido drasticamente e rendimentos de
conversio em glicose préximos a 100% podem ser obtidos. Li
e colaboradores (2010) reportaram a necessidade de apenas
12 h de hidrdlise enzimatica de uma -graminea pré-tratada
com. liquido idnico para atingir mais de 90% de rendimento,
enquanto a hidrdlise da mesma biomassa lignoceluldésica
tratada com acido diluido necessitou de 72 h de
sacavificacdo para atingir 80% de conversdo da celulose a
glicose.

‘Ap'sar de existirem muitas vantagens relacionadas ao

pré-tratamento mediado por liquidos idnicos, a utilizacdo
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desses reagéntes em largar escala para essa aplicagéo. é
ainda uma realidade distante, principalmente devido ao seu
alto custo atual. A maloria dos métodos de pré-tratamento
da biomassa lignoceluldsica com ligquidos idnicos descritos
reporta  uma razido de biomassa lignocelulésica:liquido
idnico em uma faixa de 1:15 ~ 1:20 (m/m), assumindo que os
liguidos idnicos precisam ser utilizados em grande excesso
em relacéo a4 biomassa lignoceluldsica, exercendo dessa
forma a fungdo de um solvente e nio de um adiﬁivo quimiéo
capaz que promover modificacdes na estrutura da biomassa.

Como €& necessiria uma quantidade cerca de 20 vezes maior

lignoceluldsica, isto pode constitulry um impedimento para
a utillizacgdo futura desses reagentes, mesmo que © <custo
tenda a diminuir com o aumento da demanda. Além disso, a
menor carga relativa _de liquidos idnicos  diminui,
consideravelmente, © consumo da dgua para a sua remogdo.
Apesar dos fatores citados acima, ainda existem poucas
informagdes sobre qual seria realmente a quantidade minima
necessaria de liquidos 1dénicos para um pré-tratamento
efetivo da biomassa ligﬁocelulésica.

0 estado da tédnica prevé © uso de liquidos idnicos
na dissolugdo da biomassa contendo celulose para a
derivatizacdo e isolamento da celulose. O W0O2011027220
trata de um processo continuo para a dissolucdo de pelo
menos uma parte de um material contendo celulose derivado
de algas, no liquido idnico, que apresenta as etapas de
desmineralizacdo da biomassa; contactar a biomaéga

desmineralizada com liquidos ibnicos e dissolver ao menos
em parte o componente de celulose da biomassa. ‘

0O documento W02011149341 trata de um processo de
tratamento da biomassa lignoceluldsica para a produgdo de

xilose e furfural, que compreende dissolver a biomassa em
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uma. mistura 10:1 ou 1:10 entre um liguide idnico e um
dcido orgdnico, qgue pode ser.o cloreto de 1-butil-3-metil-
imidazdlio, cloreto de l-etil-3-metil-imidazdlio ou
acetato de 1-butil-3-metil-imidazdlio; e um acido orgénico
que pode ser o. &dcido acético, -acido citrico, acido
lactico, &cido propidnico, &acido butanocico ou Acido
sulfénico.

-0 documento WO0O2011027223 deséreve um  processo de
tratamento da biomassa lignoceluldsica para producdo de
furfurais, qué utiliza uma razio 10 : 1 a 1 : 10 entre um
acido orgénico e um liqﬁido idnico em "condigées de
subsolvatagdo para digsolver até 10% do p@so‘seco‘de uné.
biomassa. |

Ja o WO02012040003 descreve um processo de pré-
tratamento da biomassa, para a producdo de aglcares e
outros derivados, no qual uma solugdo aguosa contendo um
liquide ibénico é aquecida entre 100 e 180 °C, ’sendo
adicionado entre 26 e 60% em peso de um sal cosmotrdpilco.

A adi¢do do sal cosmotrdpico permite a reciclagem dos

liquidos idnicos. ' ‘
Um método de conversao de uma biomassa

lignoceluldsica em aglcares é descrito no WO2008112291 .
Neste método, no madximo 35p% da biomassa € incubada com um
excesso de liquidos idénicos sob condicdes adequadas;
posteriormente & biomassa é lavada com um antissolvente
para a retirada, ao wenos parcial, do liguido idnico; e
finalmente a biomassa pré-tratada com o liquido idnico &
hidrolisada. ’

Finalmente, o PI0806416~-4 descreve um wmétodo de
fracionamento de material lignoceluldsico consLstindo‘da
formagdo de,um sistema bifdsico contendo uma fase liquida
iénica (aproximadamente 60% de agua) livre‘ de

lignocelulose e uma  segunda fase liquida  contendo
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hidréxido de sd6dio, lignina e celulose. A razdo entre a
fase 'liquida e o waterial lignoceluldsico é de cerca de
20:1.

Além disso, os  processos de pré-tratamento da
biomassa lignoceluldsica usuals utilizam misturadores sem
agitacdo ou ‘equipados com sgistema de agitacdo continuo
ineficiente, onde as transferéncias de massa e calor ndo
sio realizadas de forma ideal em condig¢des com alta carga
de, ou seja,; maiores qgque 20%. Como ¢ efeito da temperatura
é primordial para uma atuacao'efétiva do liquido idnico na
biomassa, para se aumentar a carga de sdélidos em um
proCeSSo de pré-tratamento com egtes reagentes é
necessario utilizar um sistema de agitagdo eficiente.
OBJETIVO DA INVENCEO ' o

A presente . invengdo refere-se & um processo de
producdo de moléculas orgdnicas a partir da blomassa que
compreende seu préwtratamentd com um liquido idnico em um
misturador, que permite o tratamento continuo e com altas
cargaﬁ.de s&dlidos.

BREVE DESCRIC]NXO DOS DESENHOS

Para se obter uma completa visualizagdo dos objetivos

‘da presente invencdo, ¢é necessdria a leitura deste

\

documento e a andlise dosg desenhos que o acompanham e aos
quais se faz referéncias conforme segue abailxo.
Figura 1 - grafico em barras dos rendimentos de

aglcares apds. a hidrdlise da - biomassa extrusada com

ligquidos idnicos.

- Figura 2 - grafico do (a) comparagdo da hidrdlise

enzimdtica do bagago 1in natura; extrusado sem adicadoc de

Cliquidos idnicos; extrusado com liquidos idnicos; (b)

produtividade da . hidrdlise enzimatica apods a de
sacarificagdo.
Figura 3 - Comparacio dos rendimentos em glicose

]
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obtidos apds a hidrdlise enzimidtica das awmostras pré-
tratadas com asg diferentes razdes de bagago:liquidos
idnicos.

Figura 4 - Andlise das modificac¢des morfoldgicas do
bagaqo de cana pré-tratado; em A pré-tratamento com
variagdo no ntmero de ciclos de extrusdo, e em B o pré-
tratamento em diferentes temperaturas.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO |

A presente invengdo trata de um précesso de producdo
de moléculas organicas a partir da biomassa que compreende
as etapas de:

(a) . pré-tratamento continuo de uma biomassa com
ligquide idnico em um wisturador;

(b) hidrdélise da biomassa pré-tratada;

(c) separacgdo do xarope de agﬁcafes do sdlido
regidual ndo hidrolisado rico em lignina; e,

(d) fermentacdo do xarope de agUcares.

Somente para fing desta invencao, os termnos
biomassa, bilomassa lignoceluldsica e biomassa celuldsica

s8o gindnimos e’ sdo usados sem distingdo daqui em diante.

‘Além disso, o termo biomassa deve ser entendido como uma

biomassa lignoceluldsica oriunda de residuos agricolas
como bagagos de cana-de-aglcar e de frutas; palha de sojé,
milho, arroz, e cana-de-ac¢lcar; sabugos como o do milho e
mileto; residuos florestais como as toras e lascas de
madeiras; subprodutos do processamento de madelras como a
gerragem, pellets e briquetes; casca, galhos grossos e

finos, folhas, tocos, ¢

&

ajizes e servapilheira; o termo

biomagsa ainda pode ser entendido com uma biomassa rica em’

celulose como  produtos, subprodutos @ residuos da
indistria do papel como a polpa de celulose, residugs de

celulose, residuos da indlstria de reciclagem de papel;

finalmente, o termo biomassa ainda pode. ser entendido cowmo
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uma biomassa oriunda de algas.

Em um aspecto da invengdo, no processo de produgdo

de 'moléculas organicas, a etapa (a) ‘ocorre de forma

)

continua em um misturador, no qual a bilomassa é misturada
com o liguido idnico wutilizando wuwma razdo elevada de
biomassa:liquido iénico. Nog processos de pré-tratamento
de biomassa pertencentes ao estado da técnica, em geral &
utilizada uma razdo biomassa:liquido idnico de 1:20
massa/massa (m/m). Porém, ne processo aqui descrito, ‘a
razdo entre a biomassa:liquido idnico & de entre 1:0,5 a
1:12 nrgéé/maﬁga (m/m), sendo. que a wmistura ocorre a uma
temperatura de entre 40 a 200°C, durante 5 a 150 minutos.
em um misturador capaz de promover uma mistura eficiente ,
a fim de possibilitar a atuacdo efetiva do liquido idnico
na biocmassa.

Preferencialmente, a mistura ocorre a uma razdo 1:1
a 1:10, entre 80 a 160°C durante 15 a iOO minutos.

Para fins desta invengdo, wmisturador € qualquer
equipaﬁento ou dispositivo pertencente ao estado da
técnica, que seja capaz de mnisturar de forma eficaz uma
mistura de biomassa com liquido idnico apresentando uma
elevada vrazdo da biomassa:liquido idnico, facilitando o
acesso, ‘na etapa {(b) das enzimas  hidroliticas aos

polissacarideos contidos na biomassa, o que 1rad permitir a

- liberacdo eficiente dos mwmonassacarideos pelas enzimas.

Preferencialmente, o misturador é uma extrusora com

controlador de temperatura onde a razao antre o]

n

comprimento do cilindro para o didmetro da rosca (L/D)
de entre 10:1 a 100:1. Mais preferencialmente ainda, o
misturador & uma extrusora de dupla-rosca.

Na etapa (a) sdo realizados de 1 a 6 ciclos de

extrusdo, com velocidade de rotacgido da extrusora de até

7

- 400 rpm.
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_ Preferencialmente, & fornecida wuma razio de entre
1:1 a 1:8 wm/m de biomagsa:liquideo idnico; a t@mp@ratuia
fica entre 50 a 160- °C, sendo realizados entxe 1 a 3
ciclog de extrusdo. h

Ainda'pa:a fins desta invencdo, o liquido idnico &
um sal contendo o cation 1,3 dialquil-imidazdlico, tetra-
alquil amdnio, fosfdnio, alquil-piridinico; podendo ser um

-

ligquido iénico é pert@ﬁcent@ ao  grupo consistido de:
acetato de 1mbutil~3wmetilimidazélio ([Bmim}[@li)” acetato
de 1~@til~3«metiiimidazélio ( [Emim] [Ac]l), acetato de L-
butilMmeetilimidazélio { [Bumim] [Acl), clof@to de 1-alil-3-
metilimidazdlio ( [Amim] [C1]), fosfato de 1,3~
dimetilimidazélio dimetil ([Mmim] [DMP]), metancsulfato de
L-benzil-3-metilimidazdlio, metancosulfato de 1-(2~ .
feniletil) -3-metilimidazdlio, metanogulfato de 1-(3-
fenilpropil) -3-metilimidazdlio, metanosulfato de 1-(2,2-
feniletila) -3-metilimidazélio, tetrafluoroborato de 1-
benzil-3-metilimidazdlio, hexafluorofosfato de L-(3~-
fenilpropil)-3-metilimidazdlio, tetrafluoroborato dé 1~
benzil-3-metilimidazdlio, bis~(trifluorm@tanbsulfonil)
imidato de 1wbenzii«3mmetilimidazélio, bis-
(trifluormetanégulﬁonii) imidato de 1m(2wféniltil)~3—
me@il;midazélio, bisw(trifluormetanosulfonil) imidato de
1-{3-fenilpropil) -3-metilimidazélio, bis-
(trifluormetanogulfonil) imidato de 1-(2,2-feniltil)-3-
metilimidazdlio, hexafluorofosfato de 1—(2~f@niletil)~3—
metilimidazélio,. big- {(trifluormetancosulfonil) dimidato dé
lm(2—cicloexi}etil)—3~metilimidazélio, . bis-
(trifluormetanosulfonil) imidato de 1-(3-cicloexilpropil)-
3-metiliwmidazdlio, bis- (trifliormetanosulfonil) imidato de
lw(2,2wcicloexil@til)wametilimidaZélio, cloreto de 1
carboximetil-3-metilimidazdlico, ou uma mistura desteg.

Preferivelmente, a biomassa & pertencente ao grupo
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consistido pelo bagac¢o de cana-de-aglcar, palha de cana-
de-ag¢lcar, gramineas, palha de trigo, palha de arroz,
palha de milho, lascas de madeliras, serragem, polpa de

celulose e residuos de celulose; e o liguido i1idnico é

pertencente a0 grupo consistido de: 1-butil-3-
metilimidazdlio { [Baim] [C1]), acetato de I-~etil-3-
met%limidazélio { [Emim] {Acl), acetato de - 1l-butil-3-
metilimidazdlio { [Bmim] [Acl), cioreto de i—alilm3«
metilimidazdlio . { [Amim] [CL1]}), fogfato de 1,3~

dimetilimidazélio dimetil ([Mmim] [DMP]), ou uma mistura
destes.
Mais preferivelmente ainda, na etapa (a) é fornecida

uma  razdo de entre 1:1 a 1:5 wm/m da biomassa:liquido

idnico; a biomassa & pertencente ao grupo consistido de
bagaco de cana-de-aglcar, palha de cana-de-acdcar,

gramineas, palha de trigo, palha de arroz, palha de milho

e regiduos de celuloge; o ligquido iénico & o l-etil-3-
metilimidazdlio { [Bwmim] [Ac]) ou fogfato de 1,3~

dimetilimidazdolio dimetil ([Mmim][DMP]), ou uma mistura
desteg.

Apds’ o pré-tratamento, a 'biomassa desestruturada na
etapa (a) € submetida a uma étapa de hidrdlise para
liberacdo dos acglGcares que compde as fibras de celulose
e/ou a hemicelulose. ’

Desta forma, na etapa (a) do processo desta
invencdo, onde o ligquido idnico e a biomassa wmisturados
com uma elevada razao de vbiomasga:liquido iénico, a
extrusora é utilizada ao mesmo tempo como misturador e
misturador de pré-tratamento, coﬁstituindo . processo
cont inuo, onde grandes quantidades de biomassa,
preferencialmente uma biomassa lignoceluldsica podem ser

processadas pox hora. Assim, este processo continuo

representa uma grande vantagem em relagdo aos gistemas de
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pré-tratamento em batelada com liquidos idnicos atualmente
empregados e em relagdo a outros métodos, tais como a
explosdo a vapor e o tratamento hidrotérmico.

Na etapa (b) a biomassa desestruturada & submetida a
hidrélise enzimdtica para a liberac¢do dos ag¢lcares

contidos mna Dblomassa. Esta etapa ocorre por meios

pertencentes ao estado , da técnica, utilizando enzimas

conhecidas pelos especialistas no assunto, como  por

exemplo, endo- (1,4) -pB-D-glucanases, exo-{1l,4)~-p-D-
glucanases, B-glucosidades, endo-1,4-p-D-xilanases, G-

xil<$idases, o-L-arabinofuranosidases, a~glucdronida$e$,
acetil xilana esterases, feruloil esterases ou uma mistura
destas, durante um periodo entre 3 a 72 horas.

Opcionalmente, ao final da etapa (b) as wmoléculas
orgdnicas obtidos sdo ‘sacarideos como  a glicose e a
xilose. A figura 1 é um grafico que apresenta o teor de
glicose e xilose livres ao final da etapa (b).

Na etapa (c¢) ocorre é separacdo da mistura reacional
rica em glicose e xilose do fgélido residﬁal rico em
lignina. A lignina obtida pode ser utilizada como matéria-
prima para a producdo de insumos quimicos ou para geragdo
de energia. . - -

Na etapa (d) o8 aqﬁéares liberados durante a
hidrédlise, sdo fermentados por meios, e em condic¢des
pertencentes ao estado da técnica, para a produgdo de
etanol . Na etapa (d) sdo usados microrganismos

fermentadores, tails como, preferencialmente, as leveduras

Sacharomices cerevisae, Sacharomices ellipsoideus,
Sacharomices carlbergensis e Sacharomices waxruni, e

bactérias como Zymomonas mobilis, incluindo linhagens
modificadas geneticamente para a fermentagdo da xilose,

dentre outros.

Em uma primeira wodalidade da invencdo, a nmlécula
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orgdnica obtida ao final da etapa (¢) & um residuo rico em
lignina e ao finél da atapa (d) é o etanol.

Em uma modalidade alternativa da. invencio, a
etapa(d) ndo é realizada e a molécula orgdnica obtida & um
residuo gdlido rico em lignina e uma solucdo de um ou moms
aglcares livres que sdo posteriormente purificados ou ndo
por processos conhecidos por métodos pertencentes ao
estado da técnica. Nesta modalidade da invencgédo, ou um ou

mais aglcares livres produzidos sdo olig@ggacarideog ou

monossacarideos como a glicose e a xilose.

Em uma outra modalidade da invengdo, as etapas (b),
(¢) e (d) ndo sdo realizadas, e apbs o pré-tratamento é
obtido um residuo rico em celulose, - hemicelulose e
lignina,ique submetida a @tapas posteriores de separagdo,
pode ﬂervutilizadas na industria de derivados de celulose
e de polpa e papel.

Embora a invenc¢do tenha sido amplamente descrita, &
dbvio para aqueles versados na técnica ‘qu@ varias
alteracdes e modificacées podem ser feiltas sem que as
referidas altera¢des ndo estejam cobertas pelo escopo da
invencgaaq. | | o

-Os exemplos abaixo tém meramente a fungdo de
ilustrar as concretizacdes da presente -invencgdo, e ndo tem
o idntuito de restfingir ou delimitar os direitos do
titular, os quais devem somente ser limitados ao escopo
das reivindica¢des apresentadas. |

Exemplos:

Exemplo 1: Processo de pré-tratamento

Fol utilizada uma wunidade wmotora (Labo Plastomill,
model 30C150,.Toyo Seilki, Togquio, Japido), equipada com uma
extrusora de rosca dupla (2DL15W, Toyo Seiki, Téquio,
Japao) , apresentando uma razdo de comprimento do cilindro

para o didmetro da rosca (L/D) de 17:1. Para o pré-
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tratamento, 6,0 g de bagag¢o de cana-de-ag¢Ucax (tamanho de
particula 425 jpn a 1000 o) de foram wmisturados a
quantidadeﬁ determinadas do liquido idnico [Emim] [Acl, a
fim de preparar quatro razdes diferentes de

bagago: [Emim] [(Ac]  (m/m), equivalentes a 1:8, 1:5, 1:3 e

"1:1. As misturas foram agitadas por 15 min e alimentadas

manualmente na extrusora, que - foi pré-aquecida a
temperaturas gue variaram de 80 a 180 °C e a rotag¢do foi
programada para uma velocidade de extrusdo de 15 rpm. Apds
toda a amostra iniclal ter sido extrusada, cerca. de 30% da

S

massa da mistura de bagaco-liquido idnico foi recuperada
para ensalos de determinag¢ido da compogicio da biomassa e
hidrdlises enzimiaticas, sendo o produto remanescente
extrusado novamente. Essa operagdo fol repetida por até 3
ciclos. Apds as misturas de bagaco-liquido idnico terem
sido recuperadas, 50 ml  de agua destilada foram
adicionados. A  biomassa foi. lavada diversas vezes,
dispersa com a ajuda de um agitador de alta velocidade
(Ultra Turrax T 2% Basic, Tka), filtrada e mantida Gmida

para os experimentos de hidrdlise enzimdtica e avalilacdo

da morfologia. O conteldo de umidade fol determinado amtes

dos ensaios de hidrdlise enzimatica. Os ensaios de pré-
tratamento foram realizados pelo menos em duplicata.

Exemplo 2: Hidrélise enzimitica

Os engsaios de hidrdlise enzimdtica foram conduzidos a
4% °C, 230 rpm, por até 72 h,\utilizando uma  concentragdo
de bilomassa pré-tratada de 2,5% e um coguetel enzimdtico
contendo 15 FPU da enzima comercial Acremonium Cellulase
(Meiji Seika Co, Japdo) e 0,2% (v/v) da enzima Optimash TM
BG (Genencor ¥ International, EUA), como um suplemento da
atividade de p-xilosidase, porém gem nenhuma atividade de
FPase. O coquetel enzimadtico utilizado nos experimentos

corresponderam a uma dosagem enzimdtica, por grama de
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biomagsa, de 15 FPU de FPase, 79,7 BGU de p-glicosidase,

262,4 Ul de CMCase, 976,313 I de xilanase, 1,4 UI de [

xilosidase ¢ 22,5 Ul de o-L-arxabinofuranosidase. Para o8

)

experimentos de hidrélise enzimdtica da biomassa pré-
tratada com uma razdo de bilomassa:liquido i1dénico de 1:20,
2,0 mL do coquetel enzimatico pf@parado em tampdo acétato
de sédio} 50 wmM, pH 5,0, foram adicionados é 0,05 g de
N
biomassa pré-tratada ou in natura. Os rendimentos de
hidrélise para “esses ensaios foram calculados de acordo

com .a Equacgdo [1].

l mg aglicar X % de biomassa recuperada apds pré—-tratamento Xfagicar

[ x 100;

S mg de binmassa hidrolisada #% de ceiulose ou xilana na biomassa in natura

;

~

Onde mg ag¢lcar corresponde a quantidade de glicose ou
’xilose absoluta obtida apds a hidrdlise enzimdtica e
fagUcar corresponde ao fator de conversao da celulose
(0,9) ou xilana  (0,88) em glicose ou xilose.

J4 os ensaios de hidrdlise enzimdtica dos materiais
que foram pré-tratados com o auxilio da extrusora
congistiram de 10 mL do coquetel enzimatico preparado em
tampdoc acetato xd@ gédio 50 mM, pH 5,0 e 0,250 g de
biomassa. Os rendimentos de hidrélise para esses ensaios

foram calculados de acordo com a Equacdo [2].

lagticar] xf ac¢lcar

{2]

x 100

Onde [aqﬁcar] corresponde a concentracido de glicose
ou xiloge absoluta obtida apds a hidrdlise enzimatica e £
acltcar corr@épond@ aco fator de conversio da celulose (0,9)
ou xilana (0,88) em glicose ou xilose.

Em todos os ensaios de hidrélise enzimatica foram
adicionados os antibidticos tetraciclind e aureobasidina A

em concentracdes de 50 pg/mL e 5 pg/ml, respectivamente,
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para evitar contaminag¢do microbiana. Os ' ensailos de
hidrélise enzimdtica foram realizados em triplicatas.

Exemplo 3: Quantificacdo dos agucares

Os aclcares presentes nos hidrolisadosh foram
analisados utilizando um sistema de HPLC equipado com um
detector de indice de refragdo (RIMZOBl Plus, Jasco Co.,
Japdo), utilizando uma coluna Aminex HPX-87P (7,8 mm I1.D.
X 30 cm, Bio-Rad, EUA) equipada com uma pré-coluna Carbo-
P (Bio-Rad, EUA) e um sistema de. remogao de cinzas
(deashing“syst@wu Bio-Rad, EUA). A fase mbével utilizada
foi &agua deionizada em um fluxo de 0,7 mL/mih e a
temperatura do forno da coluna foi de 80 °C;

Exemplo 4:- Bfeito da carga de biomassa e do ntmero de

ciclos de extrusdo na eficiéncia do pré-tratamento

0 efeito das razdes de bagago:[Emim]fAc] e do tempo

de tratamento, considerando el nimero de ciclos de

extrusdo, na eficiéncia do pré-tratamento foi avaliado
através de experimentos que utilizaram razdes

correspondentes a 1:8, 1:5, 1:3 e il:l, executando um
maximo., de trés ciclos de extrugdo, a 140 ©C, Para as
condicées"que utilizaram as razdes de 1:1 e 1:3, trés
ciclos de extrusdo foram realizados, enquanto para os pré-
tratamentos utilizando as razées de 1:5 e 1:8, apenas dois
ciclos de extrusdo foram efetuados. Todas as condicdes de
pré-tratamento resultaram em rendimentos em: glicose e
x»ilose apds 24 I de hidrdlise de no minimo 3,5 e 6,9 vezes:
maiores, respectivamente, que o bagag¢o in natura. )

A tabela 1 apresenta o efeito da carga de biomassa
de uma modalidade exemplar da invenc¢do, que & composta
pelo bagaco de cana-de-ac¢lcar tratado com liguido i1dnico,
e o nimero de ciclog de extrusdo na composicio quimica do
bagago de cana-de-aglcar pré-tratado. |

’
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Composigdo de Biomassa (p/v)

AMOSTRA

Lignina Glucana Xilana
Bagaco ndo tratado 22,7 41,9 25,0

1:8 ~ 1 ciclo 18,6 46,9 26,5
1:8 - 2 ciclos 19,3 46,6 25,1
- 1 ciclo 19,9 44,6 25,6

[
(31

- 2 c¢iclos 19,0 45,8 25,0 !

8
1:3 -~ 1 ciclo 20,9 44,é/ 26,5
8 - 2 ciclos 19,8 46, 4 26,2
8§ - 3 ciclos 20,4 46,7 26,8
1:8 - 1 ciclo 21,5 45,6 26,1
1:L - 2 ciclos 20,9 46,3 24,3
:1 - 3 CiClOS 21,6 47,4 21,8

Tabela 1: Efeito do pré-tratamento com diferentes concentragdes

de ligquido idnico e ninmero de ciclos na composigdo da biomassa.

A figura 1 mostra O efeito da razédo de
bagaco: [Emim] [Ac] utilizada e do nGmero de ciclos de
extrusdo realizados durante o) pré-tratamento nos
rendimentos em glicose e xilose obtidos apds 24 h de

hidrélise  enzimdtica das amostras pré-tratadas. NT

.representa o bagaco ndo-tratado (in natura). Todos os

'

experimentos de pré-tratamento foram realizados a 140 ©C.
O numero de ciclos de extrusdo, portanto o tempo de

pré-tratamento, teve un . efeito significativo nos -

rendimentos em glicose principalmente para as condigtes

gque utilizaram razdes de bagago: [Emiwm] [Ac] de 1:1 e 1:3. O
aumento do nidmero de ciclos de um para trés para a razdo

de 1:1 resultou em um aumento nos rendimentos em glicose

de 59,4% para 76,4%, engquanto  para a razio de
bagaco: [Emim] [Ac] de 1:3, a realizacdo do segundo ciclo de

extrusdo promoveu um aumento nos rendimentos em glicose de

1L0% em relacdo ao primeilro ciclo (de 81,6% para 91%) e a
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exXeCucio de um terceiro ciclo nao teve efeito
significativo.

Considerando as condig¢des que utilizaram as razdes de
1:3 {a partir do segundo ciclo de extrusfo), 1:5 e 1:8, os
rendimentos em glicose obtidos apds apenas 24 h de
sacarificacdo foram similares, estando numa faixa de 86,7%
a 92,9%. Os résultados indicaram que a execug¢do do sequndo
ciclo de extrusio foi significativo para o© aumento dos
rendimentos ém xilose, tendo “ sido relevante para“ag
condig¢des que utilizafam razdes de bagacgo: [Emim] [Ac] de
1:1, 1:3 e 1:5, EXperimentos controles, onde © bagaco foil
extrusado sem a adicdo de [Emim] [Ac], também foram
realizados. A Figura 2 mostra o perfil e‘a/produtividade
de hidrdlise do bégaqo pré-tratado em diferentes
condicdes.

A produtividade apds 9 h de hidrélise enzimitica do
bagago que foi extrusado cdn a adic¢ao de [Emim] [Ac]l por
dois ciclos com as razdes de bagaqo:[Emim][Ac] de 1:8, 1:5
e 1:3 foi de 7 a 7,5 vezes maior que do bagacgo in natura,
enquanto o experimentos de hidrdlise do bagago tratado com
a razdo de 1:1 e do bagag¢o extrusado sem a adicdo de-

v |
ligquido idnico resultaram em um aumento de 4,8 e 2,4 vezes
na produtividade, respectivamente.

Apesar de rendimentos em glicoSe (73,5%)
relativanente altos terem sido obtidogs apds 24 h  de
hidrdlise do baga¢o  pré-tratado com  um razao de
bagaco: [Emin] [Ac¢] de 1:1, ficou claro que a quantidade de
liquido 1idnico utilizada nesta condigdo estd limitando o
efeito do pré-tratamento, ja que as taxas iniciais de
hidrdlise sdo inferiores Aas condicgdes onde a razido de
[BEmim] [Ac] para o bagaco fol malor.

Na figura 2A © elxo X é o tempo ém horas e o eixo Y &

o rendimento percentual (%) em glicose e representa o
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perfil de hidrélise enzimatica do bagago (x) in natura;
(). extrusado  senm adicéo de [Emim] {Ac] ; extrusado
utilizando as razdes de bagaco: [Emim] [Ac] de: (®) 1:1; (+)
1:3; (@) 1L:5; (4)1:8; no grafico 2B, o eixo Y é a
produtividade da. hidrdlise  enzimatica apds Sh de
sacarificacgdo, e o eixo X é a condicdo do pré-tratamento
em que: In = in natura, ext. = extrusado, razdo glicose
(®) / xilose (D). Todos os experim@ntos de pré~trata@ento
foram realizados a 140 °C e os resultados s8o relativos as

amostras tratadas por dois ciclos de extrusdo.

L4

Exenplo 5: Comparagdo da extrusdo com o processo de

dissoluc¢do do bagaco

'

A Figura 3 apresenta uma compara¢do resumida dos
dados obtidos apds a hidrdlise enzimatica das amostras
pré-tratadas com as razdes de bagac¢o; [Emim] [Ac] de 1:20,
por 30 mir e 120 min (processo convencional) , e
bagaco: [Emim] [Ac] de 1:3, por até 3 ciclos de extrusdo
(processo desenvolvido neste estudo). Durante © processo
de extrusdo, © tempo d@‘r@t@nqéo médio da biomassa dentro
do c¢ilindro fol de aproximadamente 4 min. ‘

O uso da extrusora para facilitar o pré-tratamento de
altas cargas de bagag¢o com o liguido idnico [Emim] [Ac]
.possibilitou nao s6  uma redugdo significativa na
quantidade, de liquido idnico requerida por grama de-
bagaco, como também reduziu o tempo necessario -de
interag¢do entre o [EBumin] [Ac] ‘e o bagaco, a fim de obter um
pré-tratamento efetivo, de 120 min para 8 min (obtendo
rendimentos 'em glicose de cerca de 90%, apds 24 h de
sacarificacédo) .

Foi utilizada wuma extrusora de escala laboratorial
com a razdo L/D de 17 foi utilizada (menor 30 cm dé
comprimento) . A necegsidade de ciclos de extrusdo pode ser

eliminada com o uso de extrusoras malores e o estudo de
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confiquragdes de xroscas mais eficientes para  este
propésito, possibilitando um maior tempo de interagdo
entre a biomassa e o liquido idnico. i

Na figura 3, o eixo Y & o percentual de rendimento em

glicoge, © eixo X €& o tempo em horas; g 1:3, 1 ciclo de 4

minutos; 4 1:3, 2 ciclos 8 minutos; X 1:3, 3 clclos = 12
minutos; e 1:20, 30 minutos; e, ¢ 1:20, 120 minutos.

Exemplo 6: Area superficial - especifica (8SA) do

bagaco pré-tratado

A tabela 2 apresenta os dados relativos & influéncia
da carga de bagago utilizada no pré-tratamento sobre a SSA
do bagago pré-tratado. Todas asg amostras corresgspondem a 2
ciclos de extrusido a 140°C, com excecdo da amostra tratada
com a razdo de bagaco:liguido iénico de 1:1, que foi

submetida a 3 ciclos de extrusio.

Carga de bagaco ssA (m?/g)

(p%)

Nio tratado 0,8
1:8 131, 1
1:5 136,4
1:3 132,11
1:1 98,4

Tabela 2: rela¢do carga de bagago SSA.

A figura 4A apresenta as caracteristicas wmorfoldgicas
da biomassa pré@tratada, que também evidencia o efeito da
quantidade de liquido idnico utilizada na desestruturacido
da parede celular, o que estd de acordo com os dados de
hidrdlise e $SA discutida acima.

Nesta figura, a wicrografias ¢é de uma Dbiomassa
composta pelo bagag¢o de cana-de-aglcar pré-tratado a 140
°C com uma razido de bagaco: [Emim] [Ac] de (a) 1:1 por trés
ciclos de extrusdo; (b) 1:3 por dois ciclos de extrusio;
(¢} 1:% por dois ciclos de extrusido.

A tabela 3 apresenta a relagdo entre a temperatura do

cilindro de extrugdo e a 88A do bagaco pré-tratado. Todas



10

20/20

as amostras correspondem a um ciclo de extrusdo usando uma

a razio de bagaco:liquido idnico de 1:3.

Tempﬁigtura SSA,(mz/g)
80 21,3
120 31,1
140 58,4
160 145, 1
180 206,0

Tabela 3: relacdo entre a temperatura de extrusdo e a SSA do
’ bagaco. ,

Ja a figura 4B apresenta wicrografias_ da biomagsa
pré-tratada nas diversas, t@mp@raturas. As imag@ns’ sdo |
consistentes com os resultados de hidrdlise enzimética,
mostrando uma wmaior deéestruturagéo da morfdlogia da
superficie com o aumento da temperatura (Figuras 4B de a-
d). As amostras pré-tratadas a 160 ©°C exibiram uma

morfologia com estruturas gue apresentaram espessura menor

que 100 mm e menos ordenadas que as tratadas a 80 °C e 120

o, A Figura 4B e, dorreﬁpmndente,a biomassa tratada a 180
°C, onde se observa estruturas mais agregadas, o que pode
estar relacionado ao pféparor da amostra ou a efeitos
negativos da temperaturé elevada. Este teste foi realizado
nas seguintes condi¢des: razdo bagago: [Emim] [Ac] de 1:3
por um ciclo de extrusdo a (a) 80 °C, (b) 120 °c, (c¢) 140

°oC, (d) 160 °C, (e) 180 °C.



20

30

1/3

REIVINDICACOES

1.Processo de produgdo de moléculas orgdnicas a

partir da biomassa caracterizado por compreender as etapas

de:

(a) pré-tratamento c¢ontinuo de uma biomagsa.qcom
ligquidos idnicos em um misturador; ’
{(b)hidrdlige da biomassa pré—tratada{
(c) separacdo do xarope 'de aglcares do sdlido
regidual néb hidrolisado rico em lignina;‘e,
(d) fermentacdo do xarope de aclcares.
2. Processo de acordo com  a reivindicacéo L,

caracterizado pela etapa (a) ocorrer de forma continua em

um misturador; no qual uma razio entre a biomassa/liquido
ibnico &€ de entre 1:0,5 a 1:10 massa/massa (m/m) de uma, a
mistura ocorre a uma temperatura de entre 40 a 200°C,
durante 5 a 150 wminutos em um misturador efetivo, capaz de
promover uma eficiente wmistura, a fim de posgibilitar a
atuagdo efetiva do liquido idnico na biomassa.

B.ProceSso de acordo com qualquer uma. das

reivindicac¢des 1 ou 2, caraterizado pelomisturador ser uma

extrusora onde a razdo entre o comprimento do cilindro

para o didmetro da rosca (L/D) é de entre 10:1 a 100:1.

4. Processo de acordo com qualgier - uma das

reivindicac¢des Lﬁa’3, caraterizado por serem realizados de
1 a 6 ciclos de extrusdo, com velocidade de rotag¢do da
extrusora de até 400 rpm.

5. Processo de acordo com a reivindiéacéo 1,

caracterizado pelo liquido idnico ser um sal contendo o.

cation 1,3 dialguil-imidazdlico, tetra-algquil aménio,
fosfdnio, alguil-piridinico.
6. Processo de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizado pelo liquido idnico ser pertencente ao grupo

consistido de: acetato de 1-butil-3-metilimidazdlio

i
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{ [Bmim] [C11), acetato de  1l-etil-3-metilimidazdélio
( [Bmim] [Ac]), acetato de L-butil-3-metilimidazdlio
( [Bmim] [Acl), - cloreto de 1-alil-3-metilimidazdlio

v

{ [Amim] [CL]), fosfato de 1,3-dimetilimidazdélio dimetil

{ [Mmim] [DMP] ), metanosul fato | de l-benzil-3-
metilimidazdlio, metanosulfato de 1-(2~feniletil) -3~

metilimidazdlio, metanosulfato de 1—(3—f§nilpr0pil)—3~
metilimidaiélio, metanosulfato de 1-(2,2-feniletila) -3~
metilimidazélio, " tetrafluocroborato de L-benzil-3-
metilimidazélio, h@xafluorofosfato de 1-(3-fenilpropil)-3-
metilimidazélio, tetrafluoroborato de l1-benzil-3-

metilimidazdlio, bis- (trifluormetanocsulfonil) imidato de

lmbenzilMB~metilimidazélio, bis- {(trifluormetanosulfonil)
imidato de 1-(2—ﬁeni1til)m3«metilimidazélio, bis-

(trifluormetanosulfonil) - imidato de 1-(3-fenilpropil)-3-
metilimidazélio, bis-(trifluormetancsulfonil) imidato de
1-(2,2-feniltil)-3~metilimidazdélio, hexafluorofosfatoe de

+

1-{2-feniletil) -3-metilimidazdlio, big-
(trifluormetanosulfonil) imidato de.l—(2-cicloexiletil)f3—
metilimidazédlio, bis-(trifluormetancsulfonil) imidato de
1-(3-cicloexilpropil) -3-metilimidazdlio, bisg-
(trifluormétanosulfbnil) imidato de 1-(2,2-cicleoexiletil)-
3-metilimidazdlio, -cloreto de l-carboximetil-3-
netilimidazdlico, ou uma mistura destes. |

7. Processo de acordo com gqualguer uma das

reivindicag¢des anteriores, caracterizado pela biomassa ser

pertencente ao grupo consistido o© bagago de cana-de-
acGcar, palha de cana—de~a¢ﬁcar, gramineas, palha. de
trigo, palha de arroz, palha de wmilho e residucs de
celulose; e -o ligquido idnico €& o 3-metilimidazdlio
([Emim] [Ac]), fosfato de 1,3-dimetilimidazdélio dimetil

([Mmim] [DMP]), ou uma mistura destes. (
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8. Processo de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por na etapa (b) a biomassa desestruturada

ser submetida a hidrdlise enzimltica para a liberacdo dos
aclcares contidos na biomassa, durante um periodo entre 3
a 72 horas. \

9. Processo de acordo com - & reivindicagdo 1,

caracterizado pela etapa (d) ocorrer a fermentagido dos

aclGcares obtidos ao final da etapa anterior, para a
produgdo de etancol.

10.Processo de acordo cowm a reivindicacdo 1,

caracterizado pela etapa (d) ndo ser realizada obtendo-se

um residuo sb6lido rico em lignina e uma solucio de um ou
maig aclcarves livres.
1L1l.Processo de acordo com a reilvindicacéo 1,

caracterizado pelas - etapas (b), (¢) e (d) ndo serem

realizadas para a produgdo de um residuo rico em celulose,

hemicelulose e lignina.
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RESUMO
PROCESS0O DE PRODUCRO DE MOLECULAS ORGANICAS A PARTIR DA
BIOMASSA

Processo de produgdo de moléculas orglnicas a partir da
biomassa que compreende as cetapas de:’
(a) pré-tratamento continuo de uma  biomassa com
liguidos idnicos em um misturador;
(b)hidfélise da biomassa pré-tratada; e,
(¢) separacdo do xarope de aéﬂcar@s do s86lido
residual ndo hidrolisado rico em ligniha} e,
(d)fermentagéo do xarope de ac¢lUcares,

onde a 'etapa (a) ocorre de forma continua em um misturador,

cno gqual uma razdo de elevada de biomassa:liquido idnico &

misturada possibilitando a atuag8o efetiva do liquido ibnico

na biomassa.
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