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(57) Resumo: METODO DE PROCESSAMENTO DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA. A invengéo refere-se a um método de
processamento de biomassa lignocelulésica que compreende: proporcionar matéria-prima de biomassa lignocelulésica; pré-tratar
a dita matéria-prima de biomassa através do pré-tratamento hidrotérmico continuo em um reator pressurizado; medir o nimero de
xilanas e o namero de ligninas no fluxo de saida da biomassa pré-tratada a partir do reator de pré-tratamento; e controlar o reator
de pré-tratamento, a fim de manter no fluxo de saida da biomassa pré-tratada um nivel predeterminado de nimero de xilanas ou
namero de ligninas medido. O método permite o controle continuo da digestibilidade de uma biomassa lignocelulésica durante a
etapa de pré-tratamento e, consequentemente, proporcionar uma estimativa continua da severidade do pré-tratamento.



1/40

METODO DE PROCESSAMENTO DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA
CAMPO DA INVENCAO

[001] A invencdo refere-se em geral a métodos de
processamento de biomassa lignoceluldsica que usam pré-
tratamento hidrotérmico e, em particular, a métodos onde o
pré-tratamento é controlado pelo monitoramento de
realimentacdo do numero de xilanas medido no fluxo de saida de
biomassa pré-tratada.

[002] Grande interesse se originou no
autodenominado biorrefinamento de “segunda geracdo”, em que OsS
produtos de fermentacdo Uteis s&o obtidos a partir da biomassa
lignoceluldésica, tais como, residuos de colheitas (caules,
espigas, <carogos, troncos, cascas, cascas secas, etc.),
gramas, palhas, aparas de madeira, residuos de papel, e
similares. Na tecnologia de “segunda geracdo”, os acucares de
6 carbonos e 5 carbonos fermentaveis sdo liberados a partir de
cadeias de polimero polissacarideo de biomassa por hidrdlise
enzimdtica ou, em alguns casos, por hidrolise quimica pura. Os
acucares fermentdveis obtidos a partir da conversédo de biomassa
em uma biorrefinaria de “segunda geracdo” podem ser usados
para produzir etanol combustivel ou, de maneira alternativa,
outros combustiveis, tails como, butanol, ou mondmeros de &acido
latico para uso na sintese de bioplasticos, ou muitos outros
produtos.

[003] Devido as limitacbes de sua estrutura
fisica, a biomassa lignoceluldésica n&o pode ser eficazmente
convertida em aclUcares fermentdveis por hidrdélise enzimética
sem alguns processos de pré-tratamento. Uma ampla variedade de
diferentes esquemas de pré-tratamento foi relatada. A partir

de uma perspectiva ambiente e de “renovabilidade”, os pré-
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tratamentos hidrotérmicos s&o especialmente atrativos. Esses
utilizam vapor pressurizado/agua quente liquida a temperaturas
na ordem de 160 a 230°C para fundir gentilmente a lignina
hidrofdébica que ¢é intricadamente associada as variedades de
hemicelulose e celulose, para solubilizar um componente
principal de hemicelulose, rico em acglUcares de 5 carbonos, e
para perturbar as variedades de celulose, a fim de aprimorar
a acessibilidade a 1ligacdo de enzima produtiva. Os pré-
tratamentos hidrotérmicos podem ser convenientemente
integrados as usinas de geracdo de energia elétrica acionados
por carvdo e biomassa existentes para utilizar eficientemente
o vapor de turbina e a capacidade de producdo de energia “em
excesso”.

[004] A “severidade” do pré-tratamento
hidrotérmico refere-se a dureza das condigcbdes as quais a
matéria-prima de Dbiomassa foi submetida. Propds-se uma
variedade de diferentes parédmetros de composto que proporciona
um indice escalar através do qual diferentes esquemas de pré-
tratamentos podem ser comparados. A “severidade” classica Ro
é definida como (tempo de residéncia em minutos) x (EXP[ (pré-
tratamento temperatura - 100)/14,75]) e é tipicamente referida
como um valor logaritmico, log Ro. Muitos esquemas de pré-
tratamento hidrotérmico, tais como, pré-tratamento com acido
diluido e explosd&o a vapor acido requer condigdes de acido
relativamente fortes, porém, podem ser tipicamente praticadas
em temperaturas mais baixas. Desse modo, usa-se um segundo
pardmetro de severidade Ro’ que inclui uma dimensdo de pH, de
modo que, expressa como um valor de log, o log Ro’ seja
simplesmente o log Ro - pH. Alguns esquemas hidrotérmicos e

outros esquemas de pré-tratamento dependem de condic¢des de pH
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relativamente altas, tais como, explosdo de fibra de ambnia e
oxidacdo umida alcalina. Consequentemente, relata-se ainda
outro parémetro de severidade Ro” que representa a dimensédo de
pH, de modo que log Ro” seja log Ro + pH.

[005] No caso de pré-tratamentos hidrotérmicos,
é bem conhecido na técnica, e foi amplamente discutido, que a
severidade do pré-tratamento deve ser otimizada entre as
tendéncias conflitantes. A severidade deve ser suficientemente
alta, a fim de abrir a estrutura de lignocelulose para ligacéao
de enzima produtiva e, desse modo, obter rendimentos de
conversdo razoavelis a partir da reacdo de hidrdélise enzimética.
Ademais, a severidade também deve ser suficientemente baixa,
a fim de minimizar a perda de aclcares C5 a partir da
hemicelulose e a producdo aumentada associada de subprodutos
da reacdo de pré-tratamento que pode inibir os organismos
fermentativos.

[006] No processamento de escala de producdo da
biomassa lignocelulésica, a eficacia final do pré-tratamento
hidrotérmico em severidade fixa, conforme medida por
digestibilidade enzimatica (converséao de aclcares
polissacarideos em mondmeros), é surpreendentemente variavel.
Mesmo as matérias-primas de biomassa a partir de uma unica
espécie, obtida a partir de uma Unica regido de crescimento,
podem variar consideravelmente em relacdo a composicdo de
hemicelulose, cinza, lignina e celulose. Desse modo, as
matérias-primas similares que sdo pré-tratadas em uma
severidade fixa, todavia, podem produzir resultados finais
varidveis na hidrdélise enzimatica. Vide, por exemplo,

(Lindedam et al. 2010; Liu et al. 2010; Weiss et al. 2010).
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[007] Outros grupos sugeriram previamente que
resultados de hidrolise mais consistentes podem ser obtidos no
processamento de escala de produgdo através do controle de
realimentacdo dos sistemas de pré-tratamento Dbaseados no
monitoramento conectado de algumas caracteristicas do material
pré-tratado que serve como um indicador do material que
alcancou um “critério de avaliacd&o” de pré-tratamento
definido. Vide, por exemplo, (Weiss et al. 2010). Entretanto,
a questdo dessa medida de “critério de avaliacdo” para uso
permanece controversa, com muitos resultados conflitantes
tendo sido relatados.

[008] Dependendo da matéria-prima de biomassa
usada e da maneira de seu pré-tratamento, relatou-se uma
variedade de medicdes diferentes que pode ser usada como uma
medida de “critério de avaliacido” de pré-tratamento. A auséncia
de teor de 1lignina, teor de acetila ou cristalinidade de
celulose medida em s6lidos insoluveis em adgua foi relatada a
medida que proporciona os melhores indicadores de
digestibilidade enzimdtica em palha de arroz e em aparas de
madeira pré-tratadas por explosdo de fibra de amdénia. Vide,
por exemplo, (Gollapalli et al. 2002; Zhu e al. 2010; Chandra
et al. 2007). As medicbes de teor de xilana residual em sbélidos
insoltveis que seguem o pré-tratamento foram relatadas para
prever a digestibilidade enzimadtica na palha de trigo (Kabel
et al. 2007; Perez et al. 2007) que foi hidrotermicamente pré-
tratada na faixa de pH 2 a 7. Em outras matérias-primas
submetidas a outros pré-tratamentos, o teor de xilana residual
em sb6lidos insoluveis n&o se provou consistentemente Gtil como
um indicador de digestibilidade. Na palha de milho pré-tratada

diluida com &cido, o teor de xilana residual foi relatado de
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maneira variada para prever (Bura et al. 2009; Jeoh et al.
2007) e nédo prever (Weiss et al. 2010) a digestibilidade
enzimatica.

[009] Nos casos onde o teor de xilana residual
em sb6lidos insoluveis de biomassa pré-tratada pode ser usado
para prever a digestibilidade, tanto na palha de trigo (Kabel
et al. 2007) como na palha de milho (Jeoh et al. 2007), o pode
preditivo pode ser sustentado apenas acima de um limiar
inferior da severidade do pré-tratamento. A digestibilidade
mostrou-se instédvel em niveis de xilana residual mais altos
que 7% na palha de trigo (Kabel et al. 2007). Nenhuma
correlacdo do teor de xilana residual com a digestibilidade
pode ser observado nos niveis de xilana residual mais altos
que 7,5% na palha de milho (Jeoh et al. 2007).

[010] A técnica anterior ensina que a medicédo de
xilana residual n&o pode, por si proépria, proporcionar um
indicador preciso de digestibilidade em niveis de severidade
baixos que correspondem a xilana residual mais alta que 7,5%.
Entretanto, descobriu-se que uma medida de composto que combina
medicdes tanto do teor de xilana residual em sbélidos insoluveis
como, também, da concentracdo de xilose/xilo-oligbmero soluvel
proporciona uma medida de “critério de avaliacdo” de pré-
tratamento confidvel. Essa medida de composto, que denomina-
se “nUmero de xilanas”, pode ser facilmente determinada
conectado e proporciona um indicador preciso de
digestibilidade em baixa severidade para biomassa
hidrotermicamente pré-tratada.

[011] De maneira alternativa, pode-se usar uma
medida de “critério de avaliacdo” de composto que combina

medicdes tanto do teor de lignina nos sélidos insoltveis como,
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também, de uma variedade de s6lidos ndo hidrolisados que inclui
produtos de condensagdo e polimerizacdo gque se originam da
degradacdo de hemicelulose durante o pré-tratamento. Essa
medida de composto, que pode se chamar “numero de ligninas”,
também pode ser facilmente determinada conectado e
proporciona, de maneira similar, um indicador preciso de
digestibilidade a baixa severidade para biomassa
hidrotermicamente pré-tratada.

[012] Com o uso do controle de realimentacdo de
pré-tratamento, com base em cada uma dessas medidas de
“critério de avaliacdo” de composto, as condig¢des de reator
podem ser rapidamente ajustadas para acomodar a variabilidade
das matérias-primas de entrada na escala de producéo,
minimizando a incidéncia de ineficiéncias de pré-tratamento.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[013] A Figura 1 mostra a dependéncia do numero
de xilanas na severidade do pré-tratamento log (Ro) por (A)
trés anos de colheita diferentes de palha de trigo da
Dinamarca, (B) duas fontes diferentes de palha de milho seco,
(C) bagaco da cana-de-acuUcar e cachos de frutos vazios da
Malédsia e palha de colza da Dinamarca.

[014] A Figura 2 mostra a dependéncia do numero
de lignina na severidade do pré-tratamento log(Ro) para (A)
trés anos de colheita diferentes de palha de trigo da
Dinamarca, (B) duas fontes diferentes de palha de milho seco,
(C) bagaco da cana-de-aclUcar e cachos de frutos vazios da
Malédsia e palha de colza da Dinamarca.

[015] A Figura 3 mostra a conversdo de glucano
como uma funcdo do nUmero de xilanas para a palha de trigo

pré-tratada.
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[016] A Figura 4 mostra a conversdo de glucano
como uma func¢do do numero de ligninas para a palha de trigo
pré-tratada.

[017] A Figura 5 mostra exemplos representativos
de espectros NIR do fluxo de saida de biomassa pré-tratada (A)
espectros brutos e (B) espectros segunda derivada de Savitzky-
Golay.

[018] A Figura 6 mostra os coeficientes de
regressdo para o modelo espectral NIR de numero de xilanas.

[019] A Figura 7 mostra os coeficientes de
regressdo para modelo espectral NIR de nuimero de ligninas.

[020] A Figura 8 mostra a validacdo cruzada
prevista versus medida para medicdo NIR conectado do numero de
xilanas.

[021] A Figura 9 mostra a validacdo cruzada
prevista versus medida para medicdo NIR conectado do numero de
ligninas.

[022] A Figura 10 mostra o controle de
realimentacdo do reator de pré-tratamento na planta de
demonstracdo Kalundborg em resposta as medig¢des de numero de
xilanas no fluxo de saida de biomassa pré-tratada.

DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES

[023] Em algumas modalidades, a invencéo
proporciona um método de processamento de biomassa

lignoceluldésica que compreende

[024] - proporcionar matéria-prima de biomassa
lignocelulébsica,
[025] - pré-tratar a dita matéria-prima de

biomassa através do pré-tratamento hidrotérmico continuo em um

reator pressurizado,

Peticéio 870200096693, de 03/08/2020, pag. 13/61



8/40

[026] - medir o numero de xilanas no fluxo de
saida da biomassa pré-tratada a partir do reator de pré-
tratamento, e

[027] - controlar o reator de pré-tratamento, a
fim de manter, no fluxo de saida de biomassa pré-tratada, um
nivel predeterminado do numero de xilanas medido.

[028] Em algumas modalidades, a invencéao
proporciona um método de processamento de biomassa

lignoceluldésica que compreende

[029] - proporcionar matéria-prima de biomassa
lignocelulébsica,
[030] - pré-tratar a dita matéria-prima de

biomassa através do pré-tratamento hidrotérmico continuo em um
reator pressurizado,

[031] - medir o numero de ligninas no fluxo de
saida da biomassa pré-tratada a partir do reator de pré-
tratamento, e

[032] - controlar o reator de pré-tratamento, a
fim de manter, no fluxo de saida da biomassa pré-tratada, um
nivel predeterminado do nUmero de ligninas medido.

[033] “Biomassa lignoceluldsica” refere-se a
qualquer tipo de biomassa vegetal.

[034] Qualquer biomassa lignoceluldsica adequada
pode ser usada, incluindo biomassas lignoceluldsicas macias,
tais como, pelo menos palha de trigo, palha de milho, espigas
de milho, cachos de frutos vazios, palha de arroz, palha de
aveia, palha de cevada, palha de canola, sorgo, sorgo doce,
palha de soja, azevém, painco, grama-bermudas e outras gramas,
bagaco, polpa de beterraba, fibra de milho, ou quaisquer

combinacdes desses. A biomassa lignoceluldésica dura também
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pode ser usada, incluindo pelo menos madeira, madeira macia,
pasta de madeira e residuos florestais. A Dbiomassa
lignoceluldsica pode compreender outros materiais
lignoceluldsicos, tais como, papel, papel de jornal, papelédo
ou outros residuos urbanos ou de escritdério. A Dbiomassa
lignocelulédésica pode ser usada como uma mistura de materiais
que se originam de diferentes matérias-primas, pode ser fresca,
parcialmente seca, totalmente seca ou qualquer combinacéo
dessas.

[035] A biomassa lignoceluldsica adequada
compreende tipicamente celulose em quantidades entre 20 e 50%
de massa seca antes do pré-tratamento, lignina em quantidades
entre 10 e 40% de massa seca antes do pré-tratamento e
hemicelulose em quantidades entre 5 e 40%.

[036] A  Dbiomassa lignocelulébésica compreende
fibrilas de celulose cristalina intercaladas em uma matriz
frouxamente organizada de hemicelulose e vedada em um ambiente
rico em lignina hidrofdébica. Embora a proépria celulose
compreenda polimeros de cadeia linear longa de D-glicose, a
hemicelulose ¢é uma mistura heterogénea de carboidratos de
cadeia ramificada curta gque 1inclui monbmeros de todas as
aldopentoses de 5 carbonos (aclcares C5), assim como, alguns
acucares de 6 carbonos (C6) que incluem glicose e manose. A
lignina é um polimero altamente heterogéneo, desprovido de
qualquer estrutura primadria particular, e que compreende
mondémeros fenilpropanoides hidrofdbicos.

[037] A hidrdélise enzimdtica de biomassa

P

lignocelulédsica que usa enzimas celulase e hemicelulase nédo é

D~

particularmente eficaz na auséncia de algum tratamento, que

tipicamente denominado como “pré-tratamento”. O pré-tratamento
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reduz a barreira contra ligacdo de enzima celulase produtiva
que é criada pela integracdo intima da celulose dentro dos
ambientes de lignina e hemicelulose. O pré-tratamento perturba
adicionalmente a estrutura cristalina das cadeias de celulose,
que geralmente sdo resistentes a hidrdlise enzimatica.

[038] Uma ampla variedade de diferentes
tecnologias de pré-tratamento é conhecida na técnica. Para uma
revisdo recente, vide (Alvira 2010). As reivindicagdes no
presente documento se referem a métodos de processamento de
biomassa lignoceluldésica em que a matéria-prima de biomassa é
submetida ao pré-tratamento hidrotérmico.

[039] “Pré-tratamento hidrotérmico” refere-se ao
uso de agua, liquido quente, vapor ou vapor pressurizado que
compreende liquido ou vapor de alta temperatura, ou ambos,
para “cozinhar” a Dbiomassa, a temperaturas de 120°C ou
superiores, com ou sem a adicdo de &cidos ou outros produtos
quimicos. Em algumas modalidades, o) pré-tratamento
hidrotérmico ¢é conduzido sem oxigénio suplementar, conforme
requerido para os pré-tratamentos de oxidagdo a tmido, ou sem
a adicdo de solvente orgédnico, conforme requerida para o pré-
tratamento organosolv, ou sem o0 uso de aquecimento por micro-
ondas, conforme requerido para os pré-tratamentos de micro-
onda. Em algumas modalidades, o pré-tratamento hidrotérmico é
conduzido a temperaturas de 140°C ou superiores, ou a 150°C ou
superiores, ou a 160°C ou superiores. O pH no qual a biomassa
¢ hidrotermicamente pré-tratada refere-se ao pH de uma
biomassa/pasta fluida de biomassa umedecida a medida que entra
em um reator de pré-tratamento. O teor de sbélidos total no
qual a biomassa é hidrotermicamente pré-tratada refere-se a

porcentagem p/p combinada de sdélidos insolGveis em &agua e
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soluveis em dgua presentes na biomassa/pasta fluida de biomassa
umedecida a medida que entra em um reator de pré-tratamento.

[040] Os pré-tratamentos hidrotérmicos podem ser
conduzidos em graus diferentes de molhagem, isto &, em teores
matéria seca diferentes (DM). A matéria-prima de biomassa bruta
compreende alguma quantidade de &gua, assim como, um “peso
seco” que permanece apds toda a agua ser removida. “Matéria
seca” (DM), conforme usado no presente documento, refere-se
aos s6lidos que incluem tanto sbélidos insolGveis em &gua como
s6lidos soluveis em &dgua. A % de DM refere-se a $ em peso. Por
exemplo, as matérias-primas de biomassa pré-tratadas a 18% de
DM (isto é, carregadas no reator de pré-tratamento a 18% de
s6lidos totais) existem tipicamente como fibra umedecida,
enquanto as matérias-primas de biomassa pré-tratadas a 10% de
DM ou menos existem tipicamente como uma pasta fluida liguida.
Quanto maior a extensdo na qual as matérias-primas foram
submetidas a reducdo de tamanho de particula por corte, moagem
ou outros processos, maior serd a tendéncia a formar a pasta
fluida liquida em qualquer determinado nivel de DM.

[041] O teor de sbélidos total de biomassa
hidrotermicamente pré-tratada compreende tanto um componente
liquido (posteriormente “fracdo liquida”) como um componente
“s6lido” insoluvel em &dgua. O componente “sélido” compreende
s6lidos insoluveis. Entretanto, a medida que isolado da fracéo
liguida, na auséncia de lavagem ou outras etapas, o componente
“s6lido” é expandido com a “fracdo liquida”. A “fracdo liquida”
compreende hemicelulose solubilizada, que compreende
predominantemente aclcares C5 com alguns acgucares C6, assim

como, subprodutos da reacdo de pré-tratamento.
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[042] O pré-tratamento hidrotérmico pode ser
conduzido por uma variedade de métodos bem com conhecidos na
técnica. O pré-tratamento de vapor pode ser tipicamente
conduzido como uma “explosdo a vapor” ou com o uso de vapor de
alta pressdo sem liberacdo explosiva da biomassa pré-tratada.
O pré-tratamento de vapor é tipicamente conduzido a altas
temperaturas, entre 170 e 220°C, e a altas pressdes, entre 4 e
20 bar, onde héd &gua como uma mistura de liquido e wvapor. Em
algumas modalidades, a biomassa lignoceluldésica é pré-tratada
por pré-tratamento hidrotérmico a temperaturas entre 170 e
200°C. Em algumas modalidades, as matérias-primas de biomassa
podem ser submetidas a reducdo de tamanho de particula e/ou
outro processamento mecédnico, tal como, trituracdo, moagem,
fragmentacao, corte ou outros processos antes do pré-
tratamento hidrotérmico. Em algumas modalidades, as matérias-
primas de biomassa podem ser lavadas e/ou lixiviadas com sais
valiosos antes do pré-tratamento, conforme descrito em
(Knudsen et al. 1998).

[043] O pré-tratamento hidrotérmico é continuo
onde um fluxo de biomassa para dentro e para fora de um reator
de pré-tratamento pressurizado é continuamente mantido, exceto
por interrupcgdes temporarias.

[044] Uma variedade de métodos diferentes pode
ser usada para remover a biomassa pré-tratada de um reator de
pré-tratamento hidrotérmico. Em algumas modalidades, a
biomassa ¢é removida do reator por liberacdo explosiva ou
“explosdo a vapor”, de modo que a biomassa seja repentinamente
transferida a partir da pressdo de reator de >4 bar ou entre
4 e 20 bar para as pressdes atmosféricas. A explosdo a vapor

destrbéi tipicamente a estrutura fibrosa da biomassa, deixando
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uma biomassa pré-tratada que tem tanto “fracdo liquida” como
componente “sélido” insoltvel em &gua combinada em uma pasta
espessa. Em algumas modalidades, a Dbiomassa pré-tratada ¢é
liberada de maneira ndo explosiva, por exemplo, por meio de um
dispositivo de eclusa, tal como, a “bomba de particulas”
descrita no documento US 13/043.486. O uso de uma “bomba de
particulas” para remover a biomassa do reator de pré-tratamento
também proporciona tanto o componente de “fracdo liquida” como,
também, o componente “sélido” insoluvel em &gua da biomassa
pré-tratada em uma mistura combinada.

[045] Em algumas modalidades, a biomassa pode
ser liberada de maneira ndo explosiva em um dispositivo de
hidrociclone ou “descarregador a frio”, que pode ser carregado
com adgua ou fluidos de processo reciclados. Os dispositivos de
hidrociclone, tais como, aqueles descritos no documento WO
2009/147512 podem ser carregados com agua potavel ou com
solucdes relativamente diluidas (tipicamente < 10 g/kg de
s6lidos dissolvidos ou < 20g/kg ou < 50g/kg ou <100g/kg)
obtidas como condensados a partir de processo evaporativo ou
outros processos de biorrefinaria.

[046] Durante o pré-tratamento hidrotérmico, a
solubilizacdo de hemicelulose é associada a alteracdes na
distribuicdo de xilana entre as fases sé6lida e 1liquida.
Conforme usado no presente documento, o termo “xilana” ¢é
genericamente usado para se referir a todos os polimeros oligo
e polissacarideos de xilose, que é o acucar C5 predominante
que compreende hemicelulose. 0 pré-tratamento é
inevitavelmente associado a alguma perda de teor de xilana
como uma consequéncia de sua conversédo em subprodutos gquimicos.

Entretanto, como uma regra geral, a medida que o pré-tratamento
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aumenta em severidade, uma maior proporcdo do teor de xilana
é perdida a partir do componente sbélido insoltvel, enquanto
uma maior proporcgdo do teor de xilana é obtida na fracéo
liquida. Essa relacdo se mantém ao longo de todos os niveis de
severidade, que resulta em niveis de teor de xilana no
componente sélido insoluvel de cerca de 16% ou menos como uma
porcentagem de matéria seca.

[047] E universalmente aceito que os rendimentos
de conversdo 6timos dependem do pré-tratamento que proporciona
tanto uma “abertura” da matriz lignoceluldésica como também de
uma perturbacdo da estrutura de variedade de celulose. Os pré-
tratamentos hidrotérmicos conduzidos em pH alcalino extremo
alcangam tal remogdo de lignina completa em gque a matriz
lignoceluldésica é “aberta” a ligacdo de enzima produtiva,
apesar do teor de xilana residual substancial no componente
“s6lido” insoltvel em Aagua. Os pré-tratamentos hidrotérmicos
conduzidos em pH &acido extremo alcancam a solubilizacdo mais
completa da hemicelulose em qualquer determinada temperatura
e, desse modo, pode “abrir” tipicamente a matriz de
lignocelulose para a hidrélise enzimdtica eficiente com
temperaturas e tempos de residéncia comparativamente mais
baixos. Os pré-tratamentos hidrotérmicos conduzidos na faixa
de pH de 2,5 a 8 sdo tipicamente chamados de tratamentos de
“auto-hidrdlise”, uma vez que esses ndo dependem de catalisador
acido ou basico adicionado. A auto-hidrélise requer
temperaturas um pouco mais altas, porém, evita a necessidade
de produtos gquimicos industriais adicionados. EM algumas
modalidades, o pré-tratamento hidrotérmico é conduzido com o

uso de auto-hidrdlise.
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[048] A “fracdo 1liquida” obtida apds o pré-
tratamento se refere a fase liquida da biomassa pré-tratada,
que compreende agua/vapor adicionado, a medida que essa existe
logo apds o pré-tratamento e opcionalmente apds o equilibrio
a 25 °C e pressdo atmosférica. Serd prontamente entendido que
a “fracdo liquida” existe quer ou ndo qualquer etapa de
separacdo sélida/liquida fisica seja usada. A fracdo liquida
compreende principalmente dgua e material solGvel em &gua.

[049] A “fracdo fibrosa” obtida apbdés o pré-
tratamento refere-se ao componente de fase sbélida insoluvel do
material pré-tratado na auséncia da “fracdo liquida”. Seré
prontamente compreendido que a “fracdo liquida” e a “fracéo
fibrosa” existem quer ou ndo qualquer etapa de separacdo de
s6lidos/liquidos fisica seja usada. O teor de sb6lidos da
“fracdo fibrosa” compreende principalmente lignina e celulose
e hemicelulose ndo hidrolisada. O termo “fracdo sbélida” é usado
para se referir aos sdélidos insollveis em agua em gque alguma
“fracdo liquida” permanece, por exemplo, no material obtido
apbds uma etapa de separacdo de sdélidos/liquidos que tenha sido
apenas parcialmente lavado, de modo que, por exemplo,
aproximadamente 30 a 15% dos sélidos dissolvidos totais apds
0 pré-tratamento permanecam na “fracdo fibrosa”.

[050] Conforme usado no presente documento, os
termos “alta severidade” ou “baixa severidade" usados em
referéncia aos pré-tratamentos hidrotérmicos a pH < 8 que néao
dependem de uma etapa de separacdo de hemicelulose separada se
referem ao teor de xilana residual no componente de “fracéo
fibrosa” insoltvel em &gua da biomassa pré-tratada. O pré-
tratamento de “alta severidade” produz a biomassa pré-tratada

em que o teor de xilana residual na “fracdo fibrosa” insoluvel
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em agua se encontra entre 0 e 5% como uma porcentagem de
matéria seca. O pré-tratamento de “baixa severidade” produz a
biomassa pré-tratada em que o teor de xilana residual na
“fracdo fibrosa” insoluvel em agua se encontra entre 7,5 e 8%.
O pré-tratamento de “severidade mais baixa” produz a biomassa
pré-tratada em que o teor de xilana residual na “fracéo
fibrosa” insoluvel em agua se encontra entre 8 e 9%. O pré-
tratamento de “severidade muito baixa” produz a biomassa pré-
tratada em que o teor de xilana residual na “fracdo fibrosa”
insoltvel em a4gua se encontra entre 9 e 16%.

[051] Os pré-tratamentos hidrotérmicos
conduzidos a pH < 8 ndo alcancam, por si préprios, a remocao
de lignina completa a partir da biomassa pré-tratada. A matriz
lignocelulésica de biomassa pré-tratada sob essas condigdes
inclui tanto teor de lignina como de xilana substanciais. O
teor de xilana no componente de “fracdo fibrosa” de soélido
insoltvel em &gua de tal biomassa pré-tratada é prejudicial
para a hidrdélise enzimética. A xilana na superficie de fibra
impede a ligagdo de celulase produtiva. Vide (Kabel et al.
2007; Jeoh et al 2007). O teor de xilana no componente de
“fracdo fibrosa” de sbélido insoluvel em agua de biomassa pré-
tratada a pH >8 é tipicamente mais alto que os niveis atingidos
a pH < 8.

[052] O teor de xilana residual no componente de
“fracdo fibrosa” de sélido insolivel em agua é tipicamente bem
baixo nos esquemas de pré-tratamento gque dependem de pré-
tratamentos de maltiplos estagios, tais como, aqueles
descritos em WO02011/043935, WO1009/108733 e WO2010/113129,
onde um estdgio de pré-tratamento inicial alcanca quase a

solubilizacéo de hemicelulose complete. Em algumas
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modalidades, o pré-tratamento é conduzido com o uso do pré-
tratamento de Unico estadgio ou, de alguma outra maneira, além
do pré-tratamento de multiplos estagios.

[053] Quando a biomassa for hidrotermicamente
pré-tratada a pH < 8 a alta severidade, o teor de xilana
residual no componente de “fracdo fibrosa” de sbélido insoluvel
em Aagua proporciona uma avaliacdo simples e conveniente do
grau de pré-tratamento que é alternativo para Ro e Ro’ e que
proporciona um “critério de avaliacgdo” de pré-tratamento
eficaz, ou seja, um indicador igualmente eficaz de
digestibilidade enzimdtica com base em quais condig¢des de
processo podem ser otimizadas. (Kabel et al. 2007)

[054] Entretanto, onde a biomassa for
hidrotermicamente pré-tratada a pH <8 a baixa severidade, o
teor de xilana residual ndo foi considerado previamente util
como um indicador de digestibilidade enzimdtica ou como uma
medida de “critério de avaliacdo” de pré-tratamento. Relatou-
se previamente que o teor de xilana residual na “fracéao
fibrosa” insoltvel em &gua cessa para ser, por si préprio,
suficientemente preditivo da digestibilidade enzimética em
baixa severidade. (Jeoh et al., 2007; Kabel et al., 2007). Com
0 uso das geracgdes mals recentes de preparacgdes de celulase
comercialmente disponiveis otimizadas para a conversdo de
biomassa lignoceluldsica, descobriu-se que o teor de xilana
residual ¢é menos obstrutivo da hidrdlise enzimdtica que as
geracgdes anteriores de preparacdo de celulase. Descobriu-se
que um “critério de avaliacdo” de pré-tratamento confiavel
pode ser determinado, mesmo em baixa severidade, severidade
mais baixa e severidade muito baixa, que combina informacdes

sobre o teor de xilana residual na “fracdo fibrosa” insoluvel
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em agua” com informacdes sobre a xilana soluvel na fracéo
liquida. Denominou-se essa medicdo como “numero de xilanas”.

[055] “Numero de xilanas” refere-se a uma
medicdo do teor de xilana total, expresso como porcentagem em
peso de matéria seca, cuja medicdo inclui uma medicgdo de xilana
residual na “fracdo fibrosa” insoluvel e, também, alguma
contribuicdo de xilana a partir da fracdo liquida, de modo que
pelo menos 0,8% dos sdélidos dissolvidos em termos absolutos
sejam incluidos na medicéo.

[056] Na medicdo do numero de xilanas, a
contribuicdo a partir do teor de xilana da fracdo 1liquida
depende da maneira na qual as amostras sdo preparadas para
medicdo. Em algumas modalidades, o numero de xilanas pode ser
medido na pasta fluida total (isto é, biomassa pré-tratada sem
separacdo de soélidos/liquidos). O pré-tratamento de uma
matéria-prima de biomassa ird resultar tipicamente em alguma
diluicdo a partir do teor de Agua adicionada associado ao pré-
tratamento hidrotérmico, por exemplo, o pré-tratamento de
baixa severidade de biomassa a 35% de DM ird& produzir
tipicamente uma pasta fluida de biomassa pré-tratada que tem
cerca de 22% de DM, dos quais cerca de 6% em termos absolutos
compreendem os sé6lidos dissolvidos. Um componente substancial
desses sd6lidos dissolvidos compreende tipicamente xilana - na
ordem de 40 a 60%.

[057] Em algumas modalidades, uma etapa de
separacdo de sdélidos/liquidos pode ser aplicada a biomassa
pré-tratada para produzir uma fracdo sbélida para medigdes do
numero de xilanas. Para a biomassa pré-tratada a baixa, mais
baixa ou muito baixa severidade, a fracdo sélida produzida com

o0 uso de técnicas de separacdo de sb6lidos/liquidos tipicamente
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usadas no processamento de escala de producdo tem tipicamente
entre 30 e 50% de teor de DM. Desse teor de DM, tipicamente
entre 3,7 e 2,6%, em termos absolutos, compreende sdbélidos
dissolvidos. Por exemplo, a separacdo de sb6lidos/liquidos pode
ser alcancada com o uso de uma prensa de parafuso relativamente
pouco dispendiosa, que pode alcancar tipicamente o teor de DM
da fracdo sé6lida em niveis de até 45%. De maneira alternativa,
uma prensa de rolo duplo ou uma prensa de tela dupla pode ser
usada, que pode alcancar tipicamente a DM da fracdo sélida em
niveis na faixa de 30 a 45%. Em algumas modalidades uma prensa
de correia, filtro de tambor, centrifuga ou centrifuga
decantadora pode ser usada.

[058] Em algumas modalidades, a fracdo sdélida
pode ser lavada por qualgquer meio adequado conhecido na técnica
para remover adicionalmente os sdélidos dissolvidos antes da
medicdo do nUmero de xilanas. Por exemplo, uma fracdo sdélida
a partir da biomassa pré-tratada a severidade muito baixa,
inicialmente pressionada a 30% de matéria seca e lavada com
3,0 kg de &gua/kg de DM ir& compreender tipicamente cerca de
2% de sb6lidos dissolvidos em termos absolutos (ou seja, cerca
de 2 dos 30% de DM compreende sélidos dissolvidos). A mesma
fracdo sdé6lida lavada com apenas 1,5 kg de &gua/kg de DM ira
compreender tipicamente cerca de 5% de sdélidos dissolvidos em
termos absolutos. A mesma fracdo sdélida ndo lavada iré
compreender tipicamente cerca de 8% de sdélidos dissolvidos em
termos absolutos.

[059] Nesses exemplos, se o numero de xilanas da
fracdo sélida pressionada a 30% de DM e lavada com 3,0 kg de
dgua/kg de DM for de 10% em peso, entdo, o numero de xilanas

medido para a mesma fracdo sdélida lavada apenas com 1,5 kg de
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dgua/kg de DM pode ser de cerca de 11,4% em peso, a mesma
fracdo sdélida ndo lavada por ter um numero de xilanas de cerca
de 14,2% em peso, e a pasta fluida total a partir da mesma
biomassa pré-tratada pode ter um numero de xilanas de cerca de
17,7.

[060] O numero de xilanas ©proporciona uma
correlacdo relativamente linear com a severidade do pré-
tratamento log Ro, mesmo em severidade muito baixa, onde a
medicdo inclui uma contribuicdo a partir de pelo menos 0,8% de
s6lidos dissolvidos, em termos absolutos (ou seja, 0,8% da
matéria seca total compreende sélidos dissolvidos). Em algumas
modalidades, o numero de xilanas ¢é medido em amostras gue
compreendem pelo menos 0,8% de sb6lidos dissolvidos em termos
absolutos, ou pelo menos 1%, ou pelo menos 2%, ou mais de 0,8%,
porém, menos de 9%, ou mais de 0,8%, porém, menos de 7%, ou
mais de 0,8%, porém, menos de 6%, ou mais de 0,8%, porém, menos
de 5%, ou mais de 0,8%, porém, menos de 4%, ou mais de 0,8%,
porém, menos de 3%, ou mais de 0,8%, porém, menos de 2%.

[061] Serd prontamente entendido por um elemento
versado na técnica gque a magnitude absoluta do numero de
xilanas 1ir4d diferir dependendo do esquema usado para a
amostragem de biomassa pré-tratada a fim de determinar o numero
de xilanas, com o sem separacdo de sb6lidos/liquidos, e com ou
sem lavagem da fracdo sélida. Entretanto, onde um esquema de
amostra consistente for usado, os valores de numero de xilanas
resultantes podem ser prontamente correlacionados com a
severidade do pré-tratamento e, consequentemente, podem ser
usados como uma medida de “critério de avaliacdo” para controle

de realimentacdo do reator de pré-tratamento.
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[062] Em algumas modalidades, a biomassa pré-
tratada ¢é submetida a separacdo de sélidos/liquidos para
proporcionar uma fragdo sdélida em 25 a 50% de sdélidos totais
que ¢é expandida com a fracdo 1liquida obtida apds o pré-
tratamento. Essa fracdo sélida, entdo, é parcialmente lavada
ao se misturar com agua na razdo de sdbdélidos totais para agua
de 1:3. A fracdo sé6lida lavada dessa maneira, entdo, &
pressionada a 25 a 50% de sélidos totais, onde aproximadamente
15 a 30% dos sélidos dissolvidos sdo deixados na fracdo sdélida.
O teor de xilana da fracdo sélida lavada dessa maneira,
conforme determinado com o uso do método de A. Sluiter, et
al., “Determination of structural carboidratos and lignin in
biomass”, US ©National Renewal Energy Laboratory (NREL)
Laboratory Analytical Procedure (LAP) com data de emissdo 25
de abril de 2008, conforme descrito no Relatdrio Técnico
NREL/TP-510-42618, revisado em abril de 2008, que é
expressamente incorporado a titulo de referéncia no presente
documento em sua totalidade. Em algumas modalidades, as
determinacdes de carboidratos sdo realizadas com o uso de uma
coluna Rezex disponivel junto a Dionex.

[063] Em algumas modalidades, as matérias-primas
de biomassa sdo pré-tratadas para severidade log Ro entre 3,2
e 4,2 ou entre 3,5 e 3,9. Em algumas modalidades, as matérias-
primas de Dbiomassa s&o pré-tratadas para severidade que
corresponde ao numero de xilanas, conforme medido em uma fracédo
s6lida de 30% de DM parcialmente lavada ao se misturar com
dgua na razdo de s6lidos totais para agua de 1:3 entre 7 e 14,
ou entre 7,5 e 14, ou entre 7,6 e 14, ou entre 7,7 e 14, ou
entre 7,8 e 14, ou entre 7,9 e 14, ou entre 8 e 14, ou entre

8 e 12 ou entre 9 e 11.
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[064] As medicdes de xilana totais usadas para
determinar o numero de xilanas podem ser determinadas com o
uso de uma variedade de métodos bem conhecidos na técnica. Em
algumas modalidades, a xilana total pode ser determinada a
partir de medig¢des quimicas diretas bem conhecidas na técnica
aplicadas as amostras retiradas do fluxo de saida de biomassa
pré-tratada. Em algumas modalidades, o numero de xilanas pode
ser determinado conectado com o uso de espectroscopia de
infravermelho prdéximo (NIR), conforme descrito por Hames et
al. 2003 e por WO2009/059176, cada uma dessas referéncias é
incorporada no presente a titulo de referéncia em sua
totalidade. Tipicamente, a fim de conduzir medig¢des NIR
conectado, uma calibracdo contra alguma medicdo quimica
especifica é requerida. Em tais modalidades, os espectros de
absorcdo NIR complexos (800 nm a 2.500 nm) de biomassa pré-
tratada sdo determinados, em conjunto com as medigdes quimicas
especificas de interesse nas amostras correspondentes. Os
espectros NIR sdo, entdo, analisador por técnicas de calibracéo
multivariadas, tal como, a regressdo de minimos guadrados
parciais, para produzir um modelo espectral NIR que “prevé”
(mede) o teor gquimico de interesse.

[065] A fim de determinar a calibragcdo para
medicdes NIR, a xilana total deve ser idealmente determinada
com o uso de um método conhecido na técnica que determina tanto
o teor de xilana dos sbé6lidos insoltveis como, também, o teor
de xilana dos sdé6lidos dissolvidos associados. Uma medicdo de
xilana quimica adequada pode ser usada para determinar a
calibracdo de um modelo espectral NIR para o numero de xilanas
é o método de A. Sluiter, et al., “Determination of structural

carbohydrates and lignin in biomass”, US National Renewal
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Energy Laboratory (NREL) Laboratory Analytical Procedure
(LAP), com data de emissdo 25 de abril de 2008, conforme
descrito no Relatdério Técnico NREL/TP-510-42618, revisado em
abril de 2008.

[066] Em algumas modalidades, os espectros NIR
sdo determinados conectado no fluxo de saida de biomassa pré-
tratada, na pasta fluida total, na fracdo sdélida ou na fracéo
sb6lida lavada com o uso de técnicas de medicdo bem conhecidas
na técnica. O numero de xilanas ¢é, entdo, determinado pela
aplicacdo aos espectros NIR complexos medidos de um modelo
espectral NIR para prever o numero de xilanas determinado pela
calibracdo contra as medig¢des quimicas nas amostras de
referéncias que determinam tanto o teor de xilana dos sdélidos
insoltvels como, também, o teor de xilana dos sdélidos
dissolvidos associados. Em algumas modalidades, o ajuste de pH
ou outras adicdes gquimicas podem ser introduzidos antes das
medicdes NIR. Serd prontamente entendido por um elemento
versado na técnica que pode ser vantajoso recalibrar um modelo
espectral NIR onde diferentes matérias-primas biomassa sé&o
usadas, ou onde as condic¢des de processo sdo alteradas.

[067] Como uma alternativa para o “numero de
xilanas”, outra medicdo de compostos que denominou-se “numero
de lignina” pode ser usada como uma medida de “critério de
avaliacdo” para controle de realimentacdo de pré-tratamento.
“Nuimero de lignina” refere-se a uma medida de “lignina de
Klason”, que inclui uma medida de residuo insoluvel em acido,
expresso como uma porcentagem em peso de matéria seca, que
compreende tanto o total teor de lignina dentro dos sdélidos
insoltveis como, também, uma medicdo de uma variedade de

s6lidos nédo hidrolisados que inclui produtos de condensacgédo e
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polimerizagdo que se originam da degradacd&o de hemicelulose
durante o pré-tratamento.

[068] “Numero de ligninas” ¢é uma medida do
material presente na amostra medida que é insoluvel em acido
forte. A resisténcia do &cido usado para determinar o “numero
de lignina” por medig¢des quimicas pode variar, desde que a
medicdo inclua uma medicdo tanto da lignina dentro dos sbélidos
insoltveis como, também, dos produtos de condensacdo e
polimerizacdo que se originam da hemicelulose degradacéo
durante o pré-tratamento. Por exemplo, qualquer método
adequado para determinacdo da autodenominada “lignina de
Klason” <conhecida na técnica pode ser usado para uma
determinacdo quimica do “numero de ligninas”.

[069] As medigdes de “lignina de Klason” usadas
para determinar o nuUmero de ligninas podem ser determinadas
com o uso de uma variedade de métodos bem conhecida na técnica.
Em algumas modalidades, a lignina de Klason pode ser
determinada partir de medicdes quimicas diretas bem conhecidas
na técnica aplica as amostras retiradas do fluxo de saida de
biomassa pré-tratada. Em algumas modalidades, o nUmero de
ligninas pode ser determinado conectado com o© uso da
espectroscopia de infravermelho préximo (NIR), conforme
previamente descrito no presente documento, para medigcdes NIR
do nUmero de xilanas.

[070] A fim de determinar a calibracdo para
medi¢cdes NIR, a lignina de Klason deve ser idealmente
determinada com o uso de um método conhecido na técnica que
determina tanto o teor de lignina dos sdélidos insoltveis como,
também, o teor de “pseudolignina” dos sdélidos insoluveis e

s6lidos dissolvidos associados. Uma medicdo de lignina de
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Klason adequada que pode ser usada para determinar a calibracéo
de um modelo espectral NIR para o numero de ligninas é o método
de A. Sluiter, et al., “Determination of structural
carboidratos and lignin in biomass”, US National Renewal Energy
Laboratory (NREL) Laboratory Analytical Procedure (LAP) com
data de emissdo 25 de abril de 2008, conforme descrito no
Relatdério Técnico NREL/TP-510-42618, revisado em abril de
2008.

[071] Em algumas modalidades, qualquer um dos
métodos previamente descrito para preparar amostras de
biomassa pré-tratada para determinacdo do numero de xilanas
pode ser usado para a determinacdo do numero de ligninas. Seréa
prontamente entendido por um elemento versado na técnica que
a magnitude absoluta do numero de ligninas iréd diferir
dependendo do esquema usado para a amostragem de biomassa pré-
tratada, a fim de determinar o numero de lignina, com ou sem
separacdo de sdélidos/liquidos, e com ou sem lavagem da fracdo
s6élida. Entretanto, onde um esquema de amostra consistente for
usado, os valores de numero de ligninas resultantes podem ser
prontamente correlacionados com a severidade do pré-tratamento
e, consequentemente, podem ser usados como uma medida de
“critério de avaliacdo” para o controle de realimentacdo do
reator de pré-tratamento.

[072] O numero de xilanas ou numero de ligninas
medido no fluxo de saida de biomassa pré-tratada pode ser usado
como uma medida de “critério de avaliacdo” de pré-tratamento
para o controle de realimentacdo do reator de pré-tratamento.
A saida continua de biomassa pré-tratada ¢é amostrada e
analisada, e a medicdo de nuUmero de xilanas ou numero de

ligninas de “critério de avaliacdo” determinada. As condicdes
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de reator s&o, entdo, ajustadas de uma maneira continua em
resposta a medida de “critério de avaliacédo”, a fim de manter
a medicédo de “critério de avaliacao” em um nivel
predeterminado. Em algumas modalidades, o tempo de permanéncia
da biomassa dentro do reator pode ser ajustada em resposta de
realimentacdo a medigcdo de “critério de avaliacgdo”, por
exemplo, ajustando-se a taxa na qual a biomassa é movida
através do sistema de pré-tratamento continuo. Em algumas
modalidades, a pressdo de vapor ou temperatura de adgua aplicada
ao fluxo de pré-tratamento de biomassa continuo é ajustada ou

a dgua de resfriamento introduzida em resposta de realimentacéo

Y

medicdo de “critério de avaliacdo”. Em algumas modalidades,
a sequéncia da medicdo de “critério de avaliacdo” e o ajuste
correspondente das condicdes de reator podem ser repetidos ao
longo de um intervalo regqular, por exemplo, a cada minuto, ou
a cada 5 minutos ou a cada hora. Em algumas modalidades, a
temperatura de reator pode variar entre cerca de 170°C e 200°C,
e o tempo de permanéncia dentro do reator pode variar entre
cerca de 4 minutos e 20 minutos, ou entre 10 e 20 minutos ou
entre 12 e 18 minutos.

[073] Um elemento versado na técnica ira
imaginar prontamente uma variedade de esquemas para gerenciar
o controle de realimentacdo do pré-tratamento hidrotérmico com
0 uso de medig¢des do numero de xilanas ou do numero de ligninas
no fluxo de saida continuo da biomassa pré-tratada.

EXEMPLOS

Exemplo 1. Caracterizacdo do “Numero de xilanas” de
fracdo sélida como uma medida da severidade do pré-tratamento.
[074] Palha de trigo (WS), palha de milho (CS),

palha de colza (RS), bagaco de cana-de-acucar doce (SCB) e
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cachos de frutos vazios (EFB) foram embebidos em 0 a 10 g de
dcido acético/kg de matéria seca de biomassa, pH > 4,0 e pH <
8,0, antes do pré-tratamento em 35 a 50% de matéria seca. Cerca
de 50 kg de DM/h de biomassa foram pré-tratados a temperaturas
de 170 a 200°C com um ajuste de tempo de residéncia de 12 a 18
minutos. A biomassa foi carregada no reator com o uso de um
sistema de eclusa e o material pré-tratado descarregado com o
uso de um sistema de eclusa. A pressdo dentro do reator de
pré-tratamento pressurizado correspondeu a pressdo do vapor
saturado na temperatura usada. A biomassa pré-tratada foi
submetida a separacdo de sdélidos/liquidos com o uso de uma
prensa de parafuso, produzindo uma fracdo liquida e uma fracéo
s6lida que tém cerca de 30% de matéria seca. A fracdo sdédlida
foi lavada com cerca de 3 kg de &gua/kg de biomassa seca e
pressionada a cerca de 30% de matéria seca novamente com 15 a
30% dos sélidos dissolvidos permanecendo na fracdo sélida. Os
detalhes que se referem ao reator e ao processo de pré-
tratamento sdo adicionalmente descritos em Petersen et al.
(2009) .

[075] As amostras da fracéao sbélida foram
coletadas apds trés horas de pré-tratamento continuo e as
amostras foram coletadas trés vezes ao longo de trés goras
para assegurar que uma amostra fosse obtida a partir do pré-
tratamento de estado estaciondrio. As fracgdes sbdélidas foram
analisadas para carboidratos de acordo com os métodos descritos
em Sluiter et al. (2008) com um sistema de HPLC Ultimate 3000
disponivel junto a Dionex equipado com uma coluna Rezex

Monossacharide H+ Monosaccharide.
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[076] O teor de matéria seca e a quantidade de
s6lidos suspensos foram analisados de acordo com os métodos
descritos em Weiss et al. (2009).

[077] A severidade de um processo de pré-
tratamento é comumente descrita por um fator de severidade,
desenvolvido primeiro por Overend et al. (1987). O fator de
severidade é tipicamente expresso como um valor de log, de
modo que log(RO)=t*eksp((T-Tref)/14,75), onde RO é o fator de
severidade, t ¢é o tempo de residéncia em minutos, T é a
temperatura e Tref é a temperatura de referéncia tipicamente
100°C. O fator de severidade se Dbaseia na cinética da
solubilizacdo de hemicelulose, conforme descrito por Belkecemi
et al. (1991), Jacobsen and Wyman (2000) ou Lloyd et al.
(2003) .

[078] As fracdes sdlidas preparadas e lavadas,
conforme descrito, foram analisadas para teor de xilana de
acordo com os métodos descritos por Sluiter et al. (2008) com
um sistema de HPLC Dionex Ultimate 3000 equipado com uma coluna
Rezex Monossacharide H+ disponivel junto a Phenomenex. O teor
de xilana na fracdo sdélida produzida e 1lavada, conforme
descrito acima, é linearmente dependente do fator de severidade
log Ro para todas as biomassas lignoceluldsicas macias
testadas, incluindo palha de trigo, palha de milho, cana-de-
aclucar bagaco, palha de colza ou EFB durante o pré-tratamento
por auto-hidrdlise hidrotérmica. A definigcdo da severidade
como 0 teor de xilana em uma fracdo sdélida preparada e lavada,
conforme descrito acima, é transferivel entre as configuracdes
de pré-tratamento. O numero de xilanas é o teor de xilana
medido nas fragdes sbélidas lavadas, que inclui alguma

contribuicdo a partir do material soluvel. A dependéncia do
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numero de xilanas na severidade do pré-tratamento log(Ro) é
mostrada na Figura 1 para (A) palha de trigo a partir da mesma
drea colhida em trés anos diferentes (WS A, C e D), (B) dois
tipos de palha de milho (CS B e D), (C) palha de colza (RS),
bagaco de cana-de-acuUcar (SCB) e cachos de frutos vazios (EFB)
a partir do processamento de &bleo de palma. As linhas sé&o
adicionadas como guia para os olhos.

[079] Conforme mostrado, existe uma correlacéo
linear negativa clara entre o numero de xilanas e a severidade
do pré-tratamento para cada uma das matérias-primas biomassa
testadas pré-tratadas por auto-hidrdélise. As linhas servem
como guias para os olhos. Conforme mostrado, diferentes
matérias-primas de Dbiomassa origina, diferentes relacdes
lineares entre o numero de xilanas e a severidade, mesmo gquando
se compara diferentes anos de colheita de variedades de trigo
similares.

Exemplo 2. Caracterizacdo do “Numero de ligninas” de
fracdo sélida como uma medida da severidade do pré-tratamento.

[080] As matérias-primas de biomassa foram pré-
tratadas, as amostras de fracdo sdélida foram preparadas e as
amostras de fracdo liquida e fracdo sdélida obtidas conforme
descrito no Exemplo 1. Para cada uma das amostras para as quais
os resultados de numero de xilanas foram relatados no Exemplo
1, uma determinacdo separada de teor de lignina de Klason
também foi realizada de acordo com o método descrito em Sluiter
et al. (2008). A determinacdo de lignina de Klason incluiu uma
medicdo de todos os sdélidos que foram insollveis em 72% p/p de
acido sulfurico.

[081] A dependéncia do numero de ligninas na

severidade do pré-tratamento log(Ro) é mostrada na Figura 2
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para (A) palha de trigo a partir da mesma area colhida em trés
anos diferentes (WS A, C e D), (B) dois tipos de palha de milho
(CS B e D), (C) palha de colza (RS), bagaco de cana-de-acucar
(SCB) e cachos de frutos vazios (EFB) a partir do processamento
de 6leo de palma. As linhas foram adicionadas como guia para
os olhos.

[082] Conforme mostrado, existe uma correlacéo
linear positiva clara entre o numero de ligninas e a severidade
do pré-tratamento para cada uma das matérias-primas de biomassa
testadas pré-tratadas por auto-hidrélise.

Exemplo 3. Correlacdo do “numero de xilana” e do
“nimero de lignina” com digestibilidade enzimética.

[083] Os experimentos foram conduzidos em um
reator de gqueda livre de 6 cédmaras que funciona, em principio,
como o reator de 6 camaras descrito e usado no documento
W02006/056838. O reator de hidrdlise de 6 cédmaras foi projetado
a fim de realizar experimentos com liquefacdo e hidrélise de
biomassa pré-tratada em concentracdes de sbdlidos acima de 20%
de DM. O reator consiste em um tambor horizontalmente colocado
dividido em 6 cdmaras separadas, cada uma com 24 cm de largura
e 50 cm de altura. Um eixo de rotacdo horizontal montado com
trés péds em cada cdmara foi usado para mistura/agitacdo. Um
motor de 1,1 kW foi usado como acionamento e a velocidade
rotacional é ajustavel dentro da faixa de 2,5 e 16,5 rpm. A
direcdo de rotacdo foli programada para desloca a cada segundo
minuto entre o sentido hordrio e anti-horadrio. Uma camisa de
aqguecimento carregada com Aagua na parte externa permite o
controle da temperatura até 80 °C.

[084] Os experimentos usaram palha de trigo pré-

tratada por auto-hidrélise com nimero de xilanas que varia de
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5 a 16%. A biomassa foi cortada e umedecida em uma DM de > 35%
e pré-tratada por vapor a 170 a 190°C por 12 min. O pré-
tratamento foi conduzido na planta piloto Inbicon em Skerbak,
Dinamarca. A biomassa pré-tratada foi separada em uma fracéo
s6lida lavada e uma fracdo 1liquida, conforme descrito no
Exemplo 1.

[085] As cémaras do reator de 6 cémaras foram
carregadas com cerca de 10 kg de fracdo sbélida lavada com
severidade de pré-tratamento variada e ajustada por adicédo de
adgua a 19 a 27% de DM. A biomassa pré-tratada foi hidrolisada
a 50°C e pH 5,0 a 5,3 com o uso da dosagem de enzima variada
de uma preparacdo de celulase comercialmente disponivel
otimizada para conversdo de Dbiomassa lignocelulébsica e
proporcionada por NOVOZYMES™ sob o nome comercial CTEC3 ™. A
velocidade de mistura foi de 6 rpm. Os experimentos de
hidrbélise foram realizados por 100 horas.

[086] As amostras de HPLC foram  tomadas
diariamente para seguir a conversédo de celulose e hemicelulose
e analisadas para glicose, xilose e arabinose com o uso de um
sistema de HPLC Dionex Ultimate 3000 equipado com uma coluna
Rezex Monosaccharide com quantificacédo através do uso do padréo
externo.

[087] Os experimentos foram conduzidos de acordo
com um projeto experimental fatorial fraciondrio. Desse modo,
o numero de xilanas e a dosagem de enzimas foram
simultaneamente variados (N=18), e o0s resultados foram
conectados e ajustados por meio de um modelo matemdtico (linear
com interacdes), a fim de estimar a conversdo de celulose com

o uso do software MODDE™ disponivel Jjunto a Umetrics. Esse
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modelo foi, entdo, usado para interpretacdes, predigdes e
otimizacdes.

[088] A Figura 3 e a Figura 4 mostram a conversé&o
de celulose para palha de trigo pré-tratada prevista pelo
modelo graficamente representado como uma funcdo do numero de
xilanas e do numero de ligninas, respectivamente, fixa em 25%
de DM, pH 5 e uma dosagem de enzima fixa.

[089] Conforme mostrado, as medicdes de “numero
de xilanas” e “numero de ligninas” se correlacionam com a
digestibilidade enzimdtica de uma maneira que seja
aproximadamente linear ao longo da faixa mostrada.

Exemplo 4. Determinacdo do “nUmero de xilanas” e
“ntmero de ligninas” com o uso de espectros NIR.

[090] A palha de trigo foi pré-tratada na planta
de demonstracdo da Inbicon em Kalundborg, Dinamarca, conforme
descrito em (Larsen, Haven, & Thirup, 2012).

[091] A biomassa pré-tratada foi separada em uma
fracdo sbélida que tem entre 18 e 28% de DM e lavada com O UusoO
de um filtro prensa para proporcionar fragdes sdélidas lavadas
que compreendem entre 1,5 e 3,0% de sdélidos dissolvidos. Apds
o ajuste da fracédo sdélida lavada a pH 5 com o uso de NaOH, um
conjunto de mais de 400 amostras de cerca de 300 g cada foi
obtido em uma variedade de severidades de pré-tratamento que
correspondem a uma faixa de log Ro entre cerca de 3,4 e 4,1.
As amostras foram obtidas com o wuso de um amostrador
especialmente projetado, a fim de proporcionar uma amostra
representativa do fluxo de saida de biomassa pré-tratada. Uma
amostra da fracdo sélida lavada ¢é removida por um trado de
parafuso em uma cédmara que compreende uma ponta de prova de

reflexdo difusa NIR. Os espectros de absorbdncia NIR na faixa
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de 800nm a 2.500 nm foram obtidos nessa cémara de amostragem
com o uso de um instrumento FTPA2000-263 FT-NIR disponivel
junto a ABB (Q-interline). Essas medig¢des NIR conectado, ou
seja, medicgdes efetuadas nos dispositivos de amostragem
diretamente associados ao fluxo de saida de biomassa pré-
tratada continuo, foram armazenadas para uso subsequente. As
amostras fisicas a partir das quais as medigdes NIR conectado
foram obtidas foram, entdo, individualmente medidas para
determinar os espectros de absorbdncia NIR na faixa de 800 nm
a 2.500 nm com o uso de um instrumento de laboratédrio FT-NIR
desconectado, um Quant Q-interline (BOMEM, ABB).

[092] O instrumento desconectado foi previamente
calibrado para determinar os modelos espectrais NIR para a
predicdo do nimero de xilanas e do numero de ligninas na palha
de trigo pré-tratada, conforme descrito. Os espectros NIR de
mais de 150 amostras de referéncia que cobrem uma faixa de
severidades de pré-tratamento foram determinados. Essas mesmas
amostras fisicas foram usadas para determinar a xilana total
e lignina de Klason que usam as medig¢des quimicas descritas
por Sluiter et al. (2008).

[093] Com base nos espectros NIR desconectado
das amostras de referéncia e nos resultados da analise quimica
de referéncia dessas amostras, os modelos de calibracéo
multivariados foram estabelecidos para a determinacdo NIR
desconectado do numero de xilanas e do numero de ligninas, que
usam a analise de Minimos Quadrados Parciais (PLS) bem
conhecida na técnica.

[094] Os espectros NIR foram ajustados antes da
calibracdo PLS adotando-se a segunda derivada de Savitzky-

Golay. O algoritmo de Savitzky-Golay se baseia em um ajuste de
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regressdo dos minimos quadrados lineares de um polindmio ao
redor de cada ponto no espectro para suavizar os dados. Aqui,
um polindmio de segunda ordem foi usado. A segunda derivada
foi, entdo, a segunda derivada do polindmio ajustado em cada
ponto. O algoritmo inclui um fator de suavizacgdo que determina
quantas variaveis adjacentes serdo usadas para estimar a
aproximacdo de polindbmio do segmento de curva. Aqui, 5
varidveis adjacentes foram wusadas. Apenas a faixa de
comprimento de onda de 4.800 a 9.100 cm! foi usada para as
calibracdes.

[095] A Figura 5 mostra exemplos representativos
dos espectros NIR - espectros brutos a esquerda e os espectros
pré-tratados de Savitzky-Golay de segunda derivada a direita.

[096] O modelo de regressdo foi derivado de
acordo com o ajuste:

Y = bo + b1iX1 + ... + bxXx + e

em que o valor de resposta observado Y (por exemplo,
o nUmero de ligninas ou numero de xilana) foi aproximado por
uma combinacdo linear dos valores dos indicadores (as varidveis
de comprimento de onda ajustadas). Os coeficientes de regresséo
ou “B-coeficientes” das combinac¢des determinadas para o numero
de xilanas e para o numero de ligninas s&o mostrados na Figura
6 e na Figura 7, respectivamente.

[097] Esses modelos espectrais NIRs foram,
entdo, aplicados as medig¢des NIR conectado para validacéo
cruzada aleatoriamente segmentada contra as medias de numero
de xilanas e nUmero de ligninas proporcionadas pelas medicdes
NIR desconectado correspondentes. O grafico resultante que
mostra uma comparacdo das predigcdes NIR conectado versus os

valores de referéncia desconectado para o numero de xilanas e
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para o numero de ligninas é mostrado na Figura 8 e na Figura
9 respectivamente.

[098] A Tabela 1 mostra o RMSEP (Erro Quadratico
Médio de Previs&o), R? e o numero de componentes principais
usados para a calibracdo das medigdes NIR conectado tanto do
numero de xilanas como do numero de ligninas.

[099] Tabela 1. O RMSEP (Erro Quadratico Médio
de Previsdo), R?2 e o numero de componentes principais usados
para a calibracdo das medigdes NIR conectado tanto do numero

de xilanas como do numero de ligninas.

#PC
RMSEP R2 (componentes
principais)
13 ~
Ca 1pragao de 0,83 0,69 10
x1llana
Callpragao de 1,22 0,71 9
lignina
Exemplo 5. Controle de realimentacdo de pré-

tratamento hidrotérmico em resposta as medigdes NIR conectado
do numero de xilanas.

[0100] A temperatura e o tempo de residéncia no
reator de pré-tratamento na planta de demonstracdo da Inbicon
em Kalundborg, Dinamarca, desde 2009 foram regulados por
realimentacdo a partir de medicgdes conectado e desconectado do
nimero de xilanas na fracdo sélida lavada. Vide (Larsen, Haven,
& Thirup, 2012) . Nesse teste inicial, o controle de
realimentacdo foli manualmente realizado. O numero de xilanas
foili medido por medig¢des NIR conectado e desconectado do fluxo

de saida de biomassa pré-tratada, que foli separada em uma
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fracdo sdélida lavada por um método consistente. O nuUmero de
xilanas foi medido aproximadamente a cada 4 horas, e o tempo
de permanéncia de reator ou temperatura de reator, ou ambos,
ajustados de tal modo que facam com que o reator de pré-
tratamento proporcione um nivel de numero de xilanas de ponto
de ajuste “predeterminado” de 8. Os ajustes de temperatura de
vapor foram tipicamente de +/- 1°C dentro da faixa de 180 a
200°C, enquanto os ajustes de tempo de permanéncia de reator
de +/- 1 a 5 minutos dentro da faixa de 10 a 20 minutos.

[0101] A Figura 10 mostra a temperatura de reator
registrada ao longo do tempo durante o periodo de Jjulho a
novembro de 2011, em conjunto com uma média mével de medicgdes
de nUmero de xilanas (mais prdéximas de 4 medicdes medidas) ao
longo do mesmo periodo de tempo. O valor indicado da
temperatura de reator é ajustado para refletir o wvalor de
severidade log Ro onde o tempo de permanéncia de reator foi
fixado em 15 minutos, a fim de representar as variacdes reais
no tempo de permanéncia de reator.

[0102] Conforme mostrado, através do controle de
realimentacdo do reator de pré-tratamento baseado nas medicdes
do numero de xilanas no fluxo de saida de biomassa pré-tratada,
o numero de xilanas pode ser mantido dentro de cerca de +/- 1
na escala de numero de xilanas. Isso corresponde ao controle
dentro de cerca de +/- 1% na conversdo de glucano, conforme
ilustrado pela Figura 3. A importancia desse tipo de controle
de realimentacdo é drasticamente ilustrada pela mudanc¢a na
temperatura de reator média observada onde o ano de colheita
da matéria-prima de biomassa foi alterado de 2010 para 2011,
conforme mostrado na Figura 10. Essa mudanca de cerca de 4°C

na temperatura de reator se refere a alteracdes observadas em
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uma fonte de matéria-prima de biomassa relativamente
homogénea, dentro de uma pequena &area geografica. Espera-se
que tal variabilidade nas matérias-primas seja aumentada em
instalacdes de maior escala que manipulam quantidades maiores
de biomassa, o que 1rad refletir necessariamente em maior
variabilidade genética e geogréafica.

[0103] A descricdo das modalidades e exemplos é
apenas exemplificativa e ndo destinada a limitar o escopo das
reivindicacdes.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE PROCESSAMENTO DE BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA, compreendendo:

- proporcionar matéria-prima de biomassa
lignocelulédsica,

- pré-tratar a dita matéria-prima de biomassa
através do pré-tratamento hidrotérmico continuo em um reator
pressurizado, caracterizado por compreender ainda:

- medir o nuUmero de xilanas como uma medida
composta que combina medig¢des do teor de xilana residual em
s6lidos 1insoluveis e concentracdo de xilose/xilo-oligdmero
soltvel no fluxo de saida da biomassa pré-tratada a partir do
reator de pré-tratamento, e

- controlar o reator de pré-tratamento, a fim de
manter no fluxo de saida da biomassa pré-tratada um nivel
predeterminado do numero de xilanas medido,

em que pelo menos 0,8% de sdélidos dissolvidos em
termos absolutos sdo incluidos na medicdo do numero de xilanas,
e

em que o numero de xilana ser determinado pela
medicdo dos espectros no infravermelho préximo (NIR) no fluxo
de saida de biomassa pré-tratada seguida pela aplicacdo dos
espectros no infravermelho préximo (NIR) medidos de um modelo
espectral.

2. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelas matérias-primas de biomassa serem pré-
tratadas em 25% em peso (p/p) de matéria seca ou mais.

3. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pela biomassa ser pré-tratada a pH entre 2,5 e

8.
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4. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pela biomassa pré-tratada ser removida do reator
por hidrociclone.

5. METODO, de acordo com a reivindicacido 1,
caracterizado pelo nuimero de xilanas ser medido na pasta fluida
total da biomassa pré-tratada.

6. METODO, de acordo com a reivindicacido 1,
caracterizado pelo nUmero de xilanas ser medido na fracéo
s6lida lavada da biomassa pré-tratada.

7. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo nuUmero de xilanas ser medido na fracéao
s6lida ndo lavada da biomassa pré-tratada.

8. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo numero de xilanas ser medido com o uso de
medicdes no infravermelho préximo (NIR) conectado.

9. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo reator ser controlado ajustando a presséao
de vapor ou a temperatura da agua aplicadas ou introduzindo
dgua de resfriamento no pré-tratamento continuo de biomassa em
resposta a realimentacdo da medicdo do nUmero de xilanas.

10. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo reator ser controlado em resposta a
realimentacdo da medicdo do numero de xilanas, ajustando a
taxa em que a biomassa é movida através do sistema de pré-
tratamento continuo de biomassa.

11. METODO, de acordo com a reivindicacido 1,

caracterizado pela biomassa ser pré-tratada para severidade

log Ro, definido como log ((tempo de permanéncia em minutos)
x (EXP[ (temperatura de pré-tratamento - 100)/14,75]), entre
3,2 e 3,09.
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12. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo pré-tratamento ser realizado em pH < 8 para
uma muito baixa severidade, tal que o contetdo de xilana
residual na fracdo insoluvel em agua estd entre 9 e 16% em

porcentagem de peso de matéria seca.
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