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(57) Resumo: COMPOSICOES E METODOS PARA PRODUZIR
PRODUTOS E RESIDUOS DE FERMENTAGAO A presente invengéo
refere-se a composigdes e métodos planejados para aumentar o valor
da producdo de uma reagédo de fermentagdo que produz um primeiro
produto, pretendido para comercializagédo, tal como etanol, e um
residuo de fermentagéo usado, por exemplo, como ragéo animal. Os
métodos envolvem usar microorganismos no processo de
fermenta¢éo, os quais foram modificados para produzir um residuo
que tem um valor maior que um residuo produzido no processo por um
microorganismo nao-modificado. Em particular, a presente invengéo
contempla usar microorganismos em um processo de fermentagéo, os
quais foram modificados para aumentar a produgéo de um nutriente,
tal como um aminoacido essencial, reduzindo desse modo a
necessidade suplementar o nutriente na dieta do animal. A presente
invengéo fornece também um residuo de fermentagdo modificado de
valor comercial mais elevado. Também séo fornecidas na presente
invengado ragbées animais completas suplementos nutricionais que
compreendem os residuos de fermentagdo em questéo. Ainda é
fornecido pela presente invengdo um método de executar a
fermenta¢éo, um microorganismo fermentativo modificado e um
veiculo genético para modificar tal microorganismo.
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Relatoério Descritivo da Patente de Invencdo para "COMPOSI-
COES E METODOS PARA PRODUZIR PRODUTOS E RESIDUOS DE
FERMENTACAO".
REFERENCIA CRUZADA

Esse pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério U.S. N°
60/744.833 depositado em 13 de abril de 2006, Pedido Provisério U.S. N2
60/797.431 depositado em 3 de maio de 2006, Pedido Provisério U.S. N2
60/863.556 depositado em 30 de outubro de 2006, Pedido N&o-Provisério
U.S. N2 11/383.748 depositado em 16 de maio de 2006 e Pedido de Patente
Nao-Provisoério N® 11/383.750 depositado em 16 de maio de 2006, todos os
quais estao incorporados aqui por referéncia em sua totalidade.

Antecedente da Invencao

A presente invengdo refere-se a industria que usa microorga-
nismos em processos comerciais para produzir quantidades comerciais de
varios compostos orgénicos e inorganicos uteis diferentes. Esses incluem
produtos quimicos e farmacéuticos industriais. Exemplos de produtos quimi-
cos industriais produzidos por microorganismos incluem solventes, acidos
(e acetatos) e gases. Solventes produzidos industrialmente incluem alcobis
(por exemplo, etanol e butanol), cetonas (por exemplo, acetona) e alcanos.
Acidos produzidos industrialmente incluem, por exemplo, acido acético (vi-
nagre), acido piravico e 4cido latico. Gases industrialmente produzidos inclu-
em, por exemplo, amdnia, metano e hidrogénio. Cientistas agora estdao u-
sando biotecnologia para produzir microorganismos que incluem vias enzi-
maticas para produzir quimicos Uteis nao produzidos normalmente pelo mi-
croorganismo. (Veja, por exemplo, Martin et al., “Engineering a mevalonate
pathway in Escherichia coli for production of terpenoids,” Nature Biotechno-
logy, 2003, 21:796.) Engénheiros também usam tais processos para produzir
enzimas comercialmente valiosas, por exemplo, renina. Na industria farma-
céutica, microbios produzem antibiéticos e proteinas recombinantes. Nesses
processos, 0s microorganismos s&o cultivados e 0s produtos quimicos Uteis
sao coletados (por exemplo, isolados ou removidos) da cultura.

A industria de etanol combustivel esta crescendo em ritmo ace-
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lerado. Varios incentivos federais e estaduais, tais como programas de com-
bustiveis de queima limpa, promoveram um crescimento exponencial de
mais de cinco vezes durante as duas ultimas décadas. Em 2004, os altos
precos do petréleo, um cultivo excessivo de milho e uma capacidade de pro-
cessamento limitada criaram novas oportunidades de mercado e resultaram
em uma produgao recorde de mais de 3,4 bilhdes de galdes de etanol com-
bustivel. Atualmente, o etanol representa o terceiro maior mercado para o
mitho dos EUA. Nesse ritmo, a produgao de etanol combustivel esta se colo-
cando como parte essencial do desenvolvimento econdmico rural e da me-
lhoria ambiental. _

O etanol pode ser feito através da fermentacdo e destilagdo de
amido encontrado em cultivos tais como milho, sorgo, batata, cana de agu-
car, assim como em espigas de milho. O etanol geralmente é produzido tan-
to em fabricas de triturag@o seca quanto em moinhos de trituragdo imida. Os
subprodutos primarios gerados a partir dos moinhos de trituracdo Umida ou
“refinarias de milho” incluem xarope de milho com alto conteldo de frutose,
6leo de milho, alimento com giuten e farelo de gliten. Os subprodutos do
processo de trituragcao seca incluem graos do destiladores e didéxido de car-
bono. Apesar de ambos os tipos de fabrica terem custos operacionais simila-
res, as fabricas de trituragdo seca sdo geralmente menores e requerem um
investimento inicial menor, tornando seus custos de capital duas a quatro
vezes menores por galdo. Os tipos de trituragdo seca de produgéo de etanol
processam a porgao de amido do milho, que é cerca de 60% da semente.
Todos os nutrientes remanescentes — proteina, gordura, minerais e vitami-
nas — sao concentrados em graos de destilador que é um alimento valioso
para animais de criacdo. Um alqueire de milho pesando aproximadamente
25,4 kg (56 libras) pode produzir aproximadamente 10,59 L (2,8 galdes) de
etanol e 8,16 kg (18 libras) de grao de destilador.

Graos de destilador podem fornecer uma ragao alimenticia de
alta qualidade para gado leiteiro, gado de corte, suinos, aves domésticas,
caes e aquicultura. A ragao € uma substituicdo econémica parcial para mi-

lho, farelo de soja e fosfato de dicélcico em ra¢des para animais de criagéo e
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aves domésticas. Grao de destilador continua a ser um ingrediente alimenti-
cio excelente, econdmico para uso em dietas de ruminantes. Foi esperado
que a producao de DDGS (graos secos de destilador com material soluvel)
dobrasse de 3,5 milhdes de toneladas métricas em 2002 para mais de 7 mi-
Ihdes de toneladas métricas em 2006. A venda de grao de destilador € uma
parte importante da rentabilidade e crescimento da industria do etanol. Se as
vendas de grao de destilador seco ficar atras do aumento da produgao de
etanol, a industria de etanol atual poderia ser significativamente afetada. Um
mercado efetivo de gréao de destilador como ragao animal indubitavelmente
contribuira para a eficiéncia e rentabilidade global de uma fabrica de etanol.

Esquemas de produ¢ao de etanol atuais por fermentacdo estao
longe de serem otimizados. Apesar dos esforgos direcionados para melhorar
a producao de etanol, pouca pesquisa tem tido foco no aumento do valor do
produto dos residuos de fermentacao incluindo grao de destilador que con-
tribuem para uma porgao significativa do mercado de racao animal.

Assim, permanece uma necessidade consideravel por composi-
¢des e métodos que sejam planejados para aumentar o valor do produto de
uma fabrica de fermentagdo. Um esquema de fermentagao ideal manteria a
alta produgéo de etanol e, a0 mesmo tempo, fornecer residuos de fermenta-
¢ao de alto valor comercial. A presente invengéo satisfaz essa necessidade
e também fornece vantagens relacionadas.

Sumario da Invencao

Essa invencao fornece microorganismos modificados e proces-
S0s para 0 uso desses microorganismos que, quando fermentados, forne-
cem um produto comercial e um residuo de fermentagcao que tém valor co-
mercial maior do que um residuo de fermentagao produzido na reagao de
fermentagdo por um microorganismo que nao tenha sido modificado. Em
uma modalidade, o valor comercial aumentado resulta dos aumentos de nu-
trientes no residuo, tornando-o mais desejavel como ragao animal.

Em um aspecto, essa invengao fornece um método que compre-
ende: (a) misturar um material que contém carbono com uma cultura que

compreende microorganismos geneticamente modificados que, em um pro-
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cesso de fermentacao, produzem um primeiro produto e um residuo de fer-
mentagcao que compreende um nutriente, em que o conteldo do nutriente no
residuo de fermentagao € maior do que aquele de microorganismos corres-
pondentes ndo-modificados quando usados no processo de fermentacao; (b)
fermentar a cultura sob condi¢des adequadas para a produgao comercial do
primeiro produto e sob condi¢bes adequadas para a produgdo do nutriente;
(c) separar o primeiro produto da cultura; e (d) produzir o residuo de fermen-
tacao como descrito.

Em uma modalidade, os microorganismos compreendem um
vetor de expressao recombinante que compreende uma sequéncia de nu-
cleotideos exdégena que codifica um polipeptideo e uma seqliéncia regulaté-
ria que controla a expressao do polipeptideo exégeno, em que a expressao
do polipeptideo exdgeno resulta em conteudo nutricional aumentado do re-
siduo de fermentagdo comparado com aquele do microorganismo néo-
modificado. Em outra modalidade, o nutriente produzido pelos microorga-
nismos é selecionado do grupo que consiste em uma gordura, um acido gra-
x0, um lipidio, uma vitamina, um aminoacido essencial, um peptideo, uma
proteina, um carboidrato, um esterol, uma enzima e um mineral-traco. Em
uma modalidade adicional, o nutriente produzido pelos microorganismos é
selecionado do grupo de aminoacidos essenciais que consiste em lisina, me-
tionina, fenilalanina, treonina, isoleucina, triptofano, valina, leucina, arginina,
taurina e histidina.

Em outra modalidade, a expressao da sequiéncia exégena esta
sob o controle de uma sequéncia regulatéria selecionada do grupo que con-
siste em uma sequéncia regulatoria de um gene de choque térmico, em uma
sequéncia regulatéria de um gene de toxicidade e uma seqiiéncia regulatéria
de um gene de formacgao de esporo. Em outra modalidade, a expressao da
sequéncia exdgena € induzida quando a reag¢do de fermentagao tiver atingi-
do pelo menos cerca de 50% do término. Em outra modalidade ainda, a ex-
pressao da sequéncia de nucleotideos exdgena depende da concentracédo
de glicose.

Em uma modalidade, a modificacao genética modifica pelo me--
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nos um dos genes estruturais na via sintética do nutriente. Em outra modali-
dade, a modificagcao genética modifica um controle regulatério da via sintéti-
ca do nutriente.

Em outra modalidade, a via sintética & para um aminoacido es-
sencial selecionado do grupo que consiste em lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, isoleucina, triptofano, valina, leucina, arginina, taurina e histidina.
Em uma modalidade adicional, a modificagao genética modifica os proces-
sos de transporte do nutriente para fora ou para dentro do microorganismo.

Em uma modalidade, o nutriente € um aminoacido essencial se-
lecionado do grupo que consiste em lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
isoleucina, triptofano, valina, leucina, arginina, taurina e histidina. Em outra
modalidade, o nutriente € uma vitamina. Em outra modalidade, a vitamina é
selecionada do grupo que consiste em vitamina A, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B7, vitamina B9, vitamina
B12, vitamina C, vitamina D1-D4, um tocoferol, e vitamina K. Em uma moda-
lidade adicional, o nutriente € um lipidio.

Em uma modalidade, o primeiro produto é um aicool. Em outra
modalidade, o alcool é etanol. Em uma modalidade adicional, o &lcool é se-
lecionado do grupo que consiste em metanol, propanol e butanol. Em uma
modalidade adicional, o alcool é separado por destilacao. Outra modalidade
ainda compreende misturar o alcool com outro combustivel.

Em uma modalidade, o primeiro produto é selecionado entre um
solvente ou um gas. Em outra modalidade, o primeiro produto € um compos-
to farmacéutico.

Em outra modalidade, o material que contém carbono é selecio-
nado do grupo que consiste em celulose, lascas de madeira, vegetais, bio-
massa, excretas, residuos animais, aveia, trigo, milho, cevada, cara, paingo,
arroz, centeio, sorgo, batata, beterraba, cara, mandioca, frutas, sucos de
fruta, e cana-de-agucar.

Em outra modalidade, o residuo de fermentacdo compreende
graos secos de destilador, soliveis secos de destilador ou graos secos de

destilador com soluveis. Uma modalidade adicional compreende ainda incor-
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porar o residuo de fermentagcdo em ragdo animal. Em outra modalidade, o
nutriente € produzido quando a fermentagdo esta substancialmente completa.

Em uma modalidade, o microorganismo é levedura. Em outra
modalidade, a levedura € um Saccharomyces. Em outra modalidade ainda,
0s microorganismos compreendem levedura, a fonte de carbono compreen-
de amido de milho ou sacarose, o primeiro produto compreende etanol e o
nutriente é selecionado entre lisina, metionina, triptofano e treonina.

Em outra modalidade ainda, o microorganismo compreende
Clostridium. Em outra modalidade, o produto é butanol ou acetona. Em uma
modalidade adicional, os microorganismos compreendem Clostridium, a fon-
te de carbono compreende amido de milho ou sacarose, o primeiro produto
compreende etanol e o nutriente é selecionado entre lisina, metionina, tripto-
fano e treonina. Em uma modalidade adicional, 0 microorganismo é selecio-
nado do grupo que consiste em Zymomonas sp., E. coli, Corynebacterium,
Brevibacterium e Bacillus ssp. Uma modalidade adicional compreende co-
mercializar o primeiro produto e o residuo de fermentacao.

Em outro aspecto, essa invengao fornece um método de fermen-
tacao compreendendo: (a) misturar um material que contém carbono com
uma cultura que compreende microorganismos geneticamente modificados
que, durante a fermentagao, produzem um primeiro produto e um residuo de
fermentagao, em que o valor do residuo de fermentagao é maior do que a-
quele de um residuo de fermentag¢@o produzido por fermentar um microorga-
nismo correspondente ndao-modificado; (b) fermentar a cultura sob condicdes
adequadas para a produgao do primeiro produto e para a producao do resi-
duo de fermentagdo que tem o maior valor; (¢) separar o primeiro produto da
cultura; e (d) coletar o residuo de fermentacao.

Em uma modalidade, o residuo de fermentacdo compreende
uma quantidade aumentada de um produto industrial ou farmacéutico. Em
outra modalidade, o residuo de fermentagédo exibe uma propriedade fisica
melhorada. Em uma modalidade adicional, o residuo de fermentacao exibe
uma propriedade fisica melhorada selecionada dentre aderéncia aumentada

ou densidade aumentada.
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Em outro aspecto, essa invengao fornece um microorganismo
geneticamente modificado que, em um processo de fermentagao, produz um
primeiro produto para comercializagdo e um residuo de fermentagdo que
compreende um nutriente, em que o conteudo do nutriente no residuo de
fermentagdo € maior do que aquele de um microorganismo correspondente
nao-modificado quando usado na reacao de fermentacao.

Em uma modalidade, o microorganismo geneticamente modifi-
cado compreende um vetor de expressao recombinante que compreende
uma sequéncia de nucleotideos exdgena que codifica um polipeptideo e
uma sequéncia regulatoria que controla a expresséao do polipeptideo exdge-
no, em que a expressao do polipeptideo exégeno resulta em conteudo nutri-
cional aumentado do residuo de fermentagdo comparado com aquele do
microorganismo nao-modificado.

Em outra modalidade, o nutriente € selecionado do grupo que
consiste em uma gordura, um &cido graxo, um lipidio, uma vitamina, um a-
minoacido essencial, um peptideo, uma proteina, um carboidrato, um este-
rol, uma enzima e um mineral-tragco. Em uma modalidade adicional, o nutri-
ente € um aminoacido essencial para pelo menos um animal doméstico e o
polipeptideo exdgeno compreende 0 aminoacido essencial. Em uma modali-
dade adicional, 0 aminoacido essencial é selecionado do grupo que consiste
em lisina, metionina, fenilalanina, treonina, isoleucina, triptofano, valina, leu-
cina, arginina, taurina e histidina.

Em uma modalidade, a expressdao da sequéncia exdgena esta
sob o controle de uma sequéncia regulatéria selecionada do grupo que con-
siste em uma sequéncia regulatéria de gene de choque térmico, uma se-
giéncia regulatéria de gene de toxicidade e uma sequéncia regulatéria de
gene de formagao de esporo. Em outra modalidade, a modificagao genética
modifica pelo menos um dos genes estruturais na via de sintese do nutrien-
te. Em outra modalidade, a modificagcao genética modifica um controle regu-
latorio da via de sintese do nutriente. Em uma modalidade adicional, a via de
sintese é para um aminoacido essencial para um animal doméstico.

Em uma modalidade, a modificagdo genética modifica um con-
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trole regulatério da via de sintese do nutriente. Em outra modalidade, a mo-
dificacao genética modifica um gene estrutural que regula a sintese de um
peptideo que contém pelo menos um aminoacido essencial para um animal
doméstico. Em uma modalidade adicional, a modificacdo genética modifica
0s processos de transporte de nutriente para fora ou para dentro do microor-
ganismo.

Em outra modalidade, a expressao de uma sequéncia exégena é
induzida quando a reagao de fermentacao atingiu pelo menos cerca de 50%
do total. Em outra modalidade, pelo menos 50% do total é evidenciado pela
diminui¢do no conteudo de glicose para menos do que cerca de 50% do con-
teudo de glicose inicial presente em uma mistura de reacdo de fermentacgéo
antes do inicio da reagao de fermentacao. Em uma modalidade adicional, a
expressao da sequéncia de nucleotideos exégena depende da concentragao
de glicose.

Em uma modalidade, o nutriente € um aminoacido essencial pa-
ra pelo menos um animal doméstico. Em outra modalidade, o aminoécido
essencial é selecionado do grupo que consiste em lisina, metionina, fenilala-
nina, treonina, isoleucina, triptofano, valina, leucina, arginina, taurina e histi-
dina. Em uma modalidade adicional, o nutriente € uma vitamina. Em outra
modalidade, a vitamina é selecionada do grupo que consiste em vitamina A,
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina
B7, vitamina B9, vitamina B12, vitamina C, vitamina D1-D4, um tocoferol, e
vitamina K.

Em uma modalidade, o produto comercial € um alcool. Em outra
modalidade, o alcool é etanol. Em uma modalidade adicional, o produto co-
mercial é selecionado entre um solvente ou um gas. Em outra modalidade, o
produto comercial € um composto farmacéutico. Em outra modalidade, o
nutriente € um lipidio. Em uma modalidade adicional, o alcool é selecionado
do grupo que consiste em metanol, propanol e butanol.

Em uma modalidade, o microorganismo é levedura. Em outra
modalidade, a levedura é Saccharomyces. Em uma modalidade adicional, o
microorganismo € Clostridium. Em uma modalidade adicional, o microorga-




10

15

20

25

30

nismo € selecionado do grupo que consiste em Zymomonas sp., E. colj,
Corynebacterium, Brevibacterium e Bacillus ssp.

Em outro aspecto, esta invencdo fornece uma cultura de
fermentagdo que compreende: (a) um microorganismo geneticamente
modificado que, em uma reacdo de fermentagdo, produz um primeiro
produto para comercializa¢cdo e um residuo de fermentagdo que compreende
um nutriente, em que o conteudo do nutriente no residuo de fermentagéo é
maior do que aquele de um microorganismo correspondente ndao-modificado
quando usado na reagdo de fermentacéo e (b) um meio de fermentagao que
compreende uma fonte do carbono para a produgao do nutriente, em que a
cultura produz o produto.

Em uma modalidade, o nutriente é selecionado do grupo que
consiste em uma gordura, um &cido graxo, um lipidio, uma vitamina, um
aminoacido essencial, um peptideo, uma proteina, um carboidrato, um
esterol, uma enzima, e um mineral-tragco. Em outra modalidade, a fonte do
carbono é selecionada de celulose, de lascas de madeira, vegetais,
biomassa, excretas, residuos animais, aveia, trigo, milho, da cevada, milho,
paingo, arroz, centeio, sorgo, batata, beterraba, card, mandioca, frutas,
sucos de fruta, e cana-de-acgucar.

Em outra modalidade, o primeiro produto € um &lcool. Em uma
modalidade adicional, o alcool é etanol. Em uma modalidade adicional, o
alcool é selecionado do grupo que consiste em metanol, propanol, e butanol.

Em uma modalidade, o primeiro produto € um composto
farmacéutico. Em outra modalidade, o primeiro produto é selecionado de um
solvente ou um gas.

Em outra modalidade, o microorganismo é levedura. Em outra
modalidade, a levedura é Saccharomyces. Em uma modalidade adicional, o
microorganismo € Clostridium. Em uma modalidade adicional, o
microorganismo € selecionado do grupo que consiste em Zymomonas sp., E.
coli, Corynebacterium, Brevibacterium e Bacillus ssp.

Em uma modalidade, o volume é de pelo menos 100 litros. Em

outra modalidade, os microorganismos compreendem levedura, a fonte de
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carbono compreende amido de milho ou sacarose, o primeiro produto
compreende etanol e o nutriente é selecionado de lisina, metionina,
triptofano e treonina. Em uma modalidade adicional, os microorganismos
compreendem Clostridium, a fonte de carbono compreende amido de miiho
ou sacarose, O primeiro produto compreende etanol e o nutriente é
selecionado dentre lisina, metionina, triptofano e treonina.

Em outro aspecto, esta invencdo compreende um vetor de
expressdo que compreende uma sequUéncia exégena que codifica um
polipeptideo que compreende pelo menos um aminoacido essencial para um
animal domesticado, em que a expressao da sequiéncia exégena é induzida
quando uma reacao de fermentacdo que produz um alcool ou um alcano
tiver atingido pelo menos cerca de 50% do término.

Em uma modalidade, a seqiéncia exégena estd sob o controle
de uma sequéncia regulatoria selecionada do grupo que consiste em um
operon do supressor de glicose, sequéncia regulatéria de um gene de
choque térmico, sequéncia regulatéria de um gene de toxicidade, seqliéncia
regulatoria de um gene de formacao de esporo. Em outra modalidade,. pelo
menos cerca de 5% dos residuos de aminoacido contidos no polipeptideo
sao aminoacidos essenciais para um animal domesticado.

Em outro aspecto, esta invencdo fornece um residuo de
fermentagcdo de um processo de fermentacdo comercial de um
microorganismo geneticamente modificado, o dito residuo de fermentagao
tendo uma quantidade maior de um nutriente em comparacdo a um residuo
de fermentagdo de um processo de fermentagcdo comercial de um
microorganismo nao-modificado geneticamente.

Em uma modalidade, o residuo de fermentagcdo compreende
graos secos de destilador. Em outra modalidade, o residuo de fermentacao
compreende soluveis secos de destilador. Em uma modalidade adicional, o
residuo de fermentacdo compreende grdos secos de destilador com
soluveis.

Em uma modalidade, o residuo de fermentagdo compreende o

microorganismo geneticamente modificado. Em outra modalidade, o
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nutriente € selecionado do grupo que consiste em uma gordura, um acido
graxo, um lipidio, uma vitamina, um aminoacido essencial, um peptideo, uma
proteina, um carboidrato, um esterol, uma enzima, € um mineral-traco. Em
uma modalidade adicional, o processo de fermentacao produz um produto
quimico industrial para isolamento.

(12) Em uma modalidade, o nutriente é um aminoécido
essencial selecionado do grupo que consiste em lisina, metionina, treonina,
isoleucina, metionina, fenilalanina, triptofano, e arginina. Em outra
modalidade, o aminoacido essencial esta contido em um polipeptideo
heterdlogo produzido por um microorganismo usado no processo de
fermentagdo. Em uma modalidade adicional, o polipeptideo heterdlogo
contém pelo menos cerca de 5% de aminoacidos essenciais como residuos
de aminoéacido. Em uma modalidade adicional, o0 aminoéacido essencial esta
presente em uma quantidade que excede cerca de 3% do residuo de
fermentagao em peso seco.

(13) Em outra modalidade, o residuo de fermentagao é
suplementado com um flavorizante. Em outra modalidade, o residuo de
fermentagcao € embalado com instru¢des para uso como ragdo animal. Em
uma modalidade adicional, a ragao animal completa compreende pelo
menos cerca de 15% do residuo de fermentagao em peso.

(14) Em uma modalidade, racdo animal completa compreende
um residuo de fermentagdo que resulta de um processo de fermentacédo
comercial de um microorganismo geneticamente modificado, o dito residuo de
fermentagéo tendo uma quantidade maior de um nutriente em comparagao a
um residuo de fermentagdo de um processo de fermentagcdo comercial de um
microorganismo nao-modificado geneticamente. Em outra modalidade, a
racao animal completa compreende 0 microorganismo geneticamente
modificado. Em uma modalidade adicional, a ragdo animal completa
compreende um sabor evidente para um animal de interesse. Em uma
modalidade adicional, o nutriente é selecionado do grupo de aminodcidos
essenciais que consiste em lisina, metionina, treonina, isoleucina, metionina,

fenilalanina, triptofano, e arginina. Em outra modalidade, o aminoéacido
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essencial esta contido em um polipeptideo heterdlogo produzido por um
microorganismo usado na reagéo de fermentagao.

Em outro aspecto, esta invengédo fornece método comercial que
compreende (a) fermentar uma cultura que contém microorganismos
geneticamente modificados e uma fonte de carbono para produzir um
primeiro produto, separar o primeiro produto da cultura e coletar um residuo
de fermentagdo, em que o residuo de fermentacdo tem um valor comercial
mais elevado do que um residuo de fermentacdo produzido por fermentar
um microorganismo correspondente nao-modificado; e (b) comercializar ou
vender o primeiro produto e o residuo da fermentacgéo. ‘

Em uma modalidade, o residuo de fermentagdo tem uma
quantidade aumentada de um nutriente comparado com um residuo de
fermentag&o produzido por cultivar um microorganismo correspondente néo-
modificado na reacdo de fermentacdo. Em outra modalidade, o nutriente é
selecionado do grupo que consiste em uma gordura, um &acido graxo, um
lipidio, uma vitamina, um aminodcido essencial, um peptideo, uma proteina,
um carboidrato, um esterol, uma enzima, e um mineral-trago.

Em outra modalidade, o residuo de fermentacdo tem
propriedades fisicas melhoradas. Em uma modalidade adicional, o residuo
de fermentac¢é@o tem uma quantidade aumentada de um composto industrial
ou farmacéutico. Em uma modalidade adicional, o microorganismo é
levedura. Em uma modalidade adicional, o microorganismo é Clostridium.

Em outra modalidade, a fonte de carbono compreende amido de
milho ou sacarose. Em uma modalidade adicional, o primeiro produto é um
alcool selecionado do grupo que consiste em etanol, metanol, propanol, e
butanol. Em outra modalidade, o primeiro produto é um biocombustivel e o
método compreende adicionalmente misturar o biocombustivel com outro
combustivel para a comercializagao.

Em uma modalidade, o nutriente é selecionado do grupo que
consiste em uma gordura, um &cido graxo, um lipidio, uma vitamina, um
aminoacido essencial, um peptideo, uma proteina, um carboidrato, um

esterol, uma enzima, e um mineral-trago. Em outra modalidade, o residuo de
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fermentacdo compreende graos secos de destilador, soltiveis secos de
destilador ou grdos secos de destilador com sollveis. Outra modalidade
compreende misturar o residuo de fermentagcdo com outros nutrientes para
produzir uma ragdo completa para um animal domesticado. Em outros
aspectos, esta invengao fornece um processo que compreende combinar um
residuo de fermentacdo com um nutriente e uma composicdo que
compreende um residuo de fermentagdo suplementado com um nutriente
exogeno.

A presente invengdo também tem como modalidades variagdes
e todas as combinagdes da composicdo e métodos descritos aqui.

Incorporacao por Referéncia

Todas as publicagdes e pedidos de patente mencionados nesta

~especificag@o estéo incorporados aqui por referéncia da mesma proporgao

que se cada publicagdo ou pedido de patente individual fosse especifica-
mente e individualmente incorporado por referéncia.

Breve Descricao dos Desenhos

As ilustragbes incluidas dentro desta especificagcdo descrevem
muitas das vantagens e caracteristicas da invengdo. Deve ser compreendido
que numerais e caracteres semelhantes observados dentro das ilustracdes
aqui contidas podem designar caracteristicas iguais ou semelhantes da in-
vengdo. As ilustracbes e caracteristicas descritas aqui ndo estdao necessari-
amente desenhadas em escala.

A figura 1 é um fluxograma que descreve processo de produgéo
de etanol exemplar que resulta na formacgao de etanol, diéxido de carbono e
residuos de fermentagéo tais como grao de destilador com soltveis ou séli-
dos (DDGS).

A figura 2 é uma representagdo esquematica de um veiculo ge-
nético exemplar dtil para modificar um microorganismo usado reacdo de
fermentagcéo em questao.

A figura 3A é um diagrama do vetor pKS1-ST:G06205 usado pa-
ra a expressao das proteinas ricas em lisina em Saccharomyces cerivisiae.

A figura 3B é um diagrama do vetor pKS2-ST:GO6205 usado pa-
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ra a expressao e secrecao das proteinas ricas em lisina dentro de Saccha-
romyces cerivisiae.

A figura 4A é a sequéncia da proteina expressa por pKS1-
ST:G06205, uma endopeptidase rica em lisina, especifica de Flavobacteri-
um meningosepticum.

A figura 4B é a sequéncia da proteina expressa por pKS2-
ST:G06205, uma endopeptidase rica em lisina, especifica de Flavobacteri-
um meningosepticum contendo um sinal de exportagcao SUC2.

A figura 5A é uma imagem de um gel de SDS-PAGE do sobre-
nadante de cultura empregado por 24 horas no crescimento de uma cultura
celular de Saccharomyces cerivisiae mostrando expressdo e secrecao da
proteina codificada por pKS2-ST:G0O6205.

A figura 5B € uma imagem de um gel de SDS-PAGE do sobre-
nadante de cultura empregado por 48 horas no crescimento de uma cultura
celular de Saccharomyces cerivisiae transformada mostrando expressao e
secrecao da proteina codificada por pKS2-ST:G06205.

A figura 6 € uma imagem de um gel de SDS-PAGE de lisados
celulares de uma cultura celular de Saccharomyces cérivisiae transformada
mostrando expressédo da proteina codificada por pKS1-ST:G06205 dentro
da célula.

A figura 7 é um diagrama esquematico de um processo de fer-
mentacao produtor de etanol da invencgao.

A figura 8 € um diagrama de um processo de fermentacédo se-
quencial conhecido na técnica.

A figura 9 é um diagrama de um processo de fermentacao para-
lelo da presente invengao.

A figura 10 € um diagrama de um processo de fermentacdo para-
lelo da presente invengao ilustrando processamento a jusante adicional.

A figura 11 é um diagrama de um processo de fermentacao para-
lelo da presente invengao ilustrando etapas de pré-processamento antes da
fermentacao paralela.

A figura 12 é um diagrama de um processo de fermentacéo para-
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lela da presente invengéo ilustrando outros processos concomitantes.

A figura 13 é um diagrama de um processo de fermentacao pa-
ralela da presente invenc¢éo incluindo 3 fermentagdes em paralelo.

A figura 14 é o site da internet comentado de
http://pathway.yeastgenome.org:8555/YEAST/new-
image?type=OVERVIEW&force=t. Ele mostra vias enziméticas em levedura
e identifica varias em particular. O site da internet contém links para enzimas
especificas ao longo das vias.

Descricao Detalhada da Invencao

Embora modalidades preferidas da invengdo tenham sido mos-
tradas e descritas aqui, serd 6bvio para aqueles versados na técnica que tais
modalidades sdo fornecidas apenas como forma de exemplo. Varias varia-
¢Oes, alteragdes, e substituicdes serdo vislumbradas por aqueles versados
na técnica sem desconsiderar a invengdo. Deve ser compreendido que va-
rias alternativas para as modalidades da invengéo descritas aqui podem ser
empregadas na prética da invencgao.

O termo “animal” significa qualquer organismo que pertence ao
reino Animalia e inclui, sem limitagéo, aves (por exemplo, aves domésticas), -
mamiferos (por exemplo, gado, suinos, cabra, ovelha, cdo, camundongo e
cavalo) e insetos (por exemplo, bicho da seda) assim como animais usados
em aquicultura, por exemplo, peixes (por exemplo, truta e salmao), moluscos,
(por exemplo, vongoles) e crustaceos (por exemplo, lagosta e camarao).

O termo “residuos de fermentagao” conforme aqui utilizado signi-
fica qualquer substéncia residual que resulte diretamente de uma reagéo de
fermentagdo. Em alguns casos, um residuo de fermentagdo contém microor-
ganismos modificados tal que ele tenha um contetdo nutricional aumentado
quando comparado a um residuo de fermentacdo que é deficiente em tal
microorganismo modificado. Os residuos de fermentagdo podem conter cons-
tituinte(s) adequado(s) de um caldo de fermentag&o. Por exemplo, os residuos
de fermentagéao podem incluir constituintes dissolvidos e/ou suspensos de um
caldo de fermentagdo. Os constituintes suspensos podem incluir constituintes

soluveis nao-dissolvidos (por exemplo, quando a solugdo é supersaturada
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com um ou mais componentes) e/ou materiais insollveis presentes no caldo
de fermentacdo. Os residuos de fermentag@o podem incluir substancialmente
todos os solidos secos presentes no final de uma fermentacao (por exemplo,
por secagem por atomizagcao de um caldo de fermentacdao e da biomassa
produzida pela fermentagado) ou pode incluir uma porcao deste. Os residuos
de fermentagcdo podem incluir produto de fermentag¢dao bruto da fermentacao
onde um microorganismo modificado pode ser fracionado e/ou parcialmente
purificado para aumentar o conteudo de nutrientes do material. Residuos de
fermentagcdo abrangem residuos inteiros e fragcdes do residuo total, por e-
xemplo, residuos secos (por exemplo, graos), soluveis secos e sélidos secos
(por exemplo, graos) com soluveis secos.

O termo “cultura de fermentacado” refere-se a microorganismos
contidos em um meio que compreende materiais suficientes para o cresci-
mento dos microorganismos, por exemplo, agua a nutrientes.

O termo “produto comercial” refere-se a um produto pretendido
para comercializagao, por exemplo, para venda ao consumidor final.

O termo “processo de fermentagdo comercial” refere-se a um
processo de fermentagao no qual microorganismos sao cultivados para pro-
duzir um produto, por exemplo, um composto, que € isolado da cultura de
fermentagdo para comercializagao, deixando um residuo de fermentagéo.

O termo “4cido graxo” conforme aqui utilizado significa um acido
monocarboxilico alifatico ou aromatico.

O termo ‘lipidios” conforme aqui utilizado significa gorduras ou
6leos incluindo sem limitacdo os ésteres de glicerideo de acidos graxos junto
com fosfatideos, esterdis, alcodis, hidrocarbonetos, cetonas e compostos
relacionados associados.

O termo “nutriente” conforme aqui utilizado significa qualquer
substancia com valor nutricional. Ele pode ser parte de uma ragao animal ou
de um suplemento alimentar para seres humanos. Nutrientes exemplares
incluem, mas nao sao limitados a gorduras, acidos graxos, lipidios (tais co-
mo fosfatideos), vitaminas, aminoacidos essenciais, peptideos, proteinas,

carboidratos, esterdis, enzimas, e minerais-trago (tais como, ferro, cobre,
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zinco, manganés, cobalto, iodo, selénio, molibdénio, niquel, flior, vanadio,
estanho e silicone). O nutriente pode ser secretado por um microorganismo
modificado em um caldo de fermentagcao ou estar contido dentro do microor-
ganismo (por exemplo, corpos de inclusdo no microorganismo).

“Polipeptideo heterdlogo” ou “proteina heteréloga” significa deri-
vada de (isto é, obtida de) uma entidade genotipicamente distinta do resto da
entidade com a qual ele estd sendo comparado, ou que é geneticamente
indistinto, mas produzido em uma concentragcao anormalmente alta ou baixa
quando comparado a um ambiente ou microorganismo nativo.

O termo “&cido graxo insaturado” conforme aqui utilizado signifi-
ca um acido graxo com 1 a 3 ligacdes duplas e um “acido graxo altamente
insaturado” significa um acido graxo com 4 ou mais ligagdes duplas.

Uma “ragao animal completa” é uma ragao para um animal que
nao requer suplementag¢ao nutricional.

Caracteristicas que aumentam o valor comercial de um residuo
de fermentacao incluem, por exemplo, desejo como ragédo animal e utilidade
aumentada em processos industriais e farmacoldgicos. Caracteristicas que
aumentam o valor como rag¢é&o animal incluem, por exemplo, aumentos nos
nutrientes e caracteristicas fisicas aperfeicoadas. Uma caracteristica fisica
aperfeicoada é aderéncia aumentada, a qual permite que o material seja fa-
cilmente transformado em péletes. Isso pode resultar, por exemplo, de ex-
pressdo de goma ou cera. Outra caracteristica fisica aperfeicoada é densi-
dade aumentada. Isso pode resultar da producao de celulases que decom-
pbe o farelo. Um exemplo de algo que aumenta o valor de um residuo em
um processo industrial € a produgao de polimeros uteis, por exemplo, para
plasticos, tal como &cido polilatico. Um exemplo de algo que aumenta o valor
em um processo farmacoldgico é a produgdo de produtos farmacoldgicos,
tais como antibioticos.

Processo de Fermentacao

“Fermentacao” como aqui utilizada significa um processo de cul-
tivar microorganismos. A fermentagdo pode ser anaerdbica (deficiente em

oxigénio) ou aerdbica (oxigenada). Sob condi¢des aerdbicas, os microorga-
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nismos, tais como células de levedura, podem degradar agucares para pro-
dutos finais tais como CO; e H,O. Sob condicdes anaerdbicas, as células de
levedura utilizam uma via alternativa para produzir CO, e etanol. A reagao
de fermentagcao da presente invencao é preferivelmente anaerdbica, isto é,
parcialmente ou completamente deficiente em oxigénio. A fermentacao tam-
bém pode ser usada para referir-se ao crescimento de uma massa de micro-
organismos em um meio de crescimento onde nao é feita distingdo entre
metabolismo aerdbico e anaerdbico. A fermentagdo pode incluir crescimento
simultdneo de multiplas cepas ou espécies de microorganismos.

A presente invencao também abrange fermentacao de metano. A
fermentagcao de metano pode converter todos os tipos de materiais poliméri-
cos para metano e didxido de carbono sob condi¢gdes anaerdbicas. Isso po-
de ser obtido como um resultado da quebra quimica consecutiva de polime-
ros para metano e didxido de carbono em um ambiente no qual uma varie-
dade de microorganismos incluindo micrébios fermentativos (acidégenos),
micrébios produtores de hidrogénio, formadores de acetato (acetdégenos), e
micrébios produtores de metano (metandgenos), crescem harmoniosamente
e produzem os produtos finais reduzidos.

A fermentacao de metano € a consequiéncia de uma série de in-
teragdes metabdlicas entre varios grupos de microorganismos. Os microor-
ganismos secretam enzimas que fragmentam materiais poliméricos e hidroli-
sam os polimeros e fragmentos para monémeros tais como glicose e amino-
acidos, os quais sao subseqientemente convertidos para acidos graxos vo-
lateis maiores, Hy, e acido acético. No segundo estagio, bactérias acetogéni-
cas produtoras de hidrogénio convertem, os acidos graxos volateis maiores,
por exemplo, acidos propidnico e butirico, produzidos, para H,, CO. e acido
acético. Finalmente, o terceiro grupo, bactérias metanogénicas convertem
Hz, CO, e acetato em CH,4 e CO,. Materiais poliméricos tais como lipidios,
proteinas, e carboidratos podem ser primariamente hidrolisados por hidrola-
ses extracelulares secretadas por microorganismos. Enzimas hidroliticas
(lipases, proteinases, celulases, amilases, etc.) podem hidrolisar seus res-

pectivos polimeros em moléculas menores, primeiramente unidades mono-
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méricas, as quais podem entao ser consumidas por microorganismos.

Enzimas tais como, lipases podem converter lipidios para acidos
graxos de cadeia longa. clostridios e 0s micrococos sao os exemplos de
produtores de lipases extracelulares. As proteinas podem ser hidrolisadas
usualmente para aminoacidos por proteases, secretadas por Bacteroides,
Butyrivibrio, Clostridium, Fusobacterium, Selenomonas e Streptococcus. Os
aminoacidos produzidos podem entao ser degradados para acidos graxos
tais como acetato, propionato, e butirato e para amdnia como encontrado em
Clostridium, Peptococcus, Selenomonas, Campylobacter e Bacteroides.

Polissacarideos tais como celulose, amido, e pectina podem ser
hidrolisados por celulases, amilases e pectinases. A maioria das bactérias
anaerdbias sofrem metabolismo de hexose através da via de Emden-
Meyerhof-Parnas (EMP) a qual produz piruvato como um intermediario junto
com NADH. O piruvato e o NADH assim gerados podem entao ser transfor-
mados em produtos finais de fermentacao tal como lactato, propionato, ace-
tato e etanol por outras atividades enzimaticas que podem variar com espé-
cies de microorganismos.

Dessa forma, na hidrdlise e acidogénese, acucares, aminoaci-
dos, e acidos graxos produzidos por microorganismo pela degradagcao de
biopolimeros sdo metabolizados para endoprodutos de fermentagao tais co-
mo lactato, propionato, acetato, diéxido de carbono, e etanol por outras ativi-
dades enzimaticas que variam com a espécie de microorganismo. Metané-
genos, tais como Methanosarcina spp. e Methanothrix spp., também séao
produtores de metano na digestao anaerdbica. Embora o acetato e Ho/CO;
sejam os principais substratos disponiveis no ambiente natural, formato, me-
tanol, metilaminas e CO também podem ser convertidos para CHa.

A figura 1 é um fluxograma de um processo de fabricagdo de e-
tanol que resulta na producao de residuos de fermentagao que incluem, mas
nao sao limitados a grao seco de destilador com soluveis ou sélidos (DDGS)
de acordo com a invenc¢ao. Muitos produtos de ragcao podem resultar do pro-
cesso de fabricacdo de etanol que frequentemente utiliza milho como 0 ma-

terial inicial, por exemplo, conforme ilustrado, mas deve ser compreendido
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que outras fontes de carboidrato ou amido tais como outros produtos de grao
também podem ser incorporados a invencao.

A. Fontes de Carbono
Os processos de fermentagcao desta invencao prosseguem por

fornecer aos microorganismos uma fonte de carbono na qual eles podem
crescer. Em certas modalidades, os microorganismos direcionam carbono
destas fontes de carbono para dentro de vias enzimaticas que produzem
quimicos industriais. Por exemplo, a levedura converte glicose em etanol
através da via de glicdlise. H4 uma variedade de fontes de carbono que po-
dem ser usadas no processo de fermentacgéo da presente inven¢do. Em uma
modalidade, a fonte de carbono é uma biomassa, isto é, material de planta.
A matéria-prima para a maior parte da producéo de alcool inclui um cultivo
ou derivado de cultivo, incluindo graos e frutos. O material pode ser inteiro
ou pode ser processado, por exemplo, por moagem ou trituracdo. Por exem-
plo, a fonte de carbono pode incluir milho, trigo, milo, aveia, cevada, arroz,
centeio, sorgo, batata, soro de leite, beterraba, inhame, mandioca, frutas,
sucos de fruitas, e cana de agucar. As fontes de carbono usadas no proces-
so de fermentagcao da presente invencao podem ser naturais, modificadas
quimicamente, ou modificadas geneticamente. Os exemplos de fonte de car-
bono que pode ser fermentada por microorganismos modificados da presen-
te invengdo incluem, mas nao sao limitados a milho, canola, alfafa, arroz,
centeio, sorgo, girassol, trigo, soja, tabaco, batata, amendoim, algodéo, bata-
ta doce, mandioca, café, coco, arvores de citricos, cacau, cha, frutas tais
como banana, figo, abacaxi, goiaba, manga, aveia, cevada, vegetais, orna-
mentais, e coniferas. Fontes de carbono preferiveis sao plantas de cultivo,
por exemplo, cereais, e “graos”, milho, trigo, milo, aveia, amaranto, arroz,
sorgo, paingo, mandioca, cevada, ervilha, tapioca, batatas, e outras raizes
de tubérculos ou sementes de cultivo. Uma biomassa na forma de residuos
da agricultura tal como restos de milho, talo de arroz, adubo, etc., e cultivos
de biomassa tais como grama ou choupo, salgueiros e ainda residuos muni-
cipais tais como jornais podem ser convertidos em alcool.

A fonte de carbono pode incluir qualquer fonte de carbono apropriada tal
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como madeira, restos de papel, adubo, soro de queijo, melado, beterraba ou
cana de acucar. Esta fonte de carbono pode incluir xarope de milho nao-
hidrolisado ou amido de milho que é uma fonte de carbono barata. A fonte
de carbono pode incluir didxido de carbono para anaerdbios tais como ace-
togenos e metanégenos, e para microorganismos fotossintéticos.

Um material partida que contém carbono preferido para a fer-
mentacdo é mitho e em particular amido de milho. O milho tem cerca de dois
tergos de amido, o qual é convertido durante um processo de fermentagéo e
destilagdo em etanol e didxido de carbono. Os nutrientes restantes ou resi-
duos de fermentagdo podem resultar em sollveis de destilador condensados
ou graos de destilador tal como DDGS, o qual pode ser usado em produtos
de reagao. Em geral, o processo envolve uma etapa de preparagéo inicial de
trituragédo ou moagem seca do milho. O milho processado é entdo submetido
a hidrélise e enzimas adicionadas para quebrar o componente de amido prin-
cipal € uma etapa de sacarificagdo. A etapa seguinte da fermentacao é deixa-
da ocorrer pela adigdo de um microorganismo modificado (por exemplo, leve-
dura) fornecido de acordo com uma modalidade da invengédo para produzir
produtos gasosos tal como diéxido de carbono. A fermentagdo é conduzida
para a produgéo de etanol o qual pode ser destilado do caldo de fermentacéo.
O resto do meio de fermentagao pode ser entdo seco para produzir residuos
de fermentacéo incluindo DDGS. Esta etapa geralmente inclui um processo
de separagéao solido/liquido por centrifugagao em que um componente de fase
sélida pode ser coletado. Outros métodos incluindo técnicas de filtracéo e se-
cagem por atomizagdo podem ser empregados para efetuar tal separagéo. Os
componentes da fase liquida podem ser submetidos posteriormente a uma
etapa de evaporacdo que pode concentrar subprodutos soltveis, tais como
agucares, glicerol e aminoécidos, antes de serem recombinados com o com-
ponente da fase sdlida para serem secos como residuos de fermentacdo. De-
ve ser compreendido que as composi¢des em questdo podem ser aplicadas
a fabricas de etanol novas ou ja existentes com base na trituragéo seca para
fornecer um processo de produgdo de etanol integrado que também produz

residuos de fermentagdo com valor aumentado.
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Residuos de fermentacao preferidos produzidos de acordo com
a presente invencao tém um valor comercial mais elevado do que os resi-
duos de fermentacao convencionas. Por exemplo, os residuos de fermenta-
¢ao podem incluir solidos secos intensificados tal como DDGS com contetdo
de aminoacido e de micronutrientes melhorado. Um produto de DDGS de
“cor dourada” pode entao ser fornecido, o qual geralmente indica maior di-
gestibilidade de aminoacido em comparagdo a DDGS de cor mais escura.
Por exemplo, DDGS de cor clara pode ser produzido com uma concentragao
de lisina aumentada de acordo com uma modalidade preferivel aqui contida
em comparagdo com um produto de cor mais escura geralmente com menor
valor nutricional. A cor dos produtos tende a ser um importante fator ou indi-
cador na avaliagao da qualidade e digestibilidade do nutriente dos residuos
de fermentagdo ou DDGS. A cor é usada como um indicador da exposicao a
excesso de calor durante a secagem causando caramelizagdo e reagoes de
Millard dos grupos amina livres e agucares, reduzindo a qualidade de alguns
aminoacidos.

As etapas basicas em um processo de fabricagao de etanol por
trituracdo ou moagem seca como mostrado na figura 1 podem ser descritas
como segue: trituragao ou moagem do milho ou outro produto de grao, saca-
rificacédo, fermentacao, e destilagao. Por exemplo, sementes de milho inte-
rais podem ser trituradas ou moidas tipicamente com moinhos de martelo ou
moinhos de cilindro. O tamanho da particula pode influenciar da hidratagao
do cozimento e subsequente conversao enzimatica. O milho triturado ou mo-
ido pode entao ser misturado com agua para fazer uma massa que é cozida
e resfriada. Pode ser util incluir enzimas durante as etapas iniciais desta
conversao para diminuir a viscosidade do amido gelatinizado. A mistura po-
de entdo ser transferida para um reator de sacarificagao, mantida em tempe-
raturas selecionadas tal como 40°C (104°F), onde o amido é convertido pela
adicao de enzimas de sacarificagdo a agucares fermentaveis tal como glico-
se ou maltose. A massa convertida pode ser resfriada para temperaturas
desejadas tal como 28,9°C (84°F), e alimentada em reatores de fermentagao

onde os acucares fermentaveis sao convertidos em diéxido de carbono pelo
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uso de cepas selecionadas de leveduras aperfeicoadas fornecidas de acordo
com a invengdo, o que resulta em residuos de fermentagao mais nutritivos
em comparagado com ingredientes mais tradicionais tais como leveduras de
Saccharomyces. A cerveja resultante pode ser quebrada para separar o dio-
xido de carbono e o liquido resultante pode ser alimentado em um sistema
de recuperacao que consiste em colunas de destilagdo e uma coluna de ar-
rastamento. O fluxo de etanol pode ser direcionado para uma peneira mole-
cular onde a agua restante é removida usando tecnologia de adsorgcédo. O
etanol purificado, desnaturado com uma pequena quantidade de gasolina
pode produzir etanol de grau combustivel. Outro produto pode ser produzido
por purificag@o adicional do etanol destilado inicial, para remover impurezas,
resultando etanol a cerca de 99,95% para usos como nao-combustiveis.

Toda a vinhaga pode ser retirada do fundo da unidade de desti-
lacdo e centrifugada para produzir graos umidos (DGW) e vinhaga diluida
(liquida). O DGW pode deixar a centrifuga com 55-65% de umidade, e pode
ainda ser vendido como ra¢ao para gado ou seco como residuos de fermen-
tacao intensificados fornecidos de acordo com a invengéo. Os residuos in-
cluem um produto final intensificado que pode ser referido aqui como graos
secos de destilador (DDG). Usando um evaporador, a vinhacga diluida (liqui-
da) pode ser concentrada para formar soluveis de destilador, os quais po-
dem ser adicionados de volta e combinados com um fluxo de processamento
de graos de destilador e secos. Este produto combinado de acordo com uma
modalidade preferivel da inven¢dao pode ser vendido como um residuo de
fermentacao aperfeicoado ou graos secos de destilador com . sollveis
(DDGS) tendo melhor conteudo de aminoacido e micronutrientes. Deve ser
compreendido que varios conceitos da invengdao podem ser aplicados a ou-
tros processos de fabricagdo e fermentacdo e etanol conhecidos no campo
diferentes daqueles ilustrados aqui.

Um exemplo ilustrativo de processo de producao de etanol da
presente inveng¢do € mostrado na figura 7. .

A presente invencao também compreende fermentagdes reali-

zadas em um processo de trituragao umida. Um processo de trituragdo umi-
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da envolve realizar o processamento antes da fermentacao a fim de criar um
material de entrada mais puro para o processo de fermentacao. Por exem-
plo, com milho, o processo de fermentagdo umida € usado para remover 0
gérmen, a fibra e o gluten deixando uma pasta fluida de amido que é subme-
tida a fermentacdo. Uma vantagem para o processo de trituragdo umida é
que ele torna possivel recuperar a levedura no final da fermentagao e usar a
levedura em fermentag¢des subseqiientes. Além disso, 0 processo pode ser
feito para comecgar rapidamente por causa de altas concentragcdes de leve-
dura, e as concentragcdes de levedura mais elevadas pode ajudar a evitar
que 0s organismos indesejados cresgam.

Uma modalidade da invencdo € um método para fermentar subs-
tdncias separadamente, e misturar os materiais fermentados para se obter
produtos de fermentacao melhorados. Apds tal mistura, processamento pos-
terior, incluindo fermentagéo-adicional pode ser realizado. Historicamente, a
fermentacao tem sido feita em um unico estagio de fermentagao, e alguns
casos, fermentacao por multiplas condi¢des sequencialmente. A fermenta-
cdo em multiplos estagios aumenta a habilidade de se produzir diferentes
produtos de fermentagdo sob multiplas condi¢des, por exemplo, anaerdbicas
e aérébicas.

Fermentagdo convencional € realizada apenas por etapas de
fermentacao seqlenciais. Por exemplo, na produgdo de cerveja, malte e iu-
pulo sdo fermentados juntos em um unico estagio ou em multiplas etapas.
Geralmente, apds a fermentagédo primaria, alguns.produtos de fermentagao
sao removidos e o restante é submetido a processos de fermentacao adicio-
nais. Apds as etapas de fermentagao adicionais, a cerveja obteve as carac-
teristicas desejadas e pode ser engarrafada. Na industria de vinhos, a fer-
mentacdo é usada para converter agucares em alcool. Isto tambem é feito
apenas sequlencialmente. Apos a fermentagé@o primaria, alguns produtos de
fermentacao sao removidos e o restante é submetido a processos de fer-
mentacado adicionais. Freqlentemente mais do que um substrato € fermen-
tado. Por exemplo, a fermentacao secundaria é freqlientemente empregada

para fermentar 4cido malico para acido latico na fermentacao malolatica.
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Na industria do etanol combustivel é pratica comum realizar uma
unica fermentacao para converter os carboidratos presentes em etanol. Tal
processo esta ilustrado na figura 8. Esta etapa converte mais do que 90% do
amido disponivel para os produtos, tais como etanol e didxido de carbono.
Sabe-se dentro da industria que levedura pode ser cultivada rapidamente
nos tanques de “semeadura” sob circunstancias para se atingir biomassa
elevada, conteudo elevado de esterol, e/ou 0 nimero elevado de células de
levedura. Estas fermentagdes em “semeadura” alimentam entao processos
subsequlentes de fermentacdao de etanol. A fermentacdo continua nos tan-
ques seqlienciais € um unico processo de fermentacdo, e consegue 0s
mesmos resultados de fermentagdo que uma Unica fermentacdo em um uni-
co tanque. A fermentacéo adicional foi considerada para compostos residu-
ais do fermento adicionais.

A presente invengao envolve o processo de fermentacao que é
fermentacdo em paralelo sob condi¢cbes diferentes para produzir diferentes
subprodutos de fermentacdo. Os diferentes subprodutos de fermentacéo
podem entao ser combinados para processamento adicional, tal como extra-
cao, destilagao, fermentagao adicional, remogao de agua ou secagem.

Uma modalidade da inveng¢ao € um processo de fermentagdo em
que pelo menos duas fermentagdes diferentes sao conduzidas separada-
mente e combinadas para gerar a melhoria no processo geral de fermenta-
¢cao. As fermentagdes podem ser sincronizadas ou assincronas. Praticas de
fermentagdo podem requerer que as fermentagdes ndao sejam de duragao
idéntica. Uma ou mais das fermentacdes pode ser uma fermentagao conti-
nua. As fermentagOes paralelas sao conduzidas diferentemente, no proces-
S0, ou na composi¢ao. Estas diferencas podem incluir um ou mais do se-
guinte; aerobica, anaerdbica, crescimento elevado, crescimento baixo, bio-
massa elevada, biomassa baixa, expressdo génica desreprimida, expressao
génica reprimida, eucariético, procariético, metabolismo baixo, metabolismo
elevado. Os meios nas fermentacoes paralelas podem também ser diferen-
tes, por exemplo, incluindo por variar mais das seguintes propriedades: con-

centragao, composigao, pH, micronutrientes, viscosidade, processos de fer-
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mentagao, taxas de inoculagédo, temperatura, agitagdo, fluxo, suspensao,
pressao, ou tempos de fermentagao diferentes. Uma modalidade da inven-
¢ao ¢ usar as diferentes condi¢bes para obter fermentacdo assincrona, com
as diferentes fermentagbes paralelas tendo uma ou mais das seguintes ca-
racteristicas: mais rapida/mais lenta, continua vs. ndo-continua, continua vs.
batelada, batelada vs. batelada, uso de pequenas instalagdes de fermenta-
¢ao para fermentagbes de crescimento répido, uso de grandes instalagdes
de fermentagao para fermentagoes de crescimento lentas.

A fermentagédo em paralelo da presente invengdo permite a pro-
ducao de produtos que podem ser dificeis ou caros demais para produzir em
um unico estagio, ou fermentagédo continua. Por exemplo, a levedura (Sac-
charomyces cerevisiae) cresce mais rapidamente na presenca de oxigénio
do que em sua auséncia. Assim, se um produto contendo uma proporcao
elevada de levedura for desejado, pode ser vantajoso conduzir fermentagdes
paralelas, em que uma das fermentag¢des foi conduzida aerobicamente para
gerar um rendimento elevado de biomassa de levedura, enquanto uma fer-
mentagao paralela foi conduzida anaerobicamente para gerar uma concen-
tracao elevada de um produto anaerdbico, por exemplo, etanol. Isto é ilus-
trado esquematicamente na figura 9. Este processo permite o resultado de-
sejado, residuo de fermentacdo contendo alto contetido de levedura, e a
produgao simultanea de etanol.

As fermentagbes paralelas da presente invengdo também permi-
tem a combinagéo dos dois fluxos de fermentagédo antes de processamento
adicional para gerar produtos. A figura 10 mostra este processo generaliza-
do. O processo 1 pode ser uma terceira etapa da fermentagéo para remover
0s compostos residuais nao-fermentaveis por Saccharomyces cerevisiae. A
figura 11 ilustra um processo da presente invengdo que permite o pré-
processamento das matérias-primas em diferentes fluxos. Este processo
pode permitir a fermentagao da fibra do milho a partir da semente do milho
atraves da conversao direta da celulose ou da fermentagdo por um microor-
ganismo fermentador de celulose, tal como Hypocrea jecorina. |

Uma modalidade preferida é utilizar enzimas celulase para con-
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verter a celulose a glicose. A glicose pode entdo ser fermentada através de
leveduras comuns. Pode ser desejavel executar esta fermentagdo sob con-
dicbes diferentes para permitir a converséo rapida da celulose em glicose. O
amido poderia ser fermentado na fermentagio 2 para etanol e nos resuita-
dos combinados para processamento adicional.

Outra modalidade preferida da invengdo é mostrada na figura 12,
que ilustra um fluxo de fracionamento mais completo. O fracionamento in-
tensificado é seguido de processamento intensificado. Como nas outras mo-
dalidades, a fermentag&o 1 pode ser aerébica, e a fermentacdo 2 pode ser
anaerbbica. O processo 1 pode ser a concentracdo dos caldos da fermenta-
¢ao para produzir etanol, o processo dois pode incluir secagem, evaporacao,
e a conversao de acidos graxos em biodiesel.

Outra modalidade da invencdo é mostrada na figura 13 para trés
fermentagbes paralelas. Uma modalidade preferida, a primeira fermentagao
é fermentagdo aerdbica do amido, a segunda fermentagédo, a fermentacéo
anaerdbica do amido e a terceira fermentagdo a conversdo da celulose para
etanol, ou pode ser a conversao dos 6leos no biodiesel.

Uma vantagem adicional para o método paralelo de fermentagao
€ a habilidade de conduzir fermentacdes de forma nao-sincronizada. Por
desacoplar os processos de fermentagdo, cada fermentacdo pode ser con-
duzida sob condi¢cGes otimas. Em particular, fermentagdes que sdo rapidas
podem ser conduzidas em instalagbes separadas projetadas para cresci-
mento rapido. Estas instalages incluem tanques menores, melhor regula-
mento de temperatura (refrigeragdo), dosagem de nutriente intensificada, e

fluxo de fluido intensificado para crescimento melhorado, alimentacgao, e tro-

-~ ca de metabdlitos.

O processo de fermentagao paralela da presente invengéo pode
ser usado melhorar produtos, por exemplo, ter instalages de fermentacédo
separadas para realizar fermentacdes de condigbes diferentes tem grande
utilidade na produgc&o moderna do biocombustivel. Separar os processos de
fermentacé@o permite fermentagdes com diferentes niveis de oxigénio, com-

posicao de nutrientes diferente, niveis de expressdo génica diferentes, pH
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diferente, meios diferentes, temperatura diferente, modos de crescimento
diferentes, para producdo de subprodutos diferentes, para taxas de cresci-
mento e niveis diferente, e para organismos diferentes.

Em outra modalidade da invengao, uma fermentagao anaerdbica
com levedura em amido de milho, ou farelo de milho, é realizada para pro-
duzir um subproduto metabdlico sob condi¢des que limitaram o crescimento
de biomassa, permitindo que as células dobrem ou quadrupliquem em 46 a
48 horas. Uma fermentagédo separada, executada em paralelo estaria sob
condigdes diferentes. Por exemplo, uma cepa diferente de levedura poderia
ser cultivada aerobicamente sobre um substrato com nutrientes adicionais
para suportar o crescimento aerdbico para rendimento elevado de biomassa
(biomassa de 10%). A segunda fermentagao poderia beneficiar-se da aera-
cao intensificada, suspensao intensificada, pH diferente, antibidticos adicio-
nais para suprimir as bactérias aerdbicas, e de refrigerar intensificada. Esta
fermentagéo pode levar 72 horas para terminar por causa das caracteristicas
diferentes de crescimento, do limite mais elevado de crescimento da bio-
massa, e de uma redugao na inibicdo do crescimento dos subprodutos me-
tabdlicos, tal como o etanol. Separar as fermentacdes em processos sepa-
rados permite a produgao intensificada e valor intensificado aos produtos da
fermentacgao.

Racao Animal

Outro aspecto da presente invengao é dirigido para ragdes ani-
mais completas com uma concentragdo intensificada de nutrientes que in-
cluem microorganismos modificados caracterizados por uma concentragdo
intensificada de nutrientes tais como, mas néo limitados a, gorduras, acidos
graxos, lipidios tal como o fosfolipidio, vitaminas, aminoacidos essenciais,
peptideos, proteinas, carboidratos, esterdis, enzima, e minerais-traco tais
como, ferro, cobre, zinco, manganés, cobalto, iodo, selénio, molibdénio, ni-

quel, fluor, vanadio, estanho e silicone.
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Residuos da fermentacao

Em um processo de fermentacdo da presente invencdo, uma
fonte de carbono pode ser hidrolisada aos seus agucares componentes por
microorganismos modificados para produzir alcool e outros produtos gaso-
sos. O produto gasoso inclui didéxido de carbono e o &lcool inclui etanol. Os
residuos de fermentagéo obtidos apds a reagdo de fermentacdo séo tipica-
mente de um valor comercial mais elevado. Em um aspecto, os residuos da
fermentagdo contém os microorganismos modificados que tém contetdo de
nutrientes maior do que aqueles residuos deficientes nos microorganismos
modificados. Os microorganismos modificados podem estar presentes em um
sistema de fermentacdo, no caldo da fermentagdo e/ou na biomassa da fer-
mentagdo. O caldo e/ou a biomassa da fermentacdo podem ser secos (por
exemplo, secos por atomizagdo), para produzir os residuos de fermentagéo
com um conteudo aumentado dos contetdos nutritivos.

Por exemplo, os sdlidos exauridos secos recuperados depois do
processo da fermentagao sédo aumentados de acordo com a invengao para
fornecer DDG ou DDGS melhorado (geralmente referido como gréo seco de
destilador com soluveis). Estes residuos de fermentagdo sdo geralmente
nao-téxicos, biodegradaveis, facilmente disponiveis, baratos, e ricos em nu-
trientes. A escolha do microorganismo e das condi¢gdes de fermentagdo é
importante para produzir uma toxicidade baixa ou residuos de fermentagéo
n&o-tdxicos para 0 uso como uma ragao ou um suplemento nutritivo. Embora
a glicose seja principal agucar produzido a partir da hidrélise do amido dos
gréos, ela ndo é o unico agucar produzido geralmente em carboidratos. Ao
contrario do DDG produzido a partir do processo tradicional de produgéo de
etanol com moagem seca, que contém uma quantidade grande de carboidra-
tos nédo-amido (por exemplo, tanto quanto 35% de celulose e arabinoxilanos
medidos como fibra detergente neutra, em peso seco), os residuos de fer-
mentagcao enriquecidos com nutriente em questao produzidos pela hidrélise
enzimatica dos carboidratos ndo-amido sdo mais saborosos e digestiveis
para o0 nao-ruminante.

A composi¢do dos residuos de fermentagdo enriquecidos com
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nutriente da presente invengéo pode ser diferente daquela de DDG e de ou-
tros subprodutos de destilador produzidos a partir do processo tradicional de
producao de etanol com moagem seca, os quais sdo obtidos através da fer-
mentagao do amido atual no milho triturado sem os microorganismos modifi-
cados em questdo. O residuo de fermentacdo enriquecido com nutrientes
desta invencéo pode ter um contetido de nutriente de pelo menos cerca de
1% a cerca de 95% em peso. O conteudo de nutriente estéa preferivelmente
na faixa de pelo menos de cerca de 10% a 20%, 20% a 30%, 30% a 40%,
40% a 50%, 50% a 60%, 60% a 70%, e 70% a 80% em peso. O contetdo de
nutriente disponivel pode depender do animal ao qual é alimentado e do
contexto do restante da dieta, e do estagio no ciclo de vida do animal. Por
exemplo, o gado de corte requer menos histidina do que vacas leiteiras. A
sele¢cdo do conteudo de nutriente adequado para alimentar animais é bem
conhecida daqueles versados na técnica.

Os residuos de fermentacdo podem ser preparados como um pro-
duto de biomassa seco por atomizagao. Opcionalmente, a biomassa pode ser
separada por métodos conhecidos, tais como centrifugagao, filtragdo, separa-
¢ao, decantagéo, uma combinagdo de separacdo e decantacio, ultrafiltragéo
ou microfiltragéo. Os residuos da fermentacdo da biomassa podem ainda ser
tratados adicionalmente para facilitar a passagem pelo rimen. Em uma modali-
dade, o produto da biomassa pode ser separado do meio da fermentacéo, seco
por atomizagdo, e opcionalmente tratado para modular a passagem pelo ru-
men, e adicionado a ra¢gdo como uma fonte nutritiva. Além de produzir residuos
de fermentagdo enriquecidos nutricionalmente em um sistema de fermentacgéo
que contém microorganismos modificados, os residuos de fermentagéo enri-
quecidos nutricionalmente também podem ser produzidos em sistemas de plan-
tas transgénicas. Métodos para produzir sistemas de plantas transgénicas séo
conhecidos na técnica. Alternativamente, onde o hospedeiro do microorganis-
mo modificado excreta os conteudos nutritivos, o caldo enriquecido nutricional-
mente pode ser separado da biomassa produzida pela fermentacéo e o caldo
clarificado pode ser usado como um ingrediente da ragao animal, por exemplo,

na forma liquida ou na forma seca por atomizagéo.
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Os residuos da fermentagao obtidos apds a reacado de fermenta-
¢ao usando microorganismos modificados podem ser usados como uma ra-
¢ao animal ou como suplemento alimentar para seres humanos. Os residuos
da fermentacao incluem pelo menos um ingrediente que tem um contetido
nutritivo aumentado o qual é derivado de uma fonte ndo-animal (por exem-
plo, uma bactéria, levedura, e/ou planta). Em patrticular, os residuos da fer-
mentagdo sao ricos em pelo menos uma ou mais dentre gorduras, acidos
graxos, lipidios tal como fosfolipidio, vitaminas, aminoacidos essenciais, pep-
tideos, proteinas, carboidratos, esteréis, enzimas, e minerais-trago tais co-
mo, ferro, cobre, zinco, manganés, cobalto, iodo, selénio, molibdénio, niquel,
fldor, vanadio, estanho e silicone. Preferivelmente, os peptideos contém pelo
menos um aminoacido essencial. Preferivelmente, os aminoacidos essenci-
ais sao encapsulados dentro de um microorganismo modificado em questdo
usado em uma reacao de fermentacao. Mais preferivelmente, os aminoéci-
dos essenciais sao contidos nos polipeptideos heterélogos expressos pelo
microorganismo. Onde desejado, os polipeptideos heterélogos sao expres-
sos e armazenados nos corpos de inclusdo em um microorganismo fermen-
tativo adequado (por exemplo, levedura).

B. Composicbes de racdo animal

Em um aspecto, os residuos de fermentacdo modificados em
questdo tém um conteudo nutritivo elevado. Em conseqliéncia, uma porcen-
tagem mais elevada dos residuos de fermentagcdo pode ser usada em uma
ragdo animal completa. Em algumas modalidades, a composicdo da ragdo
compreende pelo menos cerca de 15% de residuos de fermentagdo em pe-
so. Em uma ragdo completa, ou dieta, este material serd alimentado com
outros materiais. Dependendo em cima do conteudo nutritivo dos outros ma-
teriais, e/ou das exigéncias nutricionais do animal ao qual a ragao é fornecida,
os residuos de fermentagdo modificados podem variar de 15% da ragédo a
100% da ragdo. Em algumas modalidades, os residuos de fermentacdo em
questé@o podem fornecer menor porcentagem de mistura devido ao alto conte-
udo de nutrientes. Em outras modalidades, os residuos de fermentagdo em

questdo podem fornecer uma fragdo muito alta da racdo, por exemplo mais de
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75%. Em modalidades adequadas, a composi¢cao de ragdo compreende pelo
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos cerca de 30%,
pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de 40%, pelo menos cerca de
45%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca
de 70%, ou pelo menos cerca de 75% do residuo de fermentacdo em ques-
tao. Geralmente, a composi¢ao de ragdo compreende pelo menos cerca de
20% de residuos da fermentagéo pelo peso. Mais geralmente, a composicao
de ragcdo compreende pelo menos cerca de 15 a 25%, 25 a 20%, 20 a 25%,
30% a 40%, 40% a 50%, 50% a 60%, ou 60% a 70% em peso de residuos de
fermentagdo. Onde desejado, os residuos de fermentagdo em questiao podem
ser usados como uma unica fonte da ragao, particularmente para aves do-
mésticas (por exemplo, galinha, patos e gansos) e porcos. Um nutriente pode
também ser adicionado a ragéo contendo os residuos de fermentacao.

A ragao animal completa pode ter conteido de aminoacido au-
mentado no que diz respeito a um ou mais aminoécidos essenciais para uma
variedade de finalidades, por exemplo, para a produgéo de leite, para o au-
mento do peso e para melhoria geral da saude de animais. A ragdo animal
completa pode ter um conteudo de aminoacido aumentado por causa da pre-
sen¢a de aminoacidos livres e/ou da presenca de proteinas ou peptideos que
incluem um aminoéacido essencial, nos residuos da fermentagdo. Os aminoa-
cidos essenciais podem incluir histidina, lisina, metionina, fenilalanina, treoni-
na, isoleucina, e/ou triptofano, os quais podem estar presentes na racdo ani-
mal completa como um aminoécido livre ou como parte de uma proteina ou de
um peptideo que é rico no amino&cido selecionado. Pelo menos um peptideo
ou uma proteina rica em aminoacido essencial pode ter pelo menos 1% de
residuos de aminoacido essencial do total dos residuos de aminoacido no
peptideo ou na proteina, pelo menos 5% de residuos de aminoacido essencial
do total de residuos de aminoacido no peptideo ou proteina, ou pelo menos
10% de residuos de aminoacido essencial do total de residuos de aminoéacido
na proteina. Por dar uma dieta balanceada em nutrientes aos animais, é feito
uso maximo do contelido nutritivo, requerendo menos ragdo para conseguir

taxas de crescimento comparaveis, producdo de leite, ou uma redugdo nos
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nutrientes presentes nos excretas reduzindo a biocarga dos dejetos.

Uma racao animal completa com um conteddo aumentado de um
aminoacido essencial pode ter um contetido de aminoacido essencial (inclu-
indo aminoacido essencial livre e aminodcido essencial presente em uma
proteina ou peptideo) de pelo menos de 2,0% em peso em relagédo ao peso
da proteina bruta e do contetido de aminoacido total, e mais adequadamente
pelo menos 5,0% em peso em relagdo ao peso da proteina bruta e do con-
teudo total de aminoacido. A composicdo de ragdo animal completa inclui
outros nutrientes derivados de microorganismos modificados incluindo, mas
nao limitados a, gorduras, acidos graxos, lipidios tal como fosfolipidio, vita-
minas, carboidratos, esteréis, enzimas, e minerais-trago.

A composigao de ragéo animal completa pode incluir a composi-
¢ao na forma de ragdo completa, composicdo na forma concentrada, com-
posi¢ao na forma misturada, e composigéo na forma de base. Se a composi-
¢ao estiver na forma de uma ragdo completa, o nivel percentual de nutrien-
tes, onde os nutrientes sao obtidos do microorganismo modificado em um
residuo de fermentagdo, pode ser cerca de 10 a cerca de 25 por cento, mais
adequadamente cerca de 14 a cerca de 24 por cento; enquanto que, se a
composicao estiver na forma de um concentrado, o nivel nutrientes pode ser
de cerca de 30 a cerca de 50 por cento, mais adequadamente cerca de 32 a
cerca de 48 por cento. Se a composicéo estiver na forma de uma mistura, o
nivel de nutrientes na composigdo pode ser de cerca de 20 a cerca de 30
por cento, mais adequadamente cerca de 24 a cerca de 26 por cento; e se a
composigao estiver na forma de uma mistura de base, o nivel de nutrientes
na composi¢ao pode ser de cerca de 55 a cerca de 65 por cento. A menos
que indicado de outra maneira aqui, as porcentagens sio indicadas em uma
base de porcentagem do peso. Se 0 DDGS for elevado em um Unico nutrien-
te, por exemplo Lys, ele sera usado como um suplemento em uma taxa bai-
xa; se for balanceado nos aminodacidos e nas vitaminas, por exemplo, vita-
mina A e E, ele serd uma ragdo mais completa e sera alimentado em uma
taxa mais elevada e suplementado com um estoque de reacdo com poucos

nutrientes e pouca proteina, como forragem de milho.
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A composicao de ragdo pode incluir um peptideo ou uma fracdo
de proteina bruta presente em um residuo da fermentacdo que tém um con-
teudo do aminoacido essencial de pelo menos cerca de 2%. Em modalida-
des adequadas, uma fragdo do peptideo ou da proteina bruta pode ter um
contetido de aminoécido essencial de pelo menos cerca de 3%, pelo menos
cerca de 5%, pelo menos cerca de 10%, pelo menos cerca de 15%, pelo me-
nos cerca de 20%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 40%, e
em modalidades adequadas, pelo menos cerca de 50%. Em algumas modali-
dades, o peptideo pode ser formado de 100% de aminoéacidos essenciais.
Geralmente, a composicédo de' ragao pode incluir uma fragdo de peptideo ou
proteina bruta presente em um residuo de fermentagédo tendo um contetdo de
aminoacido essencial de até cerca de 10%. Mais geralmente, a composic¢éo
de ragao pode incluir uma fragdo de peptideo ou de proteina bruta presente
em um residuo de fermentagao tendo um conteldo do aminoéacido essencial
de cerca de 2 a 10%, 3,0 a 8,0%, ou 4,0 a 6,0%.

A composigao de racao pode incluir uma fracdo de peptideo ou
proteina bruta presente em um residuo de fermentacéo tendo um contetdo
de lisina de pelo menos cerca de 2%. Em modalidades adequadas, a fragdo
de peptideo ou proteina bruta pode ter um contetdo de lisina de pelo menos
cerca de 3%, pelo menos cerca de 5%, pelo menos cerca de 10%, pelo me-
nos cerca de 15%, pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 30%,
pelo menos cerca de 40%, e em modalidades apropriadas, pelo menos cer-
ca de 50%. Tipicamente, a composi¢ao de ragdo pode incluir a fragcdo de
peptideo ou proteina bruta tendo um contetido de lisina de até cerca de
10%. Onde desejado, a composi¢do de ragdo pode incluir uma fragdo de
peptideo ou proteina bruta que tendo um contetddo de lisina de cerca de 2 a
10%, de 3,0 a 8,0%, ou de 4,0 a 6,0%.

A composigao de racado pode incluir nutrientes no residuo de fer-
mentacao de cerca de 1g/kg de sélidos secos a 900g/kg de sélidos secos. Em
algumas modalidades, os nutrientes em uma composicdo de ragdo podem
estar presentes em pelo menos cerca de 2g/kg de sdélidos secos, 5g/kg de
solidos secos, 10g/kg de sélidos secos, 50g/kg de solidos secos, 100g/kg de
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solidos secos, 200g/kg de sdlidos secos, e cerca de 300 g/kg sdlidos secos.
Em modalidades adequadas, os nutrientes podem estar presentes em pelo
menos cerca de 400g/kg de sdlidos secos, pelo menos cerca de 500g/kg de
solidos secos, pelo menos cerca de 600g/kg de sélidos secos, pelo menos
cerca de 700g/kg de sdlidos secos, pelo menos cerca de 800g/kg de solidos
secos e/ou pelo menos cerca de 900g/kg de solidos secos.

A composi¢cao de racao pode incluir um aminoéacido essencial ou
um peptideo que contém pelo menos um aminoéacido essencial presente em
um residuo de fermentacdo que tém um conteudo de cerca de 1g/kg de soli-
dos secos a 900g/kg de sélidos secos. Em algumas modalidades, o aminoa-
cido essencial ou um peptideo que contém pelo menos um aminoacido es-
sencial em uma composi¢do de ra¢do pode estar presente em pelo menos
cerca de 2g/kg de soélidos secos, 5g/kg de sélidos secos, 10g/kg de sdlidos
secos, 50g/kg de sdlidos secos, 100g/kg de sélidos secos, 200g/kg de soli-
dos secos, e cerca de 300 g/kg de sdlidos secos. Em modalidades adequa-
das, o aminoacido essencial ou um peptideo que contém pelo menos um
aminodcido essencial pode estar presente em pelo menos cerca de 400g/kg
de sdlidos secos, pelo menos cerca de 500g/kg de sélidos secos, pelo me-
nos cerca de 600g/kg de solidos secos, pelo menos cerca de 700g/kg de
solidos secos, pelo menos cerca de 800g/kg de sélidos secos e/ou pelo me-
nos cerca de 900g/kg de sdlidos secos.

A composig¢ao de ragao pode incluir uma fonte de aminoacido com
prote¢cao contra 0 rumen de origem nao-animal que pode incluir a lisina com
protega@o contra o rumen ou outros aminoacidos essenciais e/ou uma proteina
ou peptideo rico em aminoacido com prote¢do contra o rumen, mais preferi-
velmente uma proteina ou um peptideo do rico do aminoéacido essencial. O
aminoacido essencial livre ou a proteina ou o peptideo rico em aminoéacido
essencial podem ser protegidos do rumen por reagir com pelo menos o um
carboidrato redutor (por exemplo, um agucar redutor) ou com pelo menos um
acido graxo. Carboidratos redutores adequados podem incluir xilose, lactose,
elou glicose. Acidos graxos adequados podem incluir 6leos vegetais pelo me-

nos parcialmente hidrogenados, tal como 6leo de soja. A fonte de aminoacido
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com protecao contra o rumen pode ser capaz de liberar pelo menos cerca de
40% de aminoacido com protecdo contra o rimen pdés-ruminalmente. Mais
geralmente, a fonte de aminoacido com prote¢ao contra o rimen pode ser
capaz de liberar pelo menos cerca de 50%, 60%, 70%, 80%, ou 90% de ami-
noacido com prote¢ao contra o rimen pés-ruminalmente.

A composi¢do de racdo animal completa pode conter residuos
de fermentagé@o enriquecidos com nutrientes na forma de uma biomassa
formada durante a fermentagdo e pelo menos um componente nutriente adi-
cional. Em outro exemplo, a composicdo de racdo contém um residuo de
fermentagdo enriquecido com nutrientes que é dissolvido e suspenso a partir
de um caldo de fermentagdo formado durante a fermentagéo e pelo menos
um componente nutriente adicional. Em uma modalidade adicional, a com-
posicdo de racao tem uma fragdo de proteina bruta que inclui pelo menos
uma proteina rica em aminoéacido essencial. A composicdo de ragdo pode
ser formulada para liberar um balanco melhorado de aminodcidos essenciais
pos-ruminalmente.

A composi¢ao na forma de ragcdo completa pode conter um ou
mais ingrediente tais como intermediérios de trigo (“mids de trigo”), milho, fa-
relo de soja, farelo de gluten de milho, gréos de destilador ou grios de desti-
lador com soluveis, sal, macrominerais, minerais-trago e vitaminas. Outros
ingredientes potenciais podem geralmente incluir, mas ndo estar limitados a
farelo de girassol, brotos de malte e cascas de soja. A composicédo na forma da
mistura pode conter intermediarios de trigo, farelo de gluten de milho, gréos de
destilador ou grédos de destilador com sollveis, sal, macrominerais, minerais-
trago e vitaminas. Ingredientes alternativos incluiriam geralmente, mas nao se-
riam limitados a, milho, farelo de soja, farelo de girassol, farelo de semente de
algodao, broto de malte e cascas de soja. A composi¢do na forma de base po-
de conter intermediarios de trigo, farelo de gluten de milho, e grios de destila-
dor ou graos de destilador com soluveis. Os ingredientes alternativos incluiriam
geralmente, mas n&o s&o limitados a, farelo de soja, farelo de girassol, broto
de malte, macrominerais, minerais-trago e vitaminas (Messman et al. Publica-

¢ao U.S. N2 2006/0039955, que esta incorporada aqui em sua totalidade).
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Acidos graxos altamente insaturados (HUFAs) em microorganis-
mos modificados, quando expostos a condi¢gdes oxidantes podem ser conver-
tidos em acidos graxos insaturados menos desejaveis ou em &cidos graxos
saturados. Entretanto, a saturacdo de HUFAs de 6mega-3 pode ser reduzida
ou impedida pela introdu¢do de antioxidantes sintéticos ou de antioxidantes
naturais, tais como o beta-caroteno, a vitamina E e a vitamina C, na racao. Os
antioxidantes sintéticos, tais como BHT, BHA, TBHQ ou etoxiquina, ou antio-
xidantes naturais tais como tocoferdis, podem ser incorporados nos produtos
de alimento ou rag&do por adiciona-los aos produtos, ou eles podem ser incor-
porados pela produgao in situ em um organismo adequadamente modificado.
A quantidade de antioxidantes incorporados desta maneira depende, por e-
xemplo, das exigéncias subseqientes do uso, tais como da formulagdo do
produto, dos métodos de empacotamento, e da vida util desejada.

Residuo de fermentagdo ou ragdo completa contendo o residuo
de fermentagdo da presente invencdo, também pode ser utilizado como um
suplemento nutricional para 0 consumo humano se o processo comecgar com
os materiais de entrada de grau humano, e padrées de qualidade para ali-
mentos humanos sejam observados durante todo o processo. O residuo de
fermentagdo ou ragdo completa descrita na invengédo tem alto contetdo nu-
tricional. Os nutrientes, tal como proteina e fibra, estdo associados com die-
tas saudaveis. Podem ser desenvolvidas receitas para utilizar residuos de
fermentagdo ou a ragdo completa da invengéo em alimentos tais como cere-
al, bolachas, tortas, biscoitos, bolos, massa de pizza, molho de verdo, al-
mondegas, vitaminas e qualquer forma de alimento comestivel. Qutra esco-
lha pode ser desenvolver os residuos de fermentagéo ou a racdo completa
da invengdo em petiscos ou uma barra, similares a uma barra de granola
que poderia ser faciimente comida, conveniente para distribuicdo. Uma barra
pode incluir proteina, fibra, gérmen, vitaminas, minerais, do grao, dos nutra-
céuticos tais como glicosamina, HUFAs, ou co-fatores, tais como vitamina Q-
10. O residuo de fermentagdo nutricional da invengdo também pode ser in-
corporado em programas domésticos de alimentacdo tais como merenda

escolar e veiculos para venda de alimentos.
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A racédo animal ou suplemento alimentar para seres humanos
que compreende os residuos de fermentagcdo em questdo pode ser suple-
mentado adicionalmente com sabores desejaveis. A escolha de um sabor
particular depende do animal ao qual a ragao é proporcionada. Os sabores e
aromas, tanto naturais como artificiais, podem ser usados ao fazer racbes
mais aceitaveis e saborosas. Essas suplementacdes podem se misturar bem
com todos os ingredientes e podem estar disponiveis como uma forma de
produto liquido ou seco. Sabores e aromas adequados a ser suplementados
nas ragoes animais incluem, mas ndo sao limitados ao feno-grego, banana,
cereja, alecrim, cominho, cenoura, orégano, horteld, baunilha, anis, rum,
bordo, caramelo, dleos citricos, butirato de etila, anetol, maga, canela, e
qualquer combinagao natural ou artificial disso. Em geral, sabores que inclu-
em feno-grego, banana, e cereja sdo altamente desejaveis para cavalos,
bordo, baunilha e anis para vacas, e rum, baga e coco para porcos. Os sa-
bores e os aromas podem ser trocados entre animais diferentes. Similarmen-
te, uma variedade de sabores da fruta, artificiais ou naturais, pode ser adi-
cionada aos suplementos alimentares que compreendem os residuos de
fermentagdo em questio para o consumo humano.

C. Vida util

A vida util dos residuos de fermentacéo ou da ragdo completa da
presente invengdo pode tipicamente ser mais longa do que a vida uUtil de um
residuo de fermentacdo que é deficiente no microorganismo modificado. A
vida util pode depender de fatores tais como, o contetido de umidade do
produto, quanto ar pode correr através da massa da ragdo, das condi¢es
ambientais e do uso dos conservantes. Um conservante pode ser adicionado
a racao completa para aumentar a vida Util para semanas e meses. Outros
métodos para aumentar a vida util incluem controle similar ao controle da
silagem tal como misturar com outras racdes e embalar, cobrir com plastico
ou ensacar. Condicdes frescas, conservantes e retirar o ar da massa da ra-
¢ao estendem a vida util de subprodutos umidos. A ragao completa pode ser
armazenada em caixas ou sacos de silo. Secar os residuos de fermentagao

umidos ou ragdo completa também pode aumentar a vida util do produto e
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melhorar a consisténcia e a qualidade.

A ragao completa da presente invencéo pode ser armazenada por
longos periodos de tempo. A vida util pode ser estendida por ensilar, adicionar
conservantes tais como acidos organicos, ou misturar com outras alimenta-
¢Oes tais como casca de soja. Caixas de produto ou galpbes de armazena-
mento em massa podem ser usados para armazenar as ragdes completas.

Hl. MICROORGANISMOS MODIFICADOS

Microorganismos adequados que podem ser usados na reagiao

de fermentag¢do da presente invengdo incluem células procariéticas e eucari-
oticas. Microorganismos preferidos produzem uma toxicidade baixa ou uns
residuos de fermentagdo nao-tdxicos para uso como uma ra¢do ou suple-
mento nutricional. Sistemas bioldgicos preferidos incluem sistemas fungicos,
bacterianos, e de microalgas. Sistemas bioldgicos mais preferidos sdo cultu-
ras de células fungicas, mais preferivelmente uma cultura de célula de leve-
dura, e 0 mais preferivelmente uma cultura de célula de Saccharomyces ce-
revisiae. Os fungos podem ser manipulados por técnicas microbioldgicas
classicas e de manipulagdo genética. O procarioto preferido é E. coli. A mi-
croalga preferida para o uso na presente invengao inclui Chlorella e Proto-
theca. Alguns dos exemplos de levedura que podem ser modificados para o
processo de fermentacdo aqui descrito incluem, apenas como forma de e-
xemplo, leveduras Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergen-
sis, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces lactis, K. marxianus, ou K. fragilis
e Brettanomyces sp. etc. Alguns dos exemplos das bactérias que podem ser
modificadas para o processo da fermentacdo descrito aqui incluem, apenas
como forma de exemplo, Zymomonas sp., E. coli, Corynebacterium, Brevi-
bacterium, Bacillus ssp. etc. A fermentagdo pode ser uma fermentagdo ho-
moaceética usando um acetégeno tal como um microorganismo do género
Clostridium, por exemplo, microorganismos da espécie Clostridium thermoa-
ceticum ou Clostridium formicoaceticum. A fermentagdo pode ser fermenta-
¢ao de acido latico usando um microorganismo do género Lactobacillus. Al-
ternativamente, a fonte do carboidrato pode ser convertida em &cido latico,

lactato, acido acético, acetato, ou misturas disso em uma fermentagao inicial
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usando uma bifido bactéria.

O microorganismo € modificado de tal maneira que o microorga-
nismo modificado tem conteudo nutricional aumentado. O microorganismo
modificado pode ser enriquecido em nutrientes como, apenas como forma
de exemplo, gorduras, acidos graxos, lipidios tais como fosfolipidio, vitami-
nas, aminoacidos essenciais, peptideos, proteinas, carboidratos, esterdis,
enzimas, e minerais-trago tais como, ferro, cobre, zinco, manganés, cobalto,
iodo, selénio, molibdénio, niquel, fluor, vanadio, estanho e silicone. Os aci-
dos graxos incluem acidos graxos saturados e insaturados onde os acidos
graxos insaturados incluem &cido graxo altamente insaturado 6mega-3. Os
exemplos de acido graxo altamente insaturado 6mega-3 incluem, mas nao
sdo limitados a, acido eicosapentaendico, acido docosapentaendico, acido
alfa linolénico, &cido docosaexaendico, e conjugados dos mesmos.

Alternativamente, algas ou fungos, por exemplo, Thraustochytri-

-um, Schizochytrium etc. podem fermentar graos hidrolisados ou né&o-

hidrolisados triturado para produzir HUFAs de dmega-3. Isso pode ser usado
para qualquer tipo de grdo, incluindo sem limitagao, milho, milo, sorgo, arroz,.
trigo, aveia, centeio e paingo. Este processo adicional inclui o uso alternativo
de xarope de milho nao-hidrolisado ou de produtos agricolas/de fermentagdo
tal como a vinhaga, um produto residual em milho para fermentagdes alcod-
licas, como uma fonte barata. Graos e os produtos residuais podem ser hi-
drolisados por qualquer método conhecido na técnica, tal como hidrdlise aci-
da ou hidrélise enzimética (Barclay, William R. Patente U.S. N2 5.656.319,
incorporada aqui por referéncia em sua totalidade) com um ou mais tipos
e/ou cepas de microorganismos para fermentagdo paralela ou seqlencial.
Sem limitagdo, um exemplo é fermentagdo com a levedura que secreta a
alfa amilase para hidrolisar amido, seguido por uma levedura para fermentar
a glicose em etanol.

Outros exemplos de microorganismos incluem, mas nao sao limi-
tados a, fungos Blakeslea trispora, Dunaliella salina, Phaffia rhodozyma, Ha-
ematococcus pluvialis, género Flavobacterium, Agrobacterium aurantiacum,

Erwinia herbicola ou Erwinia uredovora, género Paracoccus, Agrobacterium,
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TABELA A:
Acético Butirico
C. formicoaceticum C. butyricum

C. thermoaceticum

C. thermosaccharolyticum

L. amylophillus

A. woodii S. maxima
B. methylotrophicum
Lactico Propidnico

C. propionicum

C. thermosaccharolyticum
S. maxima

B. methylotrophicum

L. casei P. arabinosum
L. brevis
T. brockii
Butirico Succinico
C. butyricum R. flavofaciens

B. succinogenes

L. amylophillus
L. casei

L. brevis

T. brockii

Propidnico Caproéico
C. Propionicum C. kluvyeri
Latico Etanol

Clostridium thermocellum str. LQRI
Clostridium thermohydrosulfuricum str. 39E
Thermoanaerobium brockii str. HTD4
Sarcina ventriculi

Ruminococcus albus

Butanol, Acetona-Isopropanol

Butanol, Acetona-Isopropanol

Clostridium acetobutylicum

Clostridium butylicum

Ruminococcus albus

Clostridium acetobutylicum

Clostridium butylicum

Onde desejado, cepas de bactérias ou levedura podem ser sele-

cionadas para produgao de sabores agradaveis. Por exemplo, os microorga-
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nismos em questao podem ser modificados de tal maneira que uma ou mais
intensificadores de sabor sejam produzidos pelos microorganismos. Intensi-
ficadores de sabor podem ser derivados de RNA de levedura. Leveduras
como a Candida podem ser cultivadas com tanto quanto 15% de RNA. Le-
veduras Saccharomyces podem ser usadas fazer compostos ativos de sa-
bor. Nucleosideos como, inosina-5-morfofosfato e guanosina-5'-
monofofosfato os quais em combina¢do com glutamato monossédico, po-
dem ser usados para a meihoria do sabor.

Em algumas modalidades, os microorganismos que foram modi-
ficados para aumentar a produgéo de alcool ou alcano em uma reagéo de
fermentacdo podem ser modificados adicionalmente de acordo com os mé-
todos em questé@o para gerar 0s microorganismos em questdao que tém um
conteudo nutritivo intensificado.

Em algumas modalidades da presente invengdo, os microorga-
nismos em questdo podem ser modificados de tal maneira que um ou mais
pigmentos ou corantes sejam produzidos pelo microorganismo. Algumas
leveduras, por exemplo, Phaffia rhodozyma, produzem um pigmento cor-de-
rosa chamado de astaxantina. A astaxantina é a cor natural encontrada nas
lagostas, camarao, salméo e nos flamingos. A levedura inteira ou a racéo
animal completa da presente invencdo podem ser alimentados a peixes ou
crustaceos criados em cativeiro, onde raramente ganham a cor natural, for-
necendo desse modo a cor caracteristica da carne aos salmbes ou aos fru-
tos do mar para melhorar a comercializagdo. Ao mesmo tempo, outros nutri-
entes fornecidos pela levedura também sao de beneficio para os peixes.

A. Modificacdo de microorganismo

Em algumas modalidades, o microorganismo modificado util para
uma reac¢ao de fermentagdo compreende um microorganismo quimicamente
modificado ou geneticamente modificado. Preferivelmente as células usadas
na cultura celular sdo modificadas geneticamente por técnicas de manipula-
¢ao genética (isto é, tecnologia recombinante), técnicas microbioldgicas
classicas, ou por uma combinagao de tais técnicas e também podem incluir

variantes genéticas naturais. Algumas de tais técnicas sdo descritas geral-
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mente, por exemplo, em Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press. A referéncia Sambrook et al.,
ibid, esta incorporada aqui por referéncia em sua totalidade.

Esta invengao contempla véarias maneiras nas quais modifica-
¢Oes genéticas podem ser usadas para criar um microorganismo que produ-
za uma quantidade maior de um nutriente em um processo de fermentacao
do que o mesmo microorganismo antes da modificacdo. Todos estes méto-
dos sao bem conhecidos no campo de genética e engenharia genética.

Em uma abordagem, os microorganismos que demonstram pro-
ducao aumentada de um nutriente sdo produzidos usando mutagénese tra-
dicional e sele¢cdo de microorganismos que exibem as propriedades deseja-
das. Por exemplo, Gasnet-Ramireza descreveu o uso de mutagénese quimi-
ca tradicional para mutagenizar levedura, seguida pela selecdo das células
de levedura que mostram produgdo aumentada de lisina. Stepanova et al.
(“Lysine Overproduction Mutations in the Yeast Saccharomyces cerevisiae
Are Introduced into Industrial Yeast Strains,” Russian J. Genetics, (2001)
37:460-463) mutagenizaram células de levedura para aumentar a produgdo
de lisina. As mudancas foram direcionadas a um gene que aumentou a re-
sisténcia a um analoga tdxico de lisina e a um gene envolvido no regulamen-
to da produgao de lisina.

Em outra abordagem, os microorganismos sdo modificados ge-
neticamente usando as ferramentas de genética recombinante. Os genomas
completos de varios microorganismos uteis nos métodos desta invengéo fo-
ram sequenciados, incluindo E. coli, Saccharomyces e Clostridium acetobut-
ylicum. O genoma de C. acetobutilico, por exemplo, pode ser encontrado
em:

http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=genome&cmd=
Retrieve&dopt=Overview&list_uids=14097&window=95258&begin=0. Genéti-
ca de E. coli e de levedura, em particular, € bem compreendida. O genoma
de S. cerevisiae tem um site da internet devotado a ele:
www.yeastgenome.org. Vias bioquimicas em levedura estdo bem caracteﬁ-

zadas. As enzimas de duzias de vias e os genes que codificam estas enzi-
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mas estao disponiveis na internet:
http://pathway.yeastgenome.org:8555/YEAST/new-
image?type=OVERVIEW&force=t. A figura 14 fornece uma visdo geral do
mapa metabdlico de S. cerevisiae deste site da internet, com notas para i-
dentificar vias sintéticas para um aminodcido (lisina) um cofator (FAD), uma
esterdide (ergosterol) e um lipidio (triglicerideo). Cada item se liga & enzima
que catalisa a reacao e ao gene que codifica a enzima.

Muitas estratégias estdo disponiveis para modificar genetica-
mente um microorganismo para aumentar a produgao de um nutriente. Estas
incluem, por exemplo, introduzir no microorganismo um gene que codifica
um polipeptideo que compreende um aminoacido essencial; superexpressar
uma enzimas ao longo de uma via sintética para o nutriente, reprimir um ge-
ne cujo produto inibe a produgéo do nutriente, inibir o transporte de um nutri-
ente para fora de uma ceélula, aumentar o transporte de um nutriente para
dentro de umakcélula e introduzir genes nas células os quais codificam en-
zimas para terminar ou criar uma via sintética para a enzima e/ou produto.

A levedura pode ser modificada para aumentar a producdo de
nutrientes, por exemplo, por superexpressar enzimas ao longo das vias sin-
téticas. Esta abordagem é descrita em Lin et al., “Heterologous protein ex-
pression in the methylotrophic yeast Pichia pastoris,” FEMS Microbiology
Reviews (2000) 24:45-66. Um outro exemplo disso é He et al. (“Overexpres-
sion of a sterol C-24(28) reductase increases ergosterol production in Sac-
charomyces cerevisiae,” Biotechnology Letters (2003) 25:773-778) no qual
as células de levedura transformadas com genes de esterol redutase
C24(28) aumentaram a produgéo de ergosterol. Rippert et al. (“Engineering
Plant Shikimate Pathway for Production of Tocotrienol and Improving Herbi-
cide Resistance,” Plant Physiol. (2004) 134:92-100) demonstraram producéo
aumentada de vitamina E por transfectar tabaco com o gene de prefenato
desidrogenase de S. cerevisiae e superexpressar o gene. Este gene catalisa
uma reagao na via da vitamina E. Embora o método tenha sido usado em
tabaco, o gene era originado de levedura. Portanto, a mesma estratégia po-
de ser aplicada a levedura para aumentar a produgéo de vitamina E.
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Outra estratégia para aumentar a produgdo de um nutriente é
desrepressao de uma enzima sintética. Esta estratégia foi demonstrada por
Dansen et al. (“Regulation of sterol carrier protein gene expression by the
Forkhead transcription factor FOXO3a,” J. Lipid Research, 45:81-88, January
2004). Células humanas em cultura foram modificadas geneticamente para
diminuir a producao de FOXO3a, uma proteina transportadora de esterol que
reprime a producao de esterol. A diminuicdo na atividade de FOXO3a resul-
tou em menos repressao da produgao de esterol, que, por sua vez, resultou
em aumento da produgéo de esterol.

Outra estratégia para aumentar a produgao de um nutriente em
levedura é alterar geneticamente as células para acumular o nutriente ao
invés de excreta-lo. Um exemplo disto é Kim et al. (“A role in vacuolar argini-
ne transport for yeast Btn1p and for human CLNS3, the protein defective in
Batten disease,” PNAS (2003) 100:15458-15462), onde os autores aumenta-
ram a acumulacdo de arginina intracelular fazendo “knocking out” de um ge-
ne de levedura, bnt1, responsavel pelo transporte da arginina para dentro de
vacuolos.

Uma estratégia oposta envolve aumentar o numero de cépias de
um gene que transporta nutrientes de fora da célula para o interior. Veja, por
exemplo, Sychrova et al., “Kinetic properties of yeast lysine permeases coded
by genes on multi-copy vectors,” FEMS Microbiol Lett, (1993) 113(1):57-61.

Em outra estratégia, uma levedura foi modificada para produzir o
hormdnio hidrocortisona por transfectar a levedura com varios genes da via
sintética de hidrocortisona. (Szczbara et al., “Total biosynthesis of hydrocor-
tisone from a simple carbon source in yeast,” Nature Biotechnology (2003)
21:143).

Um microorganismo modificado geneticamente pode incluir um
microorganismo no qual as moléculas de acido nucléico foram introduzidas,
suprimidas ou modificadas (isto &, mutadas; por exemplo, pela inser¢ao, de-
lecéo, substituicdo, e/ou inversao de nucleotideos), de tal maneira que tais
modificagdes fornecem o efeito desejado de rendimentos aumentado de nu-

trientes dentro do microorganismo ou no sobrenadante da cultura. Como
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usado aqui, as modificagbes genéticas que resultam em uma diminuicdo na
expressdo do gene, na fungdo do gene, ou na funcdo do produto do gene
(isto é, o nutriente, tal como proteina codificada pelo gene) podem ser referi-
das como inativagao (completa ou parcial), dele¢édo, interrupcao, bloqueio ou
regulacao negativa de um gene. Por exemplo, uma modificacdo genética em
um gene a qual resulta em uma diminuicao na funcao da proteina codificada
por tal gene, pode ser o resultado de uma delegdo completa do gene (isto &,
0 gene nao existe, e portanto a proteina ndo existe), uma mutagao no gene
que resulta em tradugao incompleta ou abolida da proteina (por exemplo, a
proteina nao é expressa), ou uma mutagdo no gene que diminui ou abole a
fung@o natural da proteina (por exemplo, uma proteina é expressa a qual
tem atividade enzimatica diminuida ou abolida). As modificagbes genéticas
que resultam em um aumento na expressao ou na fungdo do gene podem
ser referidas como amplificagdo, superprodugdo, superexpressao, ativagao,
intensificac&o, adicéo, ou regulacédo positiva de um gene. A adi¢cdo de genes
clonados para aumentar a expressao do gene pode incluir manter o(s) ge-
ne(s) clonado(s) em plasmideos em replicagéo ou integrar o(s) gene(s) clo-
nado (s) no genoma do organismo da producgdo. Além disso, aumentar a ex-
pressao de genes clonados desejados pode incluir ligar operativamente o(s)
gene(s) clonado(s) aos elementos de controle transcricional nativos ou hete-
rélogos.

Um microorganismo pode ser modificado por métodos conheci-
dos na técnica e estdo dentro do escopo da invengdo. Apenas como exem-
plo, 0 método inclui manipular pelo menos um dos genes estruturais na via
biossintética dos nutrientes, opcionalmente manipular os controles regulato-
rios da via sintética, e opcionalmente manipular os processos de transporte
dos nutrientes para fora e para dentro do microorganismo. Por exemplo, o
microorganismo pode ter muta¢gées em um gene particular para a biossinte-
se do aminodcido. O método inclui preferivelmente manipular pelo menos
um dos genes estruturais para regular a sintese de um peptideo que contém
pelo menos um aminoacido essencial.

Os microorganismos em questdo podem ser modificados para
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superproduzir um nutriente tal como um aminoéacido essencial, uma vitami-
na, um horménio, uma proteina, e/ou um lipidio. Onde desejado, a produgao
de um ou mais nutrientes esta sob o controle de uma sequléncia regulatéria
que controla diretamente ou indiretamente a produ¢cao em uma forma de-
pendente do tempo durante uma reagao de fermentacgao. Preferivelmente, as
sequéncias regulatorias controlam diretamente ou indiretamente a producgédo
tal que o nutriente desejado é produzido quando a reagdo de fermentagao
alcangou uma porcentagem desejada do término, preferivelmente pelo me-
nos cerca de 50% do término, mais preferivelmente pelo menos cerca de
60% do término, e mais preferivelménte pelo menos cerca de 70% até de
cerca de 90% do término, e mais preferivelmente pelo menos cerca de 95%
do término. Quando controlado desta maneira, o rendimento de produtos da
fermentacgéao, tais como alcool e produtos gasosos é improvavel ser afetado.
A progressao da fermentagao pode ser monitorada por uma vari-
edade das maneiras. Por exemplo, pelo menos 50% do término de uma rea-
¢ao de fermentacdo podem ser pelo consumo de pelo menos 50% da glicose
total na fermentagdo desejada, quando comparada a fermentagbes simila-
res, ou quando 50% da glicose total foi adicionada, ou quando a quantidade
total de di6xido de carbono emitido e dissolvido é 50% da quantidade total
emitida em fermentagdes similares. Mais especificamente, pelo menos 50%
do término de uma reagao de fermentagdo podem ser evidenciados por uma
diminiogao no conteudo de glicose para menos do que cerca de 50% do con-
teddo inicial de glicose presente em uma mistura de reacdo de fermentac¢éao
(isto é, o nivel de glicose presente antes do comego da reagéo de fermenta-
¢ao), ou menor do que um nivel de limite desejado (por exemplo, cerca de
100 gramas por litro de reacdo de fermentagao). Alternativamente, a porcen-
tagem para o término pode ser determinada pela quantidade de tempo du-
rante o qual a fermentagdo ocorreu, tipicamente, pelo menos cerca da meta-
de do tempo levado por uma fermentagédo similar. A duragdo do tempo da
fermentagéo pode variar de cerca de uma hora a varios dias, dependendo
das quantidades relevantes de microorganismos e de material inicial de fer-

mentagao fornecidos. Um versado na técnica pode verificar prontamente a
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duragé@o normal de uma reacéo de fermentacdo sem experimentagdo exces-
siva quando dadas as quantidades de microorganismos e de materiais inici-
ais.

Em algumas modalidades, a invencao inclui um microorganismo
modificado util para uma reagao de fermentagdo, compreendendo uma se-
quéncia exégena que codifica um polipeptideo, por exemplo, que codifica
uma enzima em uma via sintética para um nutriente ou que compreende pe-
lo menos um residuo de aminoacido essencial, em que a expressdo da se-
qléncia exdgena estd sob o controle de uma seqiiéncia regulaté-
ria. Preferivelmente, as seqUéncias regulatérias suprimem diretamente ou
indiretamente a expressé@o da sequéncia exégena até que a reacédo de fer-
mentagao tenha atingido uma porcentagem desejada do término, preferivel-
mente pelo menos cerca de 50% do término, mais preferivelmente pelo me-
nos cerca de 60% do término, e mais preferivelmente pelo menos o cerca de
70% até cerca de 90%, do término e mais preferivelmente pelo menos cerca
de 95% do término. Uma variedade de seqléncias regulatérias adequadas
pode ser empregada na presente invencdo. Em certas modalidades, as se-
quéncias regulatérias sdo sensiveis as condi¢des ambientais, tais como a
concentracao de glicose ou o grau de calor ou de luz. Por exemplo, se o
composto pretendido para incluséo nos residuos for toxico para o microor-
ganismo, pode-se querer comegar a produgéo até que a producéo do produ-
to comercial tenha ocorrido ou esteja quase completa. Exemplos nio-
limitantes incluem Rgt1, um fator de transcricao normaimente regula a ex-
pressao de hexoquinase (A. Palomino, Biochem. J. (2005) 388, 697-703)
somente quando a concentragdo de glicose cai abaixo de um determinado
nivel, ou uma seqléncia que suprime a expressio do gene exégeno quando
ligada operativamente até que a fermentacdo tenha atingido por exemplo
pelo menos 50% do término, assim como uma ampla gama de seqiiéncias
regulatorias dos genes de choque térmico (por exemplo, gene rpoH, como
descrito em Nagai et al. J Bacteriol. 1990 maio; 172(5): 2710-2715), genes
de toxicidade, e genes de formagao de esporo. Em particular, o inicio do o-
peron supressor de glicose pode causar a indugao de expressao da seqlién-
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cia exdgena que codifica um polipeptideo desejado. O operon supressor de
glicose pode ser iniciado quando a reacdo de fermentagéo atingiu pelo me-
nos de cerca de 50% do término. A reagado de fermentacdo pode ser contro-
lada por monitorar o conteudo de glicose da mistura de fermentagdo ou por
monitorar a quantidade do produto gasoso formado durante a reagdo de
fermentacao.

Um polinucleotideo é dito codificar um polipeptideo se, em seu
estado nativo ou quando manipulado por métodos conhecidos daqueles ver-
sados na técnica, ele puder ser transcrito e/ou traduzido para produzir o po-
lipeptideo ou um fragmento disso. A fita anti-sentido de tal polinucleotideo
também é dita codificar a seqiéncia.

Em algumas modalidades, um microorganismo modificado é in-
duzido com um veiculo genético tal como, um vetor de expressédo que com-
preende uma sequéncia exdégena que codifica um polipeptideo que compre-
ende pelo menos um residuo de aminoé&cido essencial. Construtos de poli-
nucleotideo preparados para introducdo em um hospedeiro procariético ou
eucaridtico podem tipicamente, mas ndao sempre, compreender um sistema
da replicagdo (isto é, vetor) reconhecido pelo hospedeiro, incluindo o frag-
mento de polinucleotideo pretendido que codifica o polipeptideo desejado, e
podem preferivelmente, mas ndo necessariamente, incluir também sequén-
cias regulatdrias de inicio de transcricdo e de tradugao ligadas operativa-
mente ao segmento que codifica o polipeptideo. Os sistemas de expressao
(vetores de expressao) podem incluir, por exemplo, uma origem de replica-
¢ao de sequéncia de replicacdo auténoma (ARS) e seqiiéncias de controle
de expressao, um promotor, um intensificador e sitios de informagéo de pro-
cessamento necessarias, tais como sitios de ligagao de ribossomo, sitios de
splice de RNA, sitios de poliadenilagdo, sequéncias de terminagéo de trans-
cricdo e sequéncias estabilizadoras do mRNA. Peptideos de sinal também
podem ser incluidos onde apropriado, preferivelmente a partir de polipepti-
deos secretados da mesma espécie ou de espécies relacionadas, os quais
permitem que a proteina atravesse e/ou se aloje nas membranas da célula

ou seja secretada da célula.
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Um grande numero de veiculos genéticos adequados para a
presente invencdo esta disponivel na técnica. Eles incluem vetores de ex-
pressao virais e nao-virais. Os vetores de expressao virais exemplares nao-
limitantes s&o vetores derivados de virus de RNA tais como retrovirus, e vi-
rus de DNA tais como adenovirus e virus adeno-associados. Os vetores de
expressao nao-virais incluem, mas néo séo limitados a plasmideos, cosmi-
deos, e complexos de DNA/lipossoma. Onde desejado, os veiculos genéti-
cos podem ser manipulados para carregar as seqUéncias regulatérias que
direcionam a expressdo organela-especifica dos genes exégenos carrega-
dos por eles. Por exemplo, seqiéncia-lider ou de sinal pode ser adicionada
para direcionar a sequéncia exégena para os corpos de inclusdo de um mi-
croorganismo adequado. Os veiculos genéticos podem ser introduzidos em
um microorganismo hospedeiro por qualquer um de varios de meios ade-
quados, incluindo eletroporacdo, transfecgdo empregando cloreto de célcio,
cloreto de rubidio, fosfato de célcio, DEAE-dextran, ou outras substancias,
bombardeio de microprojéteis, lipofecgao, e infecgao.

O vetor de expressdo pode ser empregado para qualquer ami-
noacido ou peptideo e pode ser usado no caso de E. coli, levedura, ou ou-
tros microorganismos para aumentar a produgdo de aminoacido ou de pepti-
deo. Preferivelmente, o peptideo consiste pelo menos em um aminoéacido
essencial.

As variantes ou as seqléncias que tém identidade ou homologia
substancial com os polinucleotideos que codificam as enzimas podem ser
utilizadas na préatica da invengao. Tais seqUéncias podem ser referidas como
variantes ou sequéncias modificadas. Isto é, uma sequéncia de polinucleoti-
deo pode ser modificada, contudo ainda retendo a habilidade de codificar um
polipeptideo que exibe a atividade desejada. Tais variantes ou seqiéncias
modificadas sdo assim equivalentes. Geralmente, a seqiiéncia variante ou
modificada pode compreender pelo menos cerca de 40% a 60%, preferivel-
mente cerca de 60% a 80%, mais preferivelmente cerca de 80% a 90%, e
ainda mais preferivelmente cerca de 90% a 95% de identidade de seqiiéncia

com a sequéncia nativa.
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O controle genético da sintese das enzimas da via da galactose
em Saccharomyces cerevisiae obedece, em certos aspectos, 0 modelo do
operon para o sistema de B-galactosideo de E. coli. Por exemplo, em E. coli,
histidina livre reprime o operon através da inibicdo por retroalimentacdo da
primeira enzima na via, 5'-trifosfato de adenosina fosforribosiltransferase,
HisG. A mutagdo do gene hisG em S. typhimurium pode resultar em um au-
mento de 3 a 4 na concentragéo intracelular das enzimas do operon da histi-
dina. (Vide Meyers et al., J. Bacteriology 1975, 124 (3) 1227-1235).

A levedura pode ser um hospedeiro particularmente adequado
para expressar um peptideo ou proteina rico em um aminoéacido particular
e/ou aminoacidos livres. Em levedura acumuladora de lisina, a maior parte
da lisina pode estar contida nos vacuolos que sdo estaveis quando incuba-
dos com liquido do rimen, mas é liberada imediatamente quando expostos a
pepsina, uma das enzimas de digestao de proteina'do abomaso. Assim, este
organismo pode ser um hospedeiro Util para expressar proteinas e/ou ami-
noacidos e fornecer uma suplemento de ragao protegido que pode aumentar
a quantidade de proteinas e/ou de aminoéacidos disponiveis para a absor¢ao
intestinal. O aminoéacido pode incluir, apenas como exemplo, lisina, histidina,
metidnina, fenilalanina, e treonina. Os produtos ricos em aminoécido podem
ser produzidos por métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, um caldo
de fermentag&o rico em lisina pode ser usado como uma fonte da lisina. O
caldo de fermentacéo rico em lisina pode ser produzido por organismos uni-
celulares (por exemplo, microorganismos tais como bactérias ou levedura)
que sao selecionados ou manipulados para superproduzir lisina. Microorga-
nismos adequados podem incluir microorganismos que pertencem ao género
de Saccharomyces cerevisiae, Escherichia, Bacillus, Microbacterium, Arthro-
bacter, Serratia, e Corynebacterium. Como tal, bactérias gram-negativas tais
como E. coli podem ser adequadas para produzir um caldo de histidina.

Pode ser desejavel usar hospedeiros microbianos que nio con-
tém lipopolissacarideos (“LPS”) os quais tém efeitos endotdxicos, por exem-
plo, bactérias Gram-positivas, tais como Corynebacteria e Brevibacterium.

Bactérias Gram-negativas, tais como E. coli, incluem freqlientemente LPS, o
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qual tem um efeito endotoxico. A selecdo de uma bactéria que nao inclui
LPS endotéxico pode ser particularmente importante quando uma biomassa
for preparada e usada como uma fonte de aminoacido, porque a maioria dos
LPS permanece associada as bactérias e nao é liberada substanciaimente
no caldo de fermentagdo a menos que as bactérias sejam lisadas. Como tal,
é esperado que LPS endotoxico esteja localizado dentro da biomassa apés a
fermentacao.

Em uma modalidade, esta invengao contempla modificar geneti-
camente um microorganismo hospedeiro que superexpressa um peptideo ou
uma proteina que é rica em um aminoacido essencial, em particular lisina,
metionina, triptofano ou treonina. Tais polipeptideos podem ser expressos,
por exemplo, por fornecer o microorganismo com um vetor de expressao que
compreende uma sequiéncia de controle regulatéria operativamente ligada a
uma sequéncia de nucleotideo que codifica o polipeptideo. Contanto que o
polipeptideo seja secretado pelo microorganismo, o polipeptideo tem, de
forma util, um comprimento maior do que aquele que pode ser absorvido de
forma eficaz por outros microorganismos, resultando assim em um aumento
liquido do aminoéacido no residuo. Em levedura, tal polipeptideo deve ter pe-
lo menos 4, mais preferiveimente pelo menos 10 aminoacidos de extensao.

Uma proteina ou um peptideo particular rico em aminoécido po-
de ser.superexpresso em um hospedeiro microbiano (tal como uma espécie
de Escherichia, Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, levedura), em
plantas e similares. Em algumas modalidades preferidas, a proteina rica em
aminoacido ¢ composta de aminoacidos essenciais e nao-essenciais. Em
algumas modalidades preferidas, a proteina rica em aminoacido é composta
apenas de aminoéacidos essenciais. Uma proteina particular rica em aminoa-
cido particular pode ser selecionada daquelas proteinas ricas em aminoéacido
descritas na literatura, por exemplo, uma proteina Il rica em histidina de
Plasmodium falciparum e uma ou mais das proteinas da classe das protei-
nas chamadas de “histatinas,” as quais demonstram atividades antibacteria-
nas e antifungicas (Mervyn et al. Pub U.S. N° 2006/0008546, incorporada
aqui por referéncia em sua totalidade). Uma proteina rica em aminoacido
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particular também pode compreender fragmentos especificos de proteinas
ricas em aminoacido conhecidas que tém um conteldo aumentado deste
aminoacido particular comparado a proteina de extensdo completa. Por e-
xemplo, uma proteina Il rica em histidina de Plasmodium falciparum tem uma
composigao de histidina de cerca de 32%. O fragmento do aminoécido 61 ao
130 desta proteina tem uma composicdo de histidina de cerca de 44%.
O fragmento do aminoé&cido 58 ao 80 desta proteina tem uma composigao
de histidina de cerca de 55%. Outra classe exemplar de proteinas compre-
ende proteinas ricas em lisina. Proteinas ricas em lisina exemplares incluem
sequéncias naturais, recombinantes e/ou sintéticas. Qualquer uma das pro-
teinas ou fragmentos listados na tabela 1 podem ser expressos pelos micro-
organismos em questdo. Uma proteina rica em aminodacido n&o precisa reter
sua fungéo nativa para ser adequada para as composi¢des ou os métodos
aqui descritos.

Tabela 1. Proteinas ricas em lisina exemplares

Nome da proteina Numero de acesso primario
do UniProtKB/Swiss-Pro

proteina ribossomal L44 P17843

rotéina ribossémica 40S S27a P29504
proteina ribossémica 40S S27a P47905
proteina ribossémica 40S S27a (bovino) P62992

roteina ribossémica 40S S27a (porco-da-india) P62978
proteina ribossémica 40S S27a (ser humano) P62979
proteina ribossémica 40S S27a Plutella xylostella P68202
proteina ribossémica 40S S27a (Kluyveromyces lactis P69061
(Levedura))

roteina ribossémica 40S S27a (Gallus gallus (Galinha) P79781
proteina ribossémica 40S S27a (Mus musculus P62983
{Camundongo))
proteina ribossémica 40S S27a(Rattus norvegicus (Rato)) P62982
proteina ribossémica 40S S27a(Spodoptera frugiperda P68203
(Lagarta do cartucho))
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Nome da proteina

Numero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

proteina ribossdmica 60S L44 (Arabidopsis thaliana 023290

(agriao orelha de camundongo))

proteina ribossémica 40S S27a-1 (Arabidopsis thaliana P59271

(agriao orelha de camundongo))

proteina ribossémica 40S S27a (Ictalurus punctatus P68200

(peixe gato canal))

proteina ribossémica 40S S27a (Asparagus officinalis P31753
aspargo de jardim))

proteina ribossémica 40S S27a-3(Arabidopsis thaliana P59233

(Agriao orelha de camundongo))

proteina ribossémica 40S S27a (Drosophila melanogaster P15357

(Mosca das frutas))

Proteina Hipotética 17,7 kDa em ABP1 (Saccharomyces P37263
cerevisiae (levedura do péo))

Proteina ribossémica 60S L44 (Phaffia rhodozyma 059870
Levedura) (Xanthophyllomyces dendrorhous)

Proteina ribossémica 40S S$27a-2 (Arabidopsis thaliana P59232
(Agrigo orelha de camundongo)

Proteina ribossémica 40S S27a (Neurospora crassa) P14799
Proteina hipotética de 9,7 kDa em lcnC (Lactococcus Q00571
lactis subsp. lactis (Streptococcus lactis))

Proteina do capsideo C (por similaridade) (virus da Q96662
diarréia viral bovina (cepa CP7) (BVDV) (Virus da doenga

das mucosas))

Proteina hipotética MJ0331(Methanococcus jannaschii) Q57777
Proteina  ribossdmica 40S S27a  (Lycopersicon P62980
esculentun (Tomate))

Proteina ribossémica 40S S27a (Solanum tuberosum P62981
(Batata))

Proteina ribossémica 40S S27a (Zea mays (Milho)) P27923
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Nome da proteina

Numero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

Proteina ribossémica 60S L44 (Plasmodium falciparum 097231
(isolado 3D7))

Proteina do capsideo C (por similaridade) (Virus da P19711

diarréia viral bovina (isolado NADL) (BVDV) (Virus da

doencga das mucosas))

Proteina hipotética HI0235 (Haemophilus influenzae) P44588
Proteina ribossémica 60S L44 (Chlamydomonas P49213
reinhardftii)

Proteina ribossémica 60S L36a (Brachydanio rerio (peixe- P61485

zebra) (Danio rerio))

proteina ribossémica 60S L36a (Fugu rubripes (Baiacu P61486
japonés) (Takifugu rubripes))

proteina ribossémica 60S L36a (/ctalurus punctatus P61487
Peixe-gato de canal))

Proteina ribossémica 30S S27ae (Sulfolobus tokodaii) Q975Q8
Proteina  ribossomica 40S S27a  (Dictyostelium P14797
discoideum (Mixomiceto))

Proteina ribossémica 50S L23 (Aquifex aeolicus) 066433
Proteina ribossémica 60S L44 (Gossypium hirsutum Q96499
Algodao mexicano))

Proteina do grupo de alta mobilidade (Tetrahymena P40625
pyriformis)

Proteina ribossémica 50S L33 (Vibrio parahaemolyticus) Q87784
Proteina da biogénese de ribossomo Nop10 Q6LWKS3
(Methanococcus maripaludis)

Proteina ribossémica 40S S27a (Oryza sativa (Arroz)) P51431
Proteina  ribossémica 60S L31 (Saccharomyces P14063
cerevisiae (levedura de pao))

Proteina ribossémica 50S L28 (Nicotiana tabacum P30956

(tabaco comum))
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Nome da proteina

Ndmero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

Proteina ribossémica 60S L38 (Caenorhabditis elegans) 017570
Proteina nucleolar de 40kDa (Mus musculus Q9ESX4
(Camundongo))

Proteina semelhante a FAM32A (Brachydanio rerio Q6GQN4
(Peixe-zebra) (Danio rerio))

Enkurin.  /FTId=PRO_0000086976 (Mus musculus Q6SP97
(Camundongo))

Proteina ribossémica 60S L44 (Schizosaccharomyces Q9UTI8
pombe (levedura de fissao))

Proteina ribossémica 60S L36a (Rattus norvegicus P83883
Rato))

Proteina ribossémica 60S L36a (Sus scrofa (Porco)) P83884
Proteina ribossémica 60S L36a (Mus musculus P83882
(Camundongo))

Proteina ribossémica 60S L36a (Homo sapiens P83881
(Humano))

Proteina ribossémica 40S S27a (Caenorhabditis elegans) P37165
Proteina ribossémica 40S S25 (Drosophila melanogaster P48588
(Mosca das frutas))

Proteina ribossémica 30S S27ae (Methanococcus P54031
jannaschii)

Proteina ribossémica 30S S27ae (Sulfolobus solfataricus) Q972Y7
Proteina ribossdmica 40S S27a (Hordeum vulgare P22277
(Cevada))

Proteina ribossémica 50S L33 (Rhodopirellula baltica) Q7UMNO
Proteina do capsideo C (Por similaridade) (Virus da febre P19712
suina classica (cepa Alfort) (CSFV) (Virus da célera

canina))

Pequena citocina indutivel B14 (Mus musculus QIwuQs

(Camundongo))
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Nome da proteina

Numero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

Proteina do capsideo C (Por similaridade) (Virus da Q01499
diarréia viral bovina (cepa SD-1) (BVDV) (Virus da

doenca das mucosas))

Subunidade 2 de metanol desidrogenase P14775
Methylobacterium extorquens)

Proteina hipotética ygbP (Bacillus subtilis) P45932
Proteina UPF0291 Imo1304 (Listeria monocytogenes) Q8Y7H5
Proteina ribossémica 60S L32 (Saccharomyces P25348
cerevisiae (levedura de pao))

Proteina ribossémica 60S L27 (Caenorhabditis elegans) P91914
Proteina Nucleolar de 40 kDa (Macaca fascicularis Q95KF9
Macaco comedor de caranguejo) (Cynomolgus monkey))

Proteina ribossémica 60S L44 (Coprinus cinereus (Fungo Q9UWE4
“Inky cap”))

Proteina ribossémica 40S S27a (Schizosaccharomyces POCO16

pombe (levedura de fissao))

Proteina ribossémica 50S L35 (Thermus thermophilus Q5SKU1
(cepa HB8 / ATCC 27634 / DSM 579))

Proteina ribossémica 50S L35 (Thermus thermophilus) P80341
Proteina hipotética de 9,4 kDa em nrdB (Bacteriéfago T4 P39505
Proteina hipotética de 31,3 kDa TAF145 (Saccharomyces P53335
cerevisiae (levedura de pao))

Proteina ribossémica 50S L33 (Vibrio vulnificus) Q8DDY2
Proteina ribossémica 50S L33 (Vibrio vulnificus (cepa Q7MPS5
YJ016))

Particula de reconhecimento de sinal de 14 kDa 016927
(Caenorhabditis elegans)

Endonuclease-1./FTId=PRO_0000207691 (Buchnera P57487

aphidicola subsp. Acyrthosiphon pisum (Acyrthosiphon

pisum symbiotic bacterium))




58

Nome da proteina

Numero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

Proteina ribossémica 30S S17 (Onion yellows Q6YR12
phytoplasma)

Proteina nucleolar de 40 kDa (Homo sapiens (Homem)) Q9NP64
Proteina de biogénese de ribossomo Nop10 (Sulfolobus Q97278
solfataricus)

DNA topoisomerase 1 (Rattus norvegicus (Rato)) QowuULO
Provavel proteina da biogénese de ribossomo (Homo QYUHAS3
sapiens (Homem))

DNA topoisomerase 1 (Mus musculus (Camundongo)) Q04750
Proteina hipotética aq_1894 (Aquifex aeolicus) 067734
DNA topoisomerase 1 (Cricetulus griseus (hamster Q07050
Chinés))

Proteina dedo de zinco 273 (Homo sapiens (Homem)) Q14593
DNA topoisomerase 1 (Homo sapiens (Homem)) P11387
Proteina ribossémica 508 L28 (Wigglesworthia glossinidia Q8D2F1
brevipalpis)

DNA topoisomerase 1 (Cercopithecus aethiops (Macacd Q7YR26
verde) (Grivet))

RNA exonuclease 4 (Candida glabrata Q6FQAQ
(Levedura) (Torulopsis glabrata))

Proteina ribossdmica 40S S27a (Caenorhabditis P37164
briggsae)

Proteina ribossémica 30S S14 (Mycoplasma capricolum P10130
subsp. capricolum (cepa California kid / ATCC 27343 /

NCTC 10154))

Proteina ribossémica 50S L28 (Clostridium Q8XJIM2
perfringens)

Proteina ribossémica 50S L33 (Neisseria meningitidis P66225 -
sorogrupo A)

Proteina ribossémica 50S L33 (Neisseria meningitidis P66226
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Nome da proteina

Numero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

sorogroup B)

Proteina ribossémica 508 L33 (Yersinia pestis) Q8ZJP1
Proteina ribossémica 40S S25 (Ictalurus punctatus Q90YP9
Peixe-gato de canal))

Pleiotrofina (Mus musculus (Camundongo)) P63089
Proteina ribossémica -60S L44 (Trypanosoma brucei P17843
brucei)

Proteina ribossémica 40S S27a (Manduca sexta (Larva P29504
da mariposa do tabaco) (Larva do tabaco))

Proteina ribossémica 40S S27a (Lupinus albus (Tremogo P47905
branco))

Proteina ribossémica 40S S27a (Bos taurus (Bovino)) P62992
Proteina ribossémica 40S S27a (Cavia porcellus (Porco- P62978
da-india))

Proteina ribossbmica 40S S27a (Homo sapiens P62979
(Homem))

Proteina ribossémica 40S S27a (Plutella xylostella P68202
(Mariposa diamante))

Proteina ribossémica 40S S27a (Kluyveromyces lactis P69061

Levedura))

Proteina ribossémica 40S S27a (Gallus gallus (Galinha)) P79781

Proteina ribossémica 40S S27a (Mus musculus P62983
(Camundongo))

Proteina ribossémica 40S S27a (Rattus norvegicus P62982
(Rato))

Proteina ribossémica 40S S27a (Spodoptera frugiperda P68203
(Lagarta do cartucho))

Proteina ribossdmica 60S L44 (Arabidopsis thaliana 023290
(Agriao orelha de camundongo))

Proteina ribossémica 40S S27a-1 (Arabidopsis thaliana P59271
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Nome da proteina

Numero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

Agrido oretha de camundongo))

Proteina ribossOmica 40S S27a (/ctalurus P68200
punctatus (Peixe-gato de canal))

Proteina ribossémica 40S S27a (Asparagus P31753
officinalis (Garden asparagus))

Proteina ribossémica 40S S27a-3 (Arabidopsis thaliana P59233
(Agrigo orelha de camundongo)) ,

Proteina ribossémica 40S S27a (Drosophila melanogaster P15357
(Mosca das frutas))

Proteina hipotética de 17,7 kDa em ABP1 P37263
(Saccharomyces cerevisiae (levedura de pao))

Proteina ribossémica 60S L44 (Phaffia rhodozyma 059870
(Levedura) (Xanthophyllomyces dendrorhous))

Proteina ribossémica 40S S27a-2 (Arabidopsis P59232
thaliana (Agriao orelhé de camundongo))

Proteina ribossémica 40S S27a (Neurospora crassa) P14799
Proteina hipotética de 9,7 kDa em IcnC Q00571
(Lactococcus lactis subsp. lactis (Streptococcus

lactis))

Proteina do capsideo C (Por similaridade) (Virus da Q96662
diarréia viral bovina (cepa CP7) (BVDV) (Virus da doenca

das mucosas)) _

Proteina hipotética MJ0331 (Methanococcus jannaschii) Q57777
Proteina ribossémica 40S S27a (Lycopersicon P62980
esculentum (Tomate))

Proteina ribossémica 40S S27a (Solanum tuberosum P62981
(Batata))

Proteina ribossémica 40S S27a (Zea mays (Milho)) P27923
Proteina_ribossémica 60S L44 (Plasmodium falciparum 097231
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Nome da proteina Numero de acesso primario

do UniProtKB/Swiss-Pro

(isolado 3D7))

Proteina do capsideo C (Por similaridade)(Virus da P19711
diarréia viral bovina (isolado NADL) (BVDV) (Virus da

doenga das mucosas))

Proteina hipotética H10235 (Haemophilus influenzae) P44588
Proteina ribossémica 60S L44 (Chlamydomonas P49213
reinhardtii)

Proteina ribossOmica 60S L36a (Brachydanio rerio P61485

Peixe-zebra) (Danio rerio))

Proteina ribossémica 60S L36a (Fugu rubripes P61486

(Baiacu japonés) (Takifugu rubripes))

Proteina ribossOmica 60S L36a (/ctalurus punctatus P61487

(Peixe-gato de canal))

Proteina ribossémica 30S S27ae (Sulfolobus tokodaii) Q975Q8

Proteina ribossémica 40S S27a  (Dictyostelium P14797

discoideum (Mixomiceto))

Proteina ribossémica 508 L23 (Aquifex aeolicus) 066433

Proteina ribossdmica 60S 144 (Gossypium hirsutum Q96499

(Algodao mexicano))

Proteina do grupo de alta mobilidade (Tetrahymena P40625

pyriformis)

Um peptideo ou proteina rica em aminoéacido particular pode ser
clonada em um vetor de expressao e introduzida em uma célula hospedeira
adequada. Alternativamente, uma proteina manipulada recombinantemente
que tem um perfil de aminoéacido escolhido pode ser clonado em um vetor de
expressao e introduzido em uma célula hospedeira adequada (por exemplo,
microorganismo). As proteinas manipuladas recombinantemente podem ter -

um conteudo aumentado de um ou mais aminoacidos essenciais, ou as pro-
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teinas podem ter um contetido aumentado de um ou mais dos outros amino-
acidos limitantes para a produgéo de leite, os quais podem incluir lisina, me-
tionina, fenilalanina, treonina, isoleucina, e triptofano. Como tais, as protei-
nas manipuladas recombinantemente podem ser manipuladas para incluir
um perfil selecionado de aminodcidos. As proporgdes dos aminoacidos nas
proteinas manipuladas recombinantemente podem ser variadas ou manipu-
ladas para combinar as propor¢des que sdo previstas para serem o6timas
para o gado leiteiro baseado em estudos ou em previsées de alimentagio.
Em uma modalidade, o perfil selecionado dos aminoécidos, por exemplo, em
uma proteina produzida recombinantemente, é similar ao perfil do farinha de
sangue. Depois que uma proteina foi manipulada e seu gene foi clonado em
um vetor de expressao, a proteina pode ser expressa (ou superexpressa)
em um hospedeiro microbiano tal como E. coli. Corynebacterium, Brevibac-
terium, Bacillus, levedura, etc.

~ A fim de otimizar a expressdo do peptideo ou da proteina no
hospedeiro, a seqliiéncia do peptideo ou da proteina pode ser selecionada
para utilizar tRNAs 'especificos que sao prevalentes no hospedeiro. Alternati-
vamente, os tRNAs selecionados podem ser co-expressos no hospedeiro
para facilitar a expressdo do peptideo ou proteina. Alternativamente, pa-
droes unicos e multiplos de uso de cédon podem ser ajustados para rendi-
mento, enovelamento, e localizagdo 6timos. O peptideo ou proteinas mani-
puladas recombinantemente podem incluir sequéncias especificas para faci-
litar a purificagdo do peptideo ou proteinas. As proteinas podem também
incluir “seqténcias-lider’ para direcionar a proteina para Iocaié especificos
na célula do hospedeiro tal como o periplasma, ou para direcionar a proteina
para secrecdo. O peptideo ou proteinas manipuladas recombinantemente
podem também incluir sitios de clivagem por protease para facilitar a cliva-
gem das proteinas no abomaso e para aumentar a liberagcdo dos aminoaci-
dos no peptideo ou na proteina para o intestino delgado. Por exemplo, uma
tal protease é a pepsiha, uma das enzimas de digestdo de proteina do abo-
maso em gado. A pepsina demonstra uma clivagem preferencial de pepti-

deos nos residuos hidrofébicos preferivelmente aromaticos nas posicdes P1
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e P1’. Em particular, a pepsina cliva proteinas no lado carbéxi da fenilalani-
na, do triptofano, da tirosina, e da leucina. Mais favoravelmente, o polipepti-
deo é facilmente clivavel por proteases animais geralmente.

Em algumas modalidades da invengdo, um microorganismo é
modificado de tal maneira que o microorganismo modificado seja enriqueci-
do em vitaminas. As vitaminas incluem, mas nao séo limitadas a, vitamina A
(retinol), vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina B3 (Niaci-
na), vitamina B5 (4cido pantoténico), vitamina B6 (Piridoxina), vitamina B7
(Biotina), vitamina B9 (4cido félico), vitamina B12 (cianocobalamina), vitami-
na C (acido ascérbico), vitamina D1 a D4 (lamisterol, ergocalciferol, calcife-
rol, diidrotaquisterol, desidrositosterol 7), vitamina E (tocoferol), e vitamina K
(naftoquinona).

Em outra modalidade, o microorganismo é modificado para au-
mentar a quantidade de um micronutriente, tal como uma vitamina, um mine-
ral-trago, um antioxidante, ou determinados lipidios, por exemplo, os tocofe-
rois.

Em outra modalidade, o microorganismo é modificado para au-
mentar a quantidade de um cofator ou uma coenzima, tal como NADH, FA-
DH, ATP, coenzima A, coenzima Qo ou molibdopterina.

Organismos diferentes precisam de substancias organicas-traco
diferentes. A maioria dos mamiferos necessita, com poucas excecdes, das
mesmas vitaminas que os seres humanos. Uma excegéo € a vitamina c, que
pode ser sintetizada por todos os outros mamiferos exceto outros primatas
superiores e porcos da guiné. Quanto menos a espécie for relacionada aos
mamiferos, mais diferentes as necessidades dos organismos podem se tor-
nar.

A presente invengdo inclui métodos de produzir vitaminas em
microorganismos modificados qualquer meio como o material inicial. A pre-
sente invengao inclui varios aspectos de materiais e intermediarios biol6gi-
cos uteis na produgao biolégica de vitaminas. Por exemplo, a vitamina E (d-a
-tocoferol) € um suplemento nutricional importante em humanos e nos ani-

mais. Os ésteres de a-tocoferol, tocoferol e a-tocoferila podem ser produzi-
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dos a partir de farnesol ou de geranilgeraniol (GG). Farnesol pode ser usado
como um material inicial para sintetizar quimicamente o produto final, ésteres
de a-tocoferila. Alternativamente, o farnesol pode ser convertido quimica-
mente em GG. GG produzido biologicamente ou pela sintese a partir de far-
nesol, pode entdo ser usado como um material inicial para fazer a-tocoferila
e ésteres de a-tocoferila. Farnesol e GG sao alcoois de prenila produzidos
pela desfosforilagéo de farnesilprirofosfato (FPP) e de geranilgeranilpirofos-
fato (GGPP), respectivamente. FPP e GGPP sé&o intermediarios na biossin-
tese de compostos de isoprendide, incluindo esterdis, ubiquinonas, heme,
dolicéis, e carotendides, e sdo usados na prenilagdo pés-traducional e prote-
inas. FPP e GGPP séo derivados do isopentilpirofosfato (IPP). Millis et al.
Patente U.S. N2 6.410.755, incorporados aqui por referéncia na sua totalida-
de.

Os isoprendides sao a maior familia de produtos naturais, com
cerca de 22.000 estruturas diferentes conhecidas. Todos os isoprendides
sao derivados do composto Cs IPP. Assim, os esqueletos de carbono de to-
dos os compostos do isoprendide sdo criados por adicdes seqlienciais das
unidades Cs a cadeia crescente de poliprendide. Existem duas vias diferen-
tes que levam a IPP. Fungos (tal como a levedura) e animais possuem a via
dependente de mevalonato que pode usar a acetil CoA como o precursor
inicial. As bactérias e plantas superiores, por um lado, podem possuir uma
via independente do mevalonato, também referida como a via de nao-
mevalonato, partindo de piruvato e gliceraldeido 3-fosfato.

Modalidades da presente invengéo incluem a produgéo bioldgica
de vitaminas ou de qualquer material ou intermediario inicial para a produgéo
de vitaminas, em culturas de células procariéticas ou eucariéticas e em sis-
temas livres de célula, independente de qual via o organismo utilize. Por e-
xemplo, a biossintese do precursor de todos os isoprendides, IPP utiliza a
via dependente de mevalonato ou a independente. Preferivelmente as célu-
las usadas na cultura celular sdo modificadas geneticamente para aumentar
o rendimento de vitaminas ou intermedidrio ou de um material inicial para

estes. As células podem ser modificadas geneticamente por técnicas de ma-
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nipulagao genética (isto €, tecnologia recombinante), por técnicas microbio-
l6gicas classicas, ou por uma combinagéo de tais técnicas e também podem
incluir variantes genéticas naturais.

Modalidades da presente invengao incluem a producgéo bioldgica
de farnesol ou de GG por cultivar um microorganismo, preferivelmente a le-
vedura, que foi modificada geneticamente para modular a atividade de uma
ou mais das enzimas em sua via biossintética de isoprendide, diminuir (inclu-
indo eliminar) a agdo da atividade da esqualeno sintase, aumentar a agéo da
HMG-CoA redutase, aumentar a agdo da GGPP sintase, aumentar a agao
da FPP sintase, ou aumentar a a¢do da fosfatase para aumentar a conver-
sao de FPP em farnesol ou de GGPP a GG.

Um aminoéacido, um peptideo ou uma proteina particular que tem
um conteudo de aminoacido aumentado podem ser pelo menos parcialmen-
te purificado do caldo de fermentagdo ou da biomassa lisada. Por exemplo,
lisina ou proteinas ricas em lisina podem ser isoladas com base no ponto
isoelétrico da lisina. Similarmente, a presenga da lisina em uma proteina rica
em lisina pode ser usada isolar a proteina, com base no ponto isoelétrico da
proteina. O ponto isoelétrico desejado para uma proteina particular rica em
um aminoacido pode ser variado usando tecnologia recombinante para alte-
rar a composi¢do do aminoacido da proteina (por exemplo, criar uma protei-
na que tem um conteudo selecionado de lisina).

O ponto isoelétrico (pl) unico de um aminoacido particular com-
parado a outros aminoacidos pode permitir a precipitacao seletiva desse a-
minoacido, a extragdo preferencial em solventes organicos, e ligacdo a va-
rias matrizes de quelagao de metal resina ou de troca de ion. Um aminoéaci-
do ou um peptideo particular pode se ligar a metais de transigcdo tais como
niquel (Ni) e pode se usado para facilitar o isolamento da proteina (por e-
xemplo, por ligar a proteina a uma matriz contendo niquel). Outros metais da
transicao podem ser usados, tal como o cobre (Cu). Além disso, um tama-
nho do aminoacido pode permitir o uso de combinagdes Unicas de cromato-
grafia de exclusdo de tamanho e de resinas de troca de ion isolar esse ami-

nodacido do caldo de fermentagéo contendo outros aminoécidos e subprodu-



10

15

20

25

30

66

tos. Adicionalmente, o pl unico de um aminoacido pode resuitar em valores
de pl especificos e unicos para essa proteina rica em aminoéacido que permi-
te assim a precipitacao seletiva destas proteinas a partir de outras proteinas
celulares para uso em ragao ou alimento.

B. Aminodacidos essenciais e ndo-essenciais

Os microorganismos modificados da presente invencdo podem
ser modificados para produzir niveis elevados de nutrientes incluindo amino-
acidos essenciais e ndo-essenciais. A racdo completa ou os residuos de
fermentacdo que contém tais microorganismos modificados contém niveis
elevados dos nutrientes incluindo aminoacidos essenciais e ndo-essenciais.

Um aminoécido essencial para um organismo é um aminoécido
que nao pode ser sintetizado pelo organismo a partir de outros recursos dis-
poniveis, e deve conseqlientemente ser fornecido como parte de sua dieta.
O aminoécido essencial pode ser um que é essencial para um ser humano,
um mamifero, um péssaro ou um peixe. Sao contemplados particularmente
0s aminoacidos essenciais para animais domésticos, por exemplo, animais
de fazenda ou animais de estimagao. Oito aminoacidos sdo considerados
geralmente como essenciais para seres humanos: lisina, metionina, fenilala-
nina, treonina, isoleucina, triptofano, valina, e leucina. Dois outros, histidina e
arginina podem ser essenciais nas criancas e possivelmente nos idosos.
A taurina pode ser necessaria para conservar a maleabilidade arterial e do
colageno. Os aminoécidos essenciais variam de espécie para espécie, ja
que metabolismos diferentes sdo capazes de sintetizar substancias diferen-
tes. Por exemplo, a taurina é essencial para gatos, mas pode nio ser para
caes. Alguns aminoacidos podem ser produzidos a partir de outros. Os ami-
noacidos que contém enxofre, metionina e homocisteina, podem ser conver-
tidos um nos outros, mas nenhum deles pode ser sintetizado de novo em
seres humanos. Do mesmo modo, a cisteina pode ser feita a partir de homo-
cisteina, mas nao de novo. Os aminoacidos contendo enxofre podem ser
considerados como um Unico grupo de aminoacidos equivalentes nutricio-
nalmente. Do mesmo modo, arginina, ornitina, e citrulina, que sdo intercon-

versiveis pelo ciclo da uréia, podem ser considerados como um Gnico grupo.
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Os aminoacidos essenciais para gatos incluem: arginina, histidi-
na, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano,
valina, e taurina. A taurina € um aminoécido que é necessario para a forma-
¢ao adequada da bile, da saude do olho, e da fungdo adequada do coragéo.
Os gatos requerem uma quantidade elevada de taurina para suas fungdes
corporais, contudo tém enzimas limitadas que podem produzir taurina a par-
tir de outros aminoacidos tais como metionina e cisteina. Conseqlientemen-
te, eles precisam de uma dieta rica em taurina. Se a taurina nao for suficien-
te, sinais tais como uma condi¢@o cardiaca chamada cardiomiopatia dilata-
da, degeneragao da retina, falha reprodutora, e desenvolvimento anormal
dos filhotes podem ocorrer. A maioria dos animais pode produzir 0 aminoa-
cido ornitina a partir de varios processos, alguns dos quais podem requerer
arginina. Em gatos, o método para produzir a ornitina é converté-la a partir
de arginina. Se gatos forem deficientes em arginina, ndo pode haver ornitina
suficiente para se ligar & aménia, e sinais severos tais como saliva¢do, voca-
lizagao, ataxia, e até mesmo morte podem resultar dos niveis elevados de
aménia. Estes sinais ocorrem freqlientemente varias horas apés uma refei-
¢ao, quando a maioria da aménia é produzida. A ragdo completa com conte-
udo nutritivo elevado conforme a presente invengéo pode ajudar a tratar ou
aliviar estes disturbios nos animais. Qualquer um dentre lisina, metionina,
triptofano ou treonina € uma adigdo valiosa a ragdo de animal de fazenda,
por exémplo, ragao de gado.

Uma dieta nutritiva equilibrada para uma variedade de animais
domésticos é conhecida na técnica. O Committee on Animal Nutrition, Natio-
nal Research Council publicou varias diretrizes para facilitar aqueles versa-
dos na técnica a formular uma racé@o animal equilibrada. Veja, por exemplo, -
Nutrient Requirements of Beef Cattle: 72 Edigdo revisada (2000, ISBN
0309069343), Nutritional Requirements of Swine: 102 Edigcao revisada (1998,
ISBN 0309059933), de Nutritional Requirements of Dairy Cattle: 72 Edicédo
revisada (2001, ISBN 0309069971), os quais estdo incorporados aqui por
referéncia em sua totalidade.

C. Meios e condicoes da fermentacdo
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O microorganismo modificado como discutido acima pode ser
cultivado em um meio de fermentacao para a producédo de nutrientes. Um
meio de fermentagao adequado ou eficaz, refere-se a qualquer meio em que
um microorganismo modificado da presente inven¢ao, quando cultivado, for
capaz de produzir nutrientes. Tal meio é tipicamente um meio aquoso que
compreende fontes assimilaveis de carbono, nitrogénio e fosfato. Tal meio
pode também incluir sais, minerais, metais, e outros nutrientes adequados.
Deve-se reconhecer, entretanto, que varias condi¢cdes da fermentacdo sdo
adequadas e podem ser selecionadas por aqueles versados na técnica.

As fontes de carbono assimilaveis que podem ser usadas em um
meio adequado de fermentacgao incluem, mas ndo sao limitadas a, agucares
e seus polimeros, incluindo, dextrina, sacarose, maltose, lactose, glicose,
frutose, manose, sorbose, arabinose e xilose; acidos graxos; acidos orgéni-
cos tais como acetato; alcodis primarios tais como etanol e n-propanol; e
polialcodis tais como glicerina. As fontes preferidas do carbono na presente
invengao incluem monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos. A fonte
de carbono a mais preferida é glicose.

A concentragcao de uma fonte de carbono, tal como glicose, no
meio de fermentag¢@o deve promover.o crescimento da célula, mas ndo ser
alta o suficiente para reprimir o crescimento do microorganismo usado. Tipi-
camente, as fermentagdes sao realizadas com uma fonte de carbono, tal
como glicose, sendo adicionada em niveis para se obter o nivel desejado de
crescimento e de biomassa. Em outras modalidades, a concentragdo de uma
fonte de carbono, tal como glicose, no meio da fermentagao é maior do que
cerca de 1 g/L, preferivelmente maior do que cerca de 2 g/L, e mais preferi-
velmente maior do que cerca de e 5 g/L. Além disso, a concentragdo de uma
fonte de carbono, tal como a glicose, no meio de fermentagao pode ser me-
nor do que cerca de 100 g/L, menor do que cerca de 50 g/L, ou menor do
que cerca de 20 g/L. Deve-se observar que as referéncias as concentragoes
de componentes da fermentacdo podem referir-se a inicial e/ou as concen-
tragGes de componentes inicias ou produtos. Em alguns casos, pode ser de-

sejavel permitir que o meio de fermentagao torne-se esgotado de uma fonte
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de carbono durante a fermentacao.

Fontes de nitrogénio assimilaveis que podem ser usadas em um
meio adequado de fermentacao incluem, mas nao sdo limitadas a, fontes
simples do nitrogénio, fontes orgénicas de nitrogénio, e fontes complexas de
nitrogénio. Tais fontes do nitrogénio incluem aménia anidra, sais de aménio,
e substancias de origem animal, vegetal, e/ou microbiana. Fontes adequa-
das de nitrogénio incluem, mas nao sao limitadas a, hidrolisados de proteina,
hidrolisados de biomassa microbiana, peptona, extrato de levedura, sulfato
de aménio, uréia, e aminodcidos. Produtos de grdo hidrolisado formam a
uma fonte adequada de nitrogénio. Tipicamente, a concentracdo de fontes
de nitrogénio, no meio de fermentagédo pode ser maior do que cerca de 0,1
g/L, maior do que cerca de 0,25 g/L, ou maior do que cerca de 1,0 g/L. Além
de determinadas concentragdes, entretanto, a adi¢do de uma fonte de nitro-
génio ao meio de fermentagédo ndo é vantajosa para o crescimento dos mi-
croorganismos. Em consequéncia, a concentragdo das fontes de nitrogénio,
no meio de fermentagao pode ser menor do que cerca de 20 g/L, menor do
que cerca de 10 g/L ou menor do que cerca de 5 g/L. Além disso, em alguns
casos pode ser desejavel permitir que o meio da fermentagio se torne esgo-
tado de fontes do nitrogénio durante a fermentagéo.

O meio eficaz de fermentagao pode conter outros compostos tais
como sais inorgéanicos, vitaminas, metais-trago, ou promotores de cresci-
mento. Tais outros compostos também podem estar presentes em fontes de
carbono, nitrogénio ou mineral no meio eficaz ou podem ser adicionados
especificamente ao meio.

O meio de fermentagdo também pode conter uma fonte adequa-
da de fosfato. Tais fontes de fosfato incluem fontes inorganicas e organicas
de fosfato. As fontes preferidas de fosfato incluem, mas n&o sdo limitadas a,
sais de fosfato tais como fosfatos de sddio e potassio mono ou dibasicos,
fosfato de aménio e misturas dos mesmos. Tipicamente, a concentracdo de
fostato no meio de fermentagéo ¢ maior do que cerca de 1,0 g/L, preferivel-
mente maior do que cerca de 2,0 g/L e mais preferivelmente maior do que
cerca de 5,0 g/L. Além de determinadas concentragdes, entretanto, a adigdo
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de fosfato ao meio de fermentagcé@o nédo é vantajosa para o crescimento dos
microorganismos. Consequentemente, a concentracdo de fosfato no meio de
fermentacdo é tipicamente menor do que cerca de 20 g/L, preferivelmente
menor do que cerca de 15 g/L, e mais preferivelmente menor do que cerca
de 10 g/L.

Um meio adequado de fermentacdo pode incluir também uma
fonte de magnésio, preferivelmente na forma de um sal fisiologicamente a-
ceitavel, tal como o sulfato de magnésio heptahidrato, embora outras fontes
de magnésio em concentragdes que contribuem com quantidades similares
de magnésio possam ser usadas. Tipicamente, a concentragdo de magnésio
no meio da fermentagao € maior do que cerca de 0,5 g/L, preferivelmente
maior do que cerca de 1,0 g/L, e mais preferivelmente maior do que cerca de
2,0 g/L. Além de determinadas concentragdes, entretanto, a adigdo de mag-
nésio ao meio de fermentagdo nao é vantajosa para o crescimento dos mi-
croorganismos. Consequentemente, a concentracdo de magnésio no meio
de fermentagéo é tipicamente menor do que cerca de 10 g/L, preferivelmente
menor do que cerca de 5 g/L, e mais preferivelmente menor do que cerca de
3 g/L. Além disso, em alguns casos pode ser desejavel permitir que o meio
de fermentacao se torne esgotado de uma fonte do magnésio durante a fer-
mentagao.

O meio de fermentacdo pode também incluir um agente quelante
biologicamente aceitavel, tai como o diidrato de citrato trissddico. Em tal ca-
S0, a concentragao de um agente quelante no meio de fermentacao é maior
do que cerca de 0,2 g/L, preferivelmente maior do que cerca de 0,5 g/L, e
mais preferivelmente maior do que cerca de 1 g/L. Além de determinadas
concentragdes, entretanto, a adicdo de um agente quelante ao meio de fer-
mentagcao nao é vantajosa para o créscimento dos microorganismos. Con-
sequentemente, a concentragao de um agente quelante no meio de fermen-
tacdo é tipicamente menor do que cerca de 10 g/L, preferivelmente menor do
que cerca de 5 g/L, e mais preferivelmente menor do que cerca de 2 g/L.

O meio de fermentagdo também pode incluir inicialmente um a-

cido ou uma base biologicamente aceitavel para manter o pH desejado do
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meio de fermentagéo. Os acidos biologicamente aceitaveis incluem, mas nao
sao limitados a, acido cloridrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico
e misturas dos mesmos. As bases biologicamente aceitaveis incluem, mas
nao sao limitadas a, hidroxido de amoénio, hidroxido de sddio, hidréxido de
potéassio e misturas dos mesmos.

O meio de fermentagdo também pode incluir uma fonte biologi-
camente aceitavel de calcio, incluindo, mas nao limitada a, cloreto de célcio.
Tipicamente, a concentragdo da fonte de célcio, tal como cloreto de calcio,
diidrato, no meio de fermentagdo esta dentro da faixa de cerca de 5 mg/L ao
mg a cerca de 2000/L, preferivelmente dentro da faixa de cerca de 20 mg/L a
cerca de 1000 mg/L, e mais preferivelmente na faixa de cerca de 50 mg/L a
cerca de 500 mg/L.

O meio de fermentagdo também pode incluir cloreto de sédio. Ti-
picamente, a concentragéo de cloreto de sédio no meio de fermentagéo esta
dentro da faixa de cerca de 0,1 g/L a cerca de 5 g/L, preferivelmente dentro
da faixa de cerca de 1 g/L a cerca de 4 g/L, e mais preferivelmente na faixa
de cerca de 2 g/L a cerca de 4 g/L.

O meio de fermentagdo também pode incluir metais-traco. Tais
metais-trago podem ser adicionados ao meio de fermentagdo como uma so-
lugao estoque que, por conveniéncia, pode ser preparada separadamente do
resto do meio de fermentacéo. Tipicamente, a quantidade de tal solugdo dos
metais-trago adicionada ao meio da fermentagdo é maior do que cerca de 1
ml/L, preferivelmente maior do que cerca de 5 ml/L, e mais preferivelmente
maior do que cerca de 10 ml/L. Além de determinadas concentracdes, entre-
tanto, a adicao de metais-traco ao meio da fermentagao nao sdo vantajosos
para o.crescimento dos microorganismos. Consequentemente, a quantidade
de tal solugdo dos metais-trago adicionada ao meio de fermentagéo é tipi-
camente menor do que cerca de 100 ml/L, preferivelmente menor do que
cerca de 50 ml/L, e mais preferivelmente menor do que cerca de 30 ml/L.
Deve-se observar que, além de adicionar metais-trago em uma solucao es-
toque, os componentes individuais podem ser adicionados separadamente

cada um dentro das faixas que correspondem independentemente as quan-
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tidades dos componentes ditadas pelas faixas acima da solucao dos metais-
trago.

Uma solugdo adequada de metais-traco pode incluir, mas ndo é
limitada ao selenato de sédio; sulfato ferroso; heptaidrato; sulfato cuprico,
pentaidrato; sulfato de zinco, heptaidrato; molibdato de sddio, diidrato; clore-
to de cobalto; solucdo de selénio ou de cromo; hexaidrato; e monoidrato de
sulfato do manganés. O &cido cloridrico pode ser adicionado a solugéo esto-
que para manter os sais de metal-traco em solugao.

O meio de fermentacdo também pode incluir vitaminas. Tais vi-
taminas podem ser adicionadas ao meio de fermentagdo como uma solugéo
estoque que, por conveniéncia, pode ser preparada separadamente do resto
do meio de fermentagdo. Tipicamente, a quantidade de tal solugédo de vita-
mina adicionada ao meio de fermentagdao é maior do que 1 ml/L, preferivel-
mente maior de 5 ml/L e mais preferivelmente maior de 10 ml/L. Além de
determinadas concentragdes, entretanto, a adi¢cdo das vitaminas ao meio de
fermentagdo nao € vantajosa para o crescimento dos microorganismos.
Consequentemente, a quantidade de tal solugdo da vitamina adicionada ao
meio de fermentagéo é tipicamente menor do que cerca de 50 ml/L, preferi-
velmente menor do que 30 ml/L e mais preferivelmente menor do que 20
ml/L. Deve-se notar que, além de adicionar vitaminas em uma solugéo esto-
que, os componentes individuais podem ser adicionados separadamente
cada um dentro das faixas que correspondem independentemente as quan-
tidades dos componentes ditadas pelas faixas acima da solugéo estoque de
vitamina. Uma solugéo de vitamina adequada pode inciuir, mas ndo é limita-
da a, biotina, pantotenato de calcio, inositol, HCI de piridoxina e HCI de tia-
mina.

O meio de fermentagdo pode também incluir esterdis. Tais este-
réis podem ser adicionados ao meio de fermentagdo como uma solugéo
conservada em estoque que é preparada separadamente do resto do meio
de fermentagéo. As solugdes estoque do esterol podem ser preparadas u-
sando um detergente para auxiliar na solubilizag@o do esterol. Tipicamente,

uma quantidade de solugéo estoque de esterol é adicionada ao meio de fer-
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mentacao tal que a concentragéo final de esterol no meio de fermentacéo
esta dentro da faixa de cerca de 1 mg/L a 3000 mg/L, preferivelmente dentro
da faixa de cerca de 2 mg/L a mg 2000/L, e mais preferivelmente dentro da
faixa de cerca de 5 mg/L a 2000 mg /L.

Os microorganismos da presente invengao podem ser cultivados
por modos de fermentacdo convencionais, que incluem, mas ndo sao limita- -
dos a, batelada, batelada alimentada, reciclagem de célula, e continua. Em
um modo de batelada alimentada, quando durante a fermentagao alguns dos
componentes do meio sdo esgotados, pode ser possivel iniciar a fermenta-
¢ao com concentragdes relativamente altas de tais componentes de modo
que o crescimento seja suportado por um periodo de tempo antes que as
adicoes sejam necessarias. As faixas preferidas destes componentes séo
mantidas durante toda a fermentagao por fazer adigdes conforme os niveis
sao esgotados pela fermentagdo. Os niveis dos componentes no meio de
fermentagdo podem ser monitorados, por exemplo, por amostrar o meio de
fermentacao periodicamente e testar as concentragbes. Alternativamente,
uma vez que um procedimento de fermentacdao padrao é desenvolvido, as
adicbes podem ser feitas em intervalos programados que correspondem a
niveis conhecidos em momentos particulares durante toda a fermenta-
¢cao. As adigcbes ao fermentador podem ser feitas sob o controle de um com-
putador em resposta as condi¢des do fermentador ou por uma programagao
pré-programada. Além disso, para evitar a introdugdo de microorganismos
estranhos no meio de fermentagdo, a adicdo é executada usando métodos
de adigcao assépticos, como é conhecido na técnica. Além disso, uma pe-
quena quantidade de agente antiespumante pode ser adicionada durante a
fermentagéo, ou dispositivo antiespumante pode ser empregado. Os fermen-
tadores podem ser de qualquer tamanho, por exemplo, pelo menos 1 L, pelo
menos 10 L, pelo menos 100 L, pelo menos 1000 L, pelo menos 10.000 L,
pelo menos 50.000 L ou pelo menos 100.000 L. Muitos fermentadores co-
merciais tém capacidade de mais do que 25.000 L.

A temperatura do meio de fermentagdo pode ser qualquer tem-

peratura adequada para o crescimento e a produgdo dos nutrientes da pre-
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sente invengao. Por exemplo, antes da inoculagdo do meio de fermentacéo
com um in6culo, o meio de fermentagdo pode ser trazido e mantido em uma
temperatura na faixa de cerca de 20°C a cerca de 45°C, preferivelmente pa-
ra uma temperatura na faixa de cerca de 25°C a cerca de 40°C, e mais pre-
ferivelmente na faixa de cerca de 28°C a cerca de 32°C.

O pH do meio de fermentagcéo pode ser controlado pela adicao
de &cido ou base ao meio de fermentacdo. Em tais casos quando aménia é
usada para controlar o pH, ela também serve convenientemente como uma
fonte de nitrogénio no meio de fermentagéo. Preferivelmente, o pH é mantido
de cerca de 3,0 a cerca de 8,0, mais preferivelmente de cerca de 3,5 a cerca
de 7,0, e o mais preferivelmente de cerca de 4,0 a cerca de 6,5.

O meio de fermentagdo pode também ser mantido para ter um
conteudo dissolvido de oxigénio durante a fermentacdo para manter o cres-
cimento da célula e para manter 0. metabolismo da célula para a produgéo
dos nutrientes. A concentracdo de oxigénio do meio de fermentagcdo pode
ser monitorada  usando métodos conhecidos, como através do uso de um
elétrodo de oxigénio. O oxigénio pode ser adicionado ao meio de fermenta-
¢ao usando métodos conhecidos na técnica, através de agitagcdo e aeragao
do meio por agitar, sacudir ou borrifar. Preferivelmente, a concentracdo de
oxigénio em um meio de fermentacao aerdbica pode estar na faixa de cerca
de 20% a cerca de 100% do valor de saturagdo de oxigénio no meio basea-
do na solubilidade de oxigénio no meio de fermentagdo em pressdo atmosfé-
rica e em uma temperatura na faixa cerca de 20°C a cerca de 40°C. Redu-
¢Oes periddicas na concentragdo de oxigénio abaixo desta faixa podem ocor-
rer durante a fermentagao, entretanto, sem afetar adversamente a fermenta-
céao.

Embora a aeragdo do meio tenha sido descrita aqui em relagéo
ao uso de ar, outras fontes de oxigénio podem ser usadas. Particularmente
util € o uso de um gés de aeragdo que contém uma fragédo do volume do oxi-
génio maior do que a fragdo de volume de oxigénio no ar ambiental. Adicio-
nalmente, tais gases de aeragdo podem incluir outros gases que ndo afetam

negativamente a fermentacdo. Em algumas modalidades, a fermentagéo é
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executada sob condi¢coes bem estabelecidas na técnica.

O meio de fermentacdo pode ser inoculado com uma cultura de
microorganismos da presente invencéo em crescimento ativo em uma quan-
tidade suficiente para produzir, apdés um periodo de crescimento razoavel,
uma densidade elevada de células. As densidades celulares tipicas de ino-
culagao estdo dentro da faixa de cerca de 0,01 g/L a cerca de 10 g/L, prefe-
rivelmente de cerca de 0,2 g/L a cerca de 5 g/L e mais preferivelmente de
cerca de 0,05 g/L a cerca de 1,0 g/L, com base no peso seco das células.
Em fermentadores de escala de produgdo, entretanto, densidades celulares
maiores do indculo sédo preferidas. As células sédo entéo cultivadas para uma
densidade celular na faixa de cerca de 10 g/L a cerca de 100 g/L preferivel-
mente de cerca de 20 g/L a cerca de 80 g/L, e mais preferivelmente de cerca
de 50 g/L a cerca de 70 g/L. Os tempos de residéncia para os microorganis-
mos alcangarem as densidades celulares desejadas durante a fermentagao
sao tipicamente de menos do que cerca de 200 horas, preferivelmente me-
nos do que cerca de 120 horas, e mais preferivelmente menos do que cerca
de 96 horas.

Em uma modo de operacao da presente invengao, a concentra-
¢ao da fonte de carbono, tal como a concentragédo de glicose, do meio de
fermentagdo é monitorada durante a fermentagdo. A concentragéo de glico-
se do meio de fermentagdo pode ser monitorada usando técnicas conheci-
das, como, por exemplo, uso do teste da enzima glicose oxidase ou de cro-
matografia liquida de alta pressao, os quais podem ser usados monitorar a
concentragao de glicose no sobrenadante, por exemplo, um componente
livre de célula do meio de fermentagdo. Como indicado previamente, a con-
centragao da fonte de carbono deve ser mantida abaixo do nivel em que a
inibicdo do crescimento celular ocorre. Embora tal concentragéo possa variar
de organismo para organismo, tipicamente para glicose como uma fonte de
carbono, a inibigdo do crescimento celular pode ocorrer em concentracbes
de glicose maiores do que em cerca de 60 g/L, e pode ser faciimente deter-
minada por experimentacdo. A concentracdo de glicose no meio de fermen-

tacao &€ mantida na faixa de cerca de 1 g/L a cerca de 100 g/L, mais preferi-
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velmente na faixa de cerca de 2 g/L a cerca de 50 g/L, e ainda mais preferi-
velmente na faixa de cerca de 5 g/L a cerca de 20 g/L embora a concentra-
¢ao da fonte de carbono possa ser mantida dentro de niveis desejados pela
adicao de, por exemplo, uma solugdo substancialmente pura de glicose, é
aceitavel, e pode ser preferido, manter a concentracado da fonte de carbono
do meio de fermentagdo pela adicdo de aliquotas do meio de fermentagao
original. O uso de aliquotas do meio de fermentagédo original pode ser dese-
javel porque as concentracbes de outros nutrientes no meio (as fontes, por
exemplo, de nitrogénio e fosfato) podem ser mantidas simultaneamente. Do
mesmo modo, as concentragcdes dé metais-trago podem ser mantidas no
meio de fermentagéo pela adicdo de aliquotas da solug@o dos metais-traco.

D. Revestimento e modificacao estrutural dos nutrientes

O microorganismo modificado enriquecido nutricionalmente pode
ainda ser tratado para facilitar a passagem pelo rumen. O peptideo ou a pro-
teina devem escapar da degradacao ruminal e passar para o intestino del-
gado para fornecer quantidades suficientes de aminoéacidos. Métodos preli-
minares desenvolvidos para impedir a digestao fermentativa de aminoéacidos
incluem (1) revestimento de um produto que tem um conteido aumentado
de aminoacido com uma composicdo que protege o produto da degradagao
no rimen e/ou (2) manipulagao estrutural do aminoacido para produzir ana-
logos de aminoacido que demonstram degradagao reduzida no rimen.

As proteinas com estrutura secundaria ou terciaria significativa
(por exemplo, liga¢des de dissulfeto) podem apresentar melhor protegdo do
ramen. Além de fornecer uma fonte de aminoécidos essenciais para a ragéo
do ruminante, uma proteina rica em aminoéacido essencial pode assemelhar-
se intimamente as proteinas “ricas em aminoacido essencial” que estao pre-
sentes na farinha de sangue. Por exemplo, a farinha de sangue pode incluir
a cadeia de alfa hemoglobina de porco. Apenas como exemplo, um peptideo
ou proteina rica em aminodcido essencial em um microorganismo modifica-
do pode ser revestido com os compostos poliméricos, ou ser polimerizados,
com proteina, gordura, misturas de gordura e célcio, misturas da gordura e

proteina, e com os sais de metal de acidos graxos de cadeia longa. O pepti-
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deo ou proteina rica em aminoacido essencial pode também ser revestida
com polimeros sensiveis ao pH. Um polimero sensivel ao pH é estavel no
pH ruminal, mas desnatura quando é exposto ao pH do abomaso, liberando
0 peptideo ou a proteina para digestdao nos abomasos e absor¢do no intesti-
no delgado. Como tais, aminoacidos livres podem ser revestidos para forne-
cer protecao da degradagdo no ramen. O aminoacido essencial ou o pepti-
deo ou proteina rico em aminoacido essencial podem ser reagidos com um
ou mais carboidratos redutores (por exemplo, xilose, lactose, glicose, e simi-
lares).

Os nutrientes podem ser revestidos com uma variedade de ma-
teriais de revestimento. Por exemplo, 6leos vegetais (tais como 6leo de fei-
jao de soja), uma mistura de um composto hidrofébico, de elevado ponto de
fusdo e um lipidio. A combinag¢ao de um ou mais compostos hidrofébicos de
elevado ponto de fusé@o (por exemplo, sais minerais de acidos graxos, tais
como estearato de zinco de classe comercial) com um ou mais tipos de lipi-
dio forma um material de revestimento que pode proteger o contelido e a
funcionalidade do(s) ingrediente(s) revestido(s). Estes revestimentos podem
ser formulados para satisfazer as necessidades das condi¢gdes de proces-
samento em alta temperatura e press@o assim como prote¢cdo da carga de
aminoacido do ambiente microbiano do rimen. Revestimentos adequados
sao descritos de patente U.S. N® 2003/0148013, que esta incorporada aqui
por referéncia em sua totalidade. Os compostos hidrofébicos de elevados
ponto de fusao tém tipicamente um ponto de fusdo de pelo menos cerca de
70°C, e mais desejavelmente, maior do que 100°C. Em particular, sais de
zinco de acidos graxos, que tém um ponto de derretimento entre cerca de
115°C e 130°C, sdo compostos hidrofébicos de elevado ponto de fusdo ade-
quados.

O componente de lipidio tem tipicamente um ponto de fusdo de
pelo menos cerca de 0°C e mais adequadamente ndo menos do que cerca
de 40°C. O componente de lipidio pode incluir 6leo vegetal, tal como o 6leo
de soja. Em outras modalidades, o componente de lipidio pode ser um tria-
cilglicerol com um ponto de fusdo de cerca de 45 a 75°C. Acido estearico de
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classe comercial pode ser selecionado como um lipidio representativo de um
grupo que inclui mas n3o é limitado a: acido estearico, gordura animal hidro-
genada, gordura animal (por exemplo, sebo animal), éleo vegetal, (tal como
6leo vegetal bruto e/ou dleo vegetal hidrogenado, parcialmente ou comple-
tamente hidrogenado), lecitina, acido palmitico, 6leos animais, cera, ésteres
de acidos graxos (Cg a C»4), acidos graxos (Cg a Co4). O revestimento pode
estar presente no produto revestido em uma quantidade de 1 a 2000% em
peso, em relagao ao peso do ingrediente revestido. Geralmente, o revesti-
mento representa cerca de 15 a 85% em peso, em relagdo ao peso do in-
grediente revestido. Mais geralmente, o revestimento representa cerca de 20
a 60% em peso e/ou 30 a 40% em peso, em relacdo ao peso do ingrediente
revestido. O revestimento pode ser preparado a partir de mistura hidrofdbica.
O revestimento pode incluir um tensoativo.

O revestimento pode usar um ou mais compostos hidrofébicos
insoluveis combinados com um lipidio. Por exemplo, estearato de zinco de
grau comercial € extremamente hidrofébico e completamente insoldvel em
agua. A adicao de estearato de zinco de grau comercial a férmula de reves-
timento pode melhorar o nivel de prote¢do do ingrediente e sua funcionali-
dade, de forma significativa quando comparado a um revestimento apenas
de lipidio. Por exemplo, por combinar estearato de zinco com um lipidio um
tanto insoluvel tal como &cido estearico de grau comercial, 0 composto de
revestimento pode fornecer melhor prote¢do de lixiviagdo (isto é, perda do
ingrediente ativo do produto revestido), quando o produto revestido estd em
um meio aquoso. Como tal, o beneficio da presente composigdo de revesti-
mento pode ser utilizado em ragdes feitas para ruminantes para passar pelo
rumen e liberar o ingrediente ativo no intestino delgado.

Alem de facilitar a passagem pelo rumen, o revestimento tam-
bém pode ser util para proteger os nutrientes revestidos contra o calor e
pressao sofridas durante o processo de fabricagdo (peletizagdo e extrusio).
A composig¢éo de revestimento pode ser util em todos os tipos de processos
de produgédo onde calor é aplicado e ingredientes suscetiveis do calor sdo

usados. Ingredientes que podem se beneficiar desta forma de protecdo sdo
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os ingredientes que sdo submetidos a dano ou degradacéo por calor, tais
como aminoécidos, proteinas, enzimas, vitaminas, pigmentos e "attractants".
Além de proteger os ingredientes do dano ou perda relacionada ao calor,
também ha a necessidade de proteger os ingredientes de dano ou perda
atribuivel & associag@o ou reagdo quimica com outros ingredientes. O méto-
do de encapsulamento pode impedir a associagdo prejudicial, ou reagoes
com outros ingredientes, ou oxidacdo. Como tal, 0 método do encapsula-
mento fornece a habilidade de pré-empacotar ou combinar ingredientes em
uma formulagéo, onde os ingredientes seriam geralmente empacotados indi-
vidualmente;

A composicao de revestimento pode ser preparada de vérias de
maneiras. Preferivelmente, o processo de preparagéo inclui fazer uma solu-
¢ao sélida do componente de sal organico de zinco e do componente de lipi-
dio. Em uma modalidade, o sal organico de zinco e o componente de lipidio
podem ser derretidos até que ambos se dissolvam e formem uma solugéo. A
solugao pode entao ser deixada solidificar para formar uma solugao sdlida.
Além do componente de acido organico de zinco e do componente de lipidio,
o revestimento pode incluir outros ingredientes. Por exemplo, o revestimento
pode incluir um ou mais agentes emulsificantes tais como glicerina, polissa-
carideos, lecitina, agentes de gelificacdo, e sabdes, os quais podem melho-
rar a velocidade e a eficacia do processo de encapsulamento. Adicionalmen-
te, o revestimento pode incluir um antioxidante para fornecer prote¢do me-
lhorada contra os efeitos da oxidagdo. Além disso, a composicdo de revesti-
mento pode incluir outros componentes que podem ou nao se dissolver no
processo de formacgéo da solugdo solida. Por exemplo, a composigao de re-
vestimento pode incluir pequenas quantidades de éxido de zinco e outros
elementos ou compostos.

Um revestimento adequado pode ser preparado a partir de um
6leo vegetal parcialmente hidrogenado tal como o 6leo de soja. Outros dleos
vegetais adequados, que sdo pelo menos parcialmente hidrogenados, inclu-
em Oleo de palma, 6leo de semente de algod&o, 6leo de milho, 6leo de a-
mendoim, 6leo de semente de palma, éleo de babagu, 6leo de girassol, dleo
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de agafroa, e misturas das mesmas. Um revestimento adequado pode ser
preparado a partir de uma mistura que inclui um 6leo vegetal parcialmente
hidrogenado e constituintes adicionais, tal como uma cera. Ceras adequadas
incluem cera de abelha, cera de petréleo, cera de farelo de arroz, cera de
ricino, cera microcristalina, e misturas disso. Em algumas modalidades, um
revestimento adequado é preparado a partir de uma mistura que inclui cerca
de 85 a 95% (preferivelmente cerca de 90%) de 6leo vegetal parcialmente
hidrogenado e cerca de 5 a 15% (preferivelmente cerca de 10%) de cera. O
revestimento pode incluir um agente para modificar a densidade do substrato
revestido, por exemplo, um tensoativb, tal como polissorbato 60, polissorbato
80, propileno glicol, dioctilsulfossuccinato de sédio, lauril sulfato de sédio,
ésteres lactilicos de &cidos graxos, ésteres de poliglicerol de &cidos graxos,
e misturas dos mesmos.

Um substrato revestido (ou substrato pré-revestido) pode ser
preparado por pulverizar uma mistura hidrofébica que inclui um éleo vegetal
parcialmente hidrogenado (85% a 95%) e uma cera (5% a 15%) sobre um
substrato que inclui o L-His e/ou uma proteina rica em histidina. Opcional-
mente, um substrato pré-revestido pode ainda ser revestido por pulverizar a
superficie do substrato pré-revestido com um tensoativo para formar um
substrato revestido. O substrato revestido pode ter a seguinte composigéo:
substrato (40 a 80%); mistura hidrofébica (20 a 60%); tensoativo (0 a 40%)
(opcional). O substrato revestido pode ter uma gravidade especifica de cerca
de 0,3 a 2,0 (mais adequadamente cerca de 1,3 a 1,5). Em uma modalidade,
0 substrato revestido inclui: cerca de 50% de substrato; cerca de 35% de
mistura hidrofébica; e cerca de 15% de tensoativo. O substrato revestido
pode ser preparado por pré-revestir o substrato com uma mistura hidrofébi-
ca, e subsequentemente revestir o substrato pré-revestido com um tensoati-
VO.

Depois que a composigcao de revestimento é preparada, ela pode
entao ser usada para preparar o nutriente protegido. Um procedimento ade-
quado para preparar o ingrediente protegido usa a tecnologia de encapsula-
mento, preferiveimente tecnologia de microencapsulamento. O microencap-
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sulamento € um processo pelo qual pequenas quantidades de gas, liquido,
ou ingredientes soélidos s&o incluidos ou envolvidos por um segundo materi-
al, neste caso uma composigao de revestimento, para proteger o ingrediente
do ambiente circundante. Varios processos de microencapsulamento podem
ser usados para preparar o ingrediente protegido tal como disco giratério,
pulverizagéo, co-extrusao, e outros métodos quimicos tais como o coacerva-
¢ao complexa, separagéo de fase, e gelatinizagdo. Um método adequado e
microencapsulamento é o método de disco rotatério. No método de disco
rotatério, uma emulséo e/ou suspensdo do ingrediente ativo e da composi-
¢ao de revestimento é preparada e alimentada por gravidade & superficie de
um disco rotatdrio aquecido. Enquanto o disco gira, a emulsdo/suspensdo se
espalha ao longo da superficie do disco para formar uma fina camada por
causa das forgas centrifugas. Na borda do disco, a emulsdo/suspensdo é
cisalhada em gotas distintas nas quais o ingrediente ativo estad envolvido
pelo revestimento. Conforme as gotas caem do disco para um funil de cole-
ta, as gotas esfriam para formar um ingrediente microencapsulado (isto é,
um produto revestido). Pelo fato da emulsdo ou suspenséo nao ser expelida
através dos orificios, esta técnica permite 0 uso de um revestimento de vis-
cosidade mais elevada e permite um carregamento maior de ingrediente no
revestimento. O encapsulamento dos ingredientes para 0 uso nas ragbes
animais € descrito na Publicagdo de Patente U.S. N2 2003/0148013, que es-
té incorporada aqui por referéncia em sua totalidade.

Aminoacidos (tal como histidina) e/ou proteinas (tais como prote-
inas ricas em histidina) também podem ser alterados quimicamente para
proteger o aminoacido no rumen e para aumentar a oferta de aminodcidos
especificos fornecidos ao abomaso e ao intestino delgado. Por exemplo, a
metionina hidroxila analoga (MHA) tem sido usada como um suplemento de
aminoacido. Além disso, os aminoacidos podem ser fornecidos como quela-
tos de aminodacido/mineral. Complexos de zinco-metionina e zinco-lisina tém
sido usados como suplementos de aminoécido.

E. Necessidade de aminoacido

Na formulagdo de dieta para um mamifero, uma contribuicdo
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prevista de aminodcidos microbianos digeriveis a partir da fermentacdo do
ramen € subtraida das necessidades de aminoacido do animal, conforme
determinado pelo perfil do animal. A quantidade de aminoacidos que precisa
ser fornecida como aminodcido essencial ndo-degradavel (UEAA) a partir da
ragéo € a diferenga entre as necessidades de aminodcido do animal e os
aminoacidos fornecidos pelos aminoacidos microbianos digeriveis. O perfil
de aminoacidos do leite pode ser comparado ao perfil dos aminoécido_s pro-
duzidos por microorganismos modificados dentro do trato digestivo do ani-
mal (isto é, perfil de aminoé&cido microbiano). As diferengas entre os perfis de
aminoéacido microbiano e do leite indicam os aminoacidos que podem estar
em excesso ou restricdo. Entretanto, esta comparagao de perfil de aminoa-
cido fornece somente parte da informagao necessaria a fim de aumentar a
produgéo de um produto animal escolhido. A eficiéncia com a qual o corpo
incorpora aminoécidos no intestino delgado em um produto animal escolhido
também pode ser cdnsiderada. Por determinar a relagdao do perfil de sai-
da/entrada do aminoé&cido e por determinar a eficiéncia da incorporacao, as
necessidades de aminoacidos digeriveis do leite podem ser determina-
das. Foi estabelecido que histidina, lisina, metionina, fenilalanina, e treonina
sao 'provéveis aminoacidos limitantes para a produgao de leite em vacas lei-
teiras. Uma determinagao similar pode ser executada para o perfil de amino-
acidos do musculo.

Os aminoacidos necessarios nas ragdes para vacas leiteiras sao
chamados Aminoacidos Digeriveis do Leite (“"ddAA”). A soma do aminoéacido
microbiano digerivel mais a concentragdo de aminodacido essencial nao-
degradada no rumen digerivel (UEAA) desse mesmo aminoacido é o ddAA.
Os Aminoacidos Digeriveis do Leite representam o suprimento de AA digeri-
vel total para o intestino delgado. As necessidades de aminoacidos totais de
um animal leiteiro podem ser determinadas como segue. A quantidade total
de um aminoéacido necessario (“TAAR”) é igual a quantidade necessaria para
a manutengao ( “Aminoacido de Manuteng¢ao” ou “MAA”) mais a quantidade,
do aminoacido necessaria para a producao de leite (“Saida de Aminoéacido

do Leite” ou “MAAQ”) mais a quantidade do aminoacido necessdria para o
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crescimento (“Aminoacido de Crescimento” ou “GAA”) (isto é, TA-
AR=MAA+MAAO+GAA).

Aminoacidos limitantes podem ser fornecidos a um animal para
aumentar a produg¢ao de um produto animal escolhido (por exemplo, leite)
por suplementar a racdo animal com o aminodcido limitante. Aminoacidos
limitantes podem ser identificados por analisar o perfil de aminoacido do
produto animal escolhido (isto é, perfil de saida) e comparar este perfil ao
perfil de aminodacidos fornecidos ao animal (isto &, perfil de entrada). Méto-
dos para determinar as necessidades de aminoacido sao conhecidos na téc-
nica e descritos na Patente U.S. N° 5.145.695 e Patente U.S. N2 5.219.596,
as quais estdo incorporadas aqui por referéncia em suas totalidades. Por
exemplo, o perfil de aminoacido do leite pode ser comparado ao perfil de
aminoécidos produzidos por micrébios dentro do trato digestivo do animal
(isto é, perfil de aminoacido microbiano). As diferengas entre os perfis de
aminoéacido microbiano e do leite indicam onde os aminoacidos podem estar
em excesso ou restrigcao.

Alternativamente, os residuos de fermentagdo deixados pela
fermentacao de microorganismos geneticamente modificados ou néo-
modificados podem ser suplementados com os nutrientes exogenamente
(isto €, com nutrientes além daqueles ja produzidos pelos microorganismos)
para aumentar seu valor nutritivo e, portanto, seu valor comercial. Isto permi-
te que se balanceie o conteudo nutricional de residuos de fermentacéo que
pode ser deficiente em um ou mais nutrientes
IV.  METODOS COMERCIAIS

A presente invengao fornece métodos comerciais para desenvol-

ver e avaliar processos e produtos para aumentar o valor de subprodutos do
milho-ao-etanol, tais como graos secos de destilador. Isso é conseguido por
usar microorganismos modificados para melhorar o contetddo nutricional des-
tes subprodutos formados na producéao do etanol para formar ragao animal
enriquecida com nutriente e outros produtos de valor adicionado, assim au-
mentando a economia da produgdo de etanol. A industria do etanol repre-

senta o terceiro mercado o maior para o milho dos Estados Unidos. A produ-
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¢ao de etanol combustivel é uma parte integrante do desenvolvimento eco-
némico rural, da melhoria ambiental, e do comércio de gasolina. O método
comercial da invencédo fornece subprodutos valiosos na forma da racao
completa enriquecida nutricionalmente que adicionaria valor comercial signi-
ficativo & industria de fermentacgéo do etanol.

As economias agricolas e rurais tém sofrido com os efeitos de
precos baixos das mercadorias. Falando de forma geral, o preco de muitas
mercadorias agricolas recebido pelo fazendeiro tem estado abaixo do custo
de produgéo. Esta situacdo fez com que muitos fazendeiros saissem do ne-
gocio o que, por sua vez, causou o colapso de muitas economias rurais. A-
lém disso, a seguranga energética dos Estados Unidos se tornou instavel
porque os Estados Unidos importam, cada vez mais, grandes quantidades
de petréleo. Adicionalmente, a economia dos Estados Unidos sofre quando a
disponibilidade, e assim o custo, do petréleo importado flutua acentuada-
mente. A ragdo completa da presente invencdo ajuda a estabelecer subpro-
dutos de valor adicionado obtidos a partir da produgdo de etanol, os quais
ajudariam a sustentar o desenvolvimento da industria doméstica de bioeta-
nol, fornecer rendimentos aumentados e sustentaveis em economias rurais,
desenvolver novos produtos bio-baseados que substituirdo os produtos fei-
tos atualmente a partir do petréleo, e aumentar a producdo doméstica de
energia renovavel que, por sua vez, pode melhorar a seguranga energeética
dos Estados Unidos. O consumidor e o publico em geral podem se beneficiar
da presente invencdo através da estabilizagdo da disponibilidade do com-
bustivel assim como do prego da gasolina na bomba. J& que a ragao com-
pleta enriquecida nutricionalmente é feita de mercadorias agricolas, a pre-
sente invencgao ira melhorar também as economias rurais e agricolas, e pre-
servar a qualidade do ar e da agua.

Um aspecto da invengédo refere-se a um método comercial de
aumentar valor do rendimento de uma fabrica de fermentagéo, por executar
uma reagao de fermentagao com o uso de um microorganismo modificado; e
comercializar ou vender um ou mais dos produtos da reagéo de fermentagao

que compreendem o microorganismo modificado. O microorganismo é modi-
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ficado de tal maneira que o microorganismo modificado tem seu conteudo
nutricional aumentado. O microorganismo modificado é enriquecido em nu-
trientes tais como, apenas como exemplo, gorduras, 4cidos graxos, lipidios
tais como fosfolipidio, vitaminas, aminoacidos essenciais, peptideos, protei-
nas, carboidratos, esteréis, enzimas, e minerais-trago tais como, ferro, cobre,
zinco, manganés, cobalto, iodo, selénio, molibdénio, niquel, fltor, vanadio,
estanho e silicone. Um outro aspecto da presente invengdo é um método
comercial de aumentar o valor de rendimento de uma fabrica de fermenta-
¢ao, por executar uma reagdo de fermentacdo usando material contendo
carbono na presenga de um microorganismo modificado para gerar os resi-
duos de fermentacdo que tém um valor comercial mais elevado do que se a
reagcao de fermentagao fosse executada na auséncia dos microorganismos
modificados. Os residuos de fermentagao enriquecidos em nutrientes levam
a ragdes animais completas que contém um conteudo nutricional elevado.
Os residuos de fermentacao preferiveis produzidos de acordo com a presen-
te invengao tém um valor comercial maior do que o residuos de fermentacgao
convencionais. Por exemplo, os residuos de fermentacdo podem incluir au-
mento de sdlidos secos tais como DDGS contelido de aminoacido e outro
nutriente melhorado.

A composicdo dos residuos de fermentagao enriquecidos em nu-
trientes da presente invencgado difere daquela de DDG e de outros subprodu-
tos de destilador produzidos a partir do processo de producgéo tradicional de
etanol com moagem seca, os quais sdo obtidos através da fermentagédo do
amido presente no milho inteiro triturado sem os microorganismos modifica-
dos em questdo. Os residuos de fermentagdo enriquecidos com nutrientes
desta invengdo podem ter um conteudo de nutriente pelo menos de cerca de
1% a cerca de 95% em peso. O conteudo de nutrientes esté preferivelmente
na faixa de pelo menos cerca de 10% a 20%, 20% a 30%, 30% a 40%, 40%
a 50%, 50% a 60%, e 60% a 70% em peso.

Em algumas modalidades do método comercial, a composicdo
de ragdo compreende pelo menos cerca de 15% de residuos de fermenta-

¢ao em peso. Em modalidades adequadas, a composicdo de ra¢do compre-
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ende pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 25%, pelo menos cer-
ca de 30%, pelo menos cerca de 35%, pelo menos cerca de 40%, pelo me-
nos cerca de 45%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%,
pelo menos cerca de 70%, ou pelo menos cerca de 75%. Geralmente, a
composi¢cao de ragao compreende pelo menos cerca de 20% de residuos de
fermentacdo em peso. Mais geralmente, a composicao de ragdo compreen-
de pelo menos cerca de 15 a 25%, 25 a 20%, 20 a 25%, 30% a 40%, 40% a
50%, 50% a 60%, ou 60% a 70% pelo peso dos residuos de fermentagéo.
As composi¢oes de ragdo podem adicionalmente conter outros nutrientes,
sabores, aromas, conservantes etc. A ragao animal pode também ser cus-
tomizada para um animal especifico com necessidades de nutrientes especi-
ficas.

A venda do grao do destilador € uma parte importante da renta-
bilidade total e é crucial para o crescimento da industria do etanol. A comer-
cializagao eficaz do grao de destilador como ragdo animal seria essencial
para manter a eficiéncia e a rentabilidade das fabricas de etanol. A ragéo
animal pode ser usada para qualquer organismo que pertenga ao reino. Ani-
malia e inclui, sem limitag@o, aves domésticas, gado, suinos, cabra, carnei-
ros, gato, cao, rato, aquicultura, cavalo, e etc. O conteudo de nutriente da
racdo animal pode ser modificado por modificar os microorganismos de tal
maneira que 0S microorganismos produzam certos nutrientes particulares
para um animal para o qual a ra¢ao é feita. Portanto, as ragdes animais po-
dem ser feitas para o animal especifico com nutrientes especificos, forne-
cendo uma parcela inteira do mercado de ragdes animais e assim aumen-
tando o valor comercial da ragdo. Assim, o método comercial descrito aqui
de comercializar ou vender um ou mais dos produtos da reagdo de fermen-
tacao que compreende o microorganismo modificado, aumentaria o valor de
rendimento de uma fabrica de fermentacgao.

Em algumas modalidades do método comercial, 0 aumento no
valor do rendimento é conseguido sem diminuir substancialmente a quanti-
dade de produtos de fermentacdo que sdo produzidos pela reagdo da fer-

mentagao. O aumento na produgdo do componente nutricional pelos micro-
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organismos modificados pode ser induzido em um momento em que a fer-
mentagao tiver substancialmente terminado, preferivelmente pelo menos
cerca de 50% do término, mais preferivelmente pelo menos cerca de 70% do
término, mais preferivelmente cerca de 90% do término. Tal regulagdo per-
mite a producéo de residuos de fermentagdo com valor nutritivo aumentado
sem sacrificar a quantidade de produtos de fermentacéo tais como alcodis e
subprodutos gasosos. O término da reagao da fermentagdo pode ser monito-
rado por medir o conteudo de glicose no meio de fermentagdo ou medir os
produtos gasosos tais como o didxido de carbono.

Em uma modalidade do método comercial, os residuos de fer-
mentagao tém uma vida util que é mais longa do que aquela de um residuo
de fermentagéo é sejam deficientes no dito microorganismo modificado. Os
residuos de fermentagédo como tais podem ser transportados de um local de
fabricagéo para um local de armazenamento e ainda para um local de ven-
da. Em qualquer local, ele pode ser vendido como é, ou ser misturado para
fazer uma ragdo animal completa, cuja ragdo completa pode compreender
residuos de fermentagdo, outro nutrientes, conservantes, sabores, e/ou os
aromas etc. A vida util dos residuos de fermentagdo pode ser aumentada
pelo uso de microorganismos modificados enriquecidos com nutriente que
podem ser modificados de tal maneira que a vida util do residuos de fermen-
tacdo & maior. Por exemplo, os microorganismos podem ser modificados de
tal maneira que o microorganismo modificado faga um composto que serve
como conservante. A vida util do residuo de fermentagao também pode ser
aumentada por empregar um processo de fermentagdo que produz residuos
de fermentagéo que permanecem intactos em diferentes condi¢bes de clima,
umidade, temperatura. Este processo pode incluir produzir residuos de fer-
mentagao como soélidos secos que tém menor contelido de umidade e por
iss0, séo estaveis em condig¢des climaticas quentes. A vida Util dos residuos
de fermentac@o pode ainda ser aumentada por embalar, armazenar e trans-
portar os residuos de fermentacdo de tal maneira que os residuos de fer-
mentagao permanegam intactos.

Em algumas modalidades do método comercial, os microorga-
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nismos sdo modificados de tal maneira que eles sao enriquecidos em nutri-
entes tais como aminoacidos, preferivelmente aminoacidos essenciais e/ou
limitantes. Aminoacidos limitantes podem ser fornecidos a um animal para
aumentar a produgao de um produto animal escolhido (por exemplo, leite)
por suplementar a ragdo do animal com o0 aminoacido limitante. Aminoacidos
limitantes podem ser identificados por analisar o perfil de aminoacido do
produto animal escolhido (isto é, perfil de saida) e comparar este perfil ao
perfil dos aminoacidos fornecidos ao animal (isto é, perfil de entrada). Por
exemplo, os gatos requerem uma quantidade elevada de taurina para suas
fungbes corporais, contudo eles tém enzimas limitadas que podem produzir
taurina a partir de outros aminoacidos tais como metionina e cisteina. Con-
sequentemente, eles precisam de uma dieta rica em taurina. Se a taurina
estiver escassa, sinais tais como uma condi¢ao cardiaca chamada cardiomi-
opatia dilatada, degeneragéo da retina, deficiéncia reprodutora e desenvol-
vimento anormal dos filhotes podem ocorrer. A ragao completa da invencgéo
que contém microorganismos modificados com conteldo nutricional elevado
pode ajudar a tratar ou aliviar estas desordens nos animais. Portanto, as ra-
¢cOes animais completas da presente invengdo nao podem apenas ser feitas
para animais diferentes mas também podem ser feitas para animais deficien-
tes em um determinado nutriente ou os animais que estao sofrendo de um
ou de mais disturbios relacionados aos niveis dos nutrientes no corpo.
Embora as modalidades preferidas da presente invengéo tenham
sido mostradas e descritas aqui, sera 6bvio para aqueles versados na técni-
ca que tais modalidades séo fornecidas apenas como exemplo. Varias alte-
ragbes, mudangas, e substituicbes serdo agora sugeridas para aqueles ver-
sados na técnica sem desconsiderar a invengdo. Deve ser compreendido
que varias alternativas as modalidades da invengao descrita aqui podem ser
empregadas na pratica da invengdo. Pretende-se que as reivindicagdes a
seguir definam o escopo da invengdo e que os métodos e estruturas dentro
do escopo destas reivindicagdes e seus equivalentes estejam, desse modo,
cobertos.
(iv) EXEMPLOS
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Construcdo de vetores de expressao:

Um vetor de expressao adequado para produzir uma seqléncia
exdgena em um microorganismo tal como uma célula de levedura é constru-
ido de acordo com técnicas recombinantes usuais. O vetor compreende um
operon de replicagdo capaz da replicagdo em célula de levedura, uma se-
guéncia exdgena de interesse que é operativamente ligada a uma sequiéncia
regulatéria que controla a expressao. O vetor é feito opcionalmente replica-
vel em procariotos (isto &€, um vetor “shuttle”) tal como uma bactéria para
facilitar a clonagem. Além disso, o0 vetor compreende uma sequéncia regula-
toria tal como um operon supressor de glicose que normalrhente suprime a
expressao das seqléncias exdgenas até mesmo quando o conteudo de gli-
cose no meio esta baixo ou quase depletado.

O vetor de expressao é construido tipicamente para conter um
marcador selecionavel (por exemplo, um gene que codifica uma proteina
necessaria para a sobrevivéncia ou crescimento de uma célula hospedeira
transformada com o vetor), embora tal gene marcador possa ser carregado

em outra sequéncia de polinucleotideo co-introduzida na célula hospedeira.

Somente aquelas células hospedeiras dentro das quais um gene seleciona-

vel foi introduzido sobreviverdo e/ou crescerdao sob condigdes seletivas. Os
genes tipicos de selegdo codificam proteina(s) que (a) conferem resisténcia
a antibioticos ou outras substéancias téxicas, por exemplo, ampicilina, neomi-
cina, metotrexato, etc.; (b) complementam deficiéncias auxotréficas; ou (c)
fornecem nutrientes criticos ndo disponiveis nos meios complexos. A esco-
lha do gene adequado do marcador dependera da célula hospedeira, e os
genes adequados para diferentes hospedeiros sdo conhecidos na técnica.
Vetores de clonagem e de expressao também contém tipicamente um siste-
ma de replica¢do reconhecido pelo hospedeiro.

O vetor de expressdao exemplar é ligado operativamente a ele-
mentos de controle transcricional adequados, tais como promotores, intensifi-
cadores e terminadores. Para a expressao (isto €, transducgdo), um ou 0s mais
elementos de controle traducional sdo também geraimente requeridos, tais

como sitios de ligagao de ribossomo, sitios de iniciagdo de transdugéo e co-
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dons de parada. Estes elementos de controle (transcricional e transducional)
podem ser derivados de genes regulatérios tais como genes de choque térmi-
co, genes implicados na toxicidade e genes de formacao de esporo. Uma se-
guéncia de polinucleotideo que codifica um peptideo de sinal também pode
ser incluida para permitir que a sequéncia exégena codificada cruze e/ou se
aloje nas membranas da célula ou seja secretada da célula, se desejado.

Expressao de sequiéncia exogena (por exemplo, enriquecida em um ou mais

aminodcidos essenciais):

Os vetores que contém a sequiéncia exdgena de interesse po-
dem ser introduzidos na célula hospedeira de levedura por qualquer um de
varios meios apropriados, incluindo eletroporagéo,.transfec¢do, bombardeio,
e infeccéo. As células de levedura transformadas sédo cultivadas em meio
seletivo (por exemplo, com antibiéticos adequados) para selecionar aquelas
que estdo sendo transformadas com o vetor de expressdo. Uma cultura
substancialmente homogénea dos transformantes é entdo preparada para
uso em uma reagao de fermentacao. A reacao de fermentacao é deixada
prosseguir sob condigbes anaerdbicas usuais para produzir alcool e produ-
tos gasosos. Os residuos da reagédo de fermentacdo contém transformantes
de levedura que tém conteudo nutricional aumentado, devido, por exemplo,
a superproducgao de sequéncias exdgenas que sao enriquecidas em um ou
mais aminoacidos essenciais (por exemplo, ricas em lisina).

EXEMPLO 1
Construcao de pKS-1-ST:G060205
Um vetor designado pKS-1-ST:G060205 que contém uma fase

aberta de leitura que codifica uma endopeptidase prolina-especifica de Fla-
vobacterium meningosepticum (GO6205) foi construido para expressar a
endopeptidase no citoplasma de uma célula de levedura. A endopeptidase é
ligada em fase com um Strep-Tag para a purificagao rapida da proteina e um
HA-Tag para facilidade de detecgcao por Western blotting. A sequéncia da
endopetidase € subclonada na estrutura principal de pKS-1-ST através dos
locais de restricdo de BamHI e Xhd. Veja a figura 3A para os componentes
de sequéncia adicionais contidos em pKS-1-ST:G060205. Em particular, a
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configuragdo do vetor de pKS-1-ST carrega um marcador de resisténcia
KanMX, um promotor ADH2 que controla a expressao do gene de endopep-
tidase prolina-especifico. O promotor ADH2 é tipicamente inativo durante a
fase inicial da fase de crescimento das células de levedura. Uma vez que as
celulas alcangam a fase estacionaria inicial da curva de crescimento, a glico-
se é esgotada do meio, por exemplo, o caldo YPD, induzindo desse modo a
atividade do promotor ADH2.
EXEMPLO 2
Construcédo de PKS-2-ST:G06205

Um vetor designado pKS-2-ST:G060205 que contém uma fase

aberta de leitura que codifica uma endopeptidase prolina-especifica de Fla-
vobacterium meningosepticum (GO6205) foi construido. A endopeptidase é
operativamente ligada a uma sequéncia-lider Suc2 para direcionar a endo-
peptidase sintetizada para fora de uma célula de levedura. Além disso, a
sequéncia de endopeptidase € ligada em fase com um Strep-Tag para a pu-
rificacéo rapida da proteina e um HA-Tag para facilidade de deteccédo por
Western blotting. A seqiéncia de endopetidase é subclonada na estrutura
principal de pKS-2-ST através dos sitios de restrigdo de BamHI e Xhd. Veja
a figura 3B para os componentes de sequéncia adicionais contidos em pKS-
2-ST:G060205. Em particular, a configuragao do vetor pKS-2-ST carrega um
marcador de resisténcia KanMX, um promotor ADH2 esse controla a expres-
sa@o do gene de endopeptidase prolina-especifico. O promotor ADH2 é tipi-
camente inativo durante a fase inicial do crescimento das células de levedu-
ra. Uma vez que as células alcangam a fase estacionaria inicial da curva de
crescimento, a glicose € esgotada do meio, por exemplo, o caldo YPD, indu-
zindo desse modo a atividade do promotor ADH2.

Expressao da sequéncia exdgena (por exemplo, enriquecida em
um ou mais aminodcidos essenciais): |
EXEMPLO 3
Expressdo citoplasmatica de endopeptidase prolina-especifica_a_parir_do
vetor pKS-1-ST:G0O6205

As células de levedura (cepa de Saccharomyces cerevisiae
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ATCC 4132) que sd@o altamente eficientes na producdo de etanol foram
transformadas com os vetores pKS-1-ST:G06205 contendo um gene que
codifica endopeptidase prolina-especifica, uma grande proteina rica em lisi-
na. A sequéncia de aminoacido da endopeptidase prolina-especifica € mos-
trada na figura 4A. Além da endopeptidase, a seqliéncia expressa contém
um Strep-Tag, um epitopo de HA, e os residuos de aminodacido que corres-
pondem ao sitio de restricdo de BamHI. A seqléncia foi modificada em duas
posi¢cdes (mostradas nos tridngulos na figura 4A), onde os residuos de seri-
na e histidina selvagens foram substituidos por alanina a fim de inativar a
atividade da peptidase.

As células de levedura transformadas foram deixadas crescer no
meio de crescimento padrao. Lisados das células de controle transformadas
com o vetor de estrutura principal pKS e com o vetor pKS1:G06205 foram
analisados através de SDS-PAGE. A figura 6 descreve um gel no qual as
respectivas proteinas do lisado foram separadas de acordo com seus pesos
moleculares. Como mostrado na figura 6, os lisados preparados a partir das
células de levedura transformadas com pKS1:G06205 continham uma ban-
da extra correspondendo ao peso molecular esperado (kDa ~79) da endo-
peptidase prolina-especifica. Tal banda estd ausente no lisado preparado a
partir das células de levedura de controle transformadas com o vetor pKS2.
EXEMPLO 4
Expresséo e secrecdo de endopeptidase prolina-especifica através do vetor
pKS-2-ST:G06205

As leveduras (cepa de Saccharomyces cerevisiae ATCC 4132)

que eram altamente eficientes na produgao de etanol foram transformadas
com os vetores pKS-2-ST: GO6205 contendo um gene que codifica a
endopeptidase prolina-especifica, uma grande proteina rica em lisina. A
sequéncia codificada é mostrada na figura 4B. Além da endopeptidase, a
sequéncia expressa continha um sinal de exportacdo SUC2 para causar a
secregcao da proteina a partir das células transformadas. A seqiiéncia
codificada também tinha uma seqliéncia de Strep-Tag, e do epitopo de HA,
e os residuos de aminoacido que correspondem ao sitio de restricdo de
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BamHI. A sequéncia foi modificada em duas posigdes (mostradas nos
tridngulos na figura 4A), onde os residuos de serina e histidina selvagens
foram substituidos por alanina a fim de inativar a atividade da peptidase. As
células de levedura transformadas foram deixadas crescer em meio de
crescimento padrédo. Os sobrenadantes da cultura das células de controle
transformadas com o vetor de arcabougo pKS2 e com o vetor pKS2:G06205
foram analisados atravées de SDS-PAGE. A figura 5A mostra um
cromatograma do sobrenadante da cultura em 24 horas para as células
transformadas com pSK2:G06205, e para as células transformadas com
pKS2. O gel na figura 5A mostra que o sobrenadante das células
transformadas com pSK2:GO6205 mostra uma banda com MW ~ 79 kDa,
correspondendo a proteina endopeptidase prolina-especifica, enquanto que
as células apenas com pSK2 ndao mostram esta banda. A figura 5B mostra
um cromatograma do sobrenadante da cultura apos 48 horas para as células
transformadas com pSK2:G0O6205, e para as células transformadas com
pKS2. O gel na figura 5B mostra que o sobrenadante das células
transformadas com pSK2:G0O6205 mostra uma banda com MW ~ 79 kDa,
correspondendo a proteina endopeptidase prolina-especifica, enquantb que

as células apenas com pSK2 nao tém esta banda.
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REIVINDICACOES

1. Método de fermentacao usando material que contém carbono,
compreendendo:

(@)  misturar um material que contém carbono com uma cultura
que compreende microorganismos geneticamente modificados que, em um
processo de fermentagao, produzem um primeiro produto e um residuo de
fermentacdo que compreende um nutriente, em que o contetido do nutriente
no residuo de fermentagdo é maior do que aquele de microorganismos cor-
respondentes nao-modificados quando usados no processo de fermentacao;

(b)  fermentar a cultura sob condi¢des adequadas para a pro-
dugéo comercial do primeiro produto e sob condigbes adequadas para a
produgéao do nutriente;

(c)  separar o primeiro produto da cultura; e

(d)  produzir o residuo da fermentacéo.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que 0s microor-
ganismos compreendem um vetor de expressdo recombinante que compre-
ende uma seqliéncia de nucleotideo exdgena que codifica um polipeptideo e
uma sequéncia regulatdria que controla a expresséo do polipeptideo exdge-
no, em que a expressao do polipeptideo exdgeno resulta em aumento do
contetido nutricional do residuo de fermentagdo comparado com aquele do
microorganismo nao-modificado.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o nutriente é
selecionado do grupo que consiste em uma gordura, um &cido graxo, um
lipidio, uma vitamina, um aminoacido essencial, um peptideo, uma proteina,
um carboidrato, um esterol, uma enzima, e um mineral-trago.

4. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o nutriente é
um aminoacido essencial selecionado do grupo que consiste em lisina, meti-
onina, fenilalanina, treonina, isoleucina, triptofano, valina, leucina, arginina,
taurina e histidina.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a expressao
da seqléncia exdgena esta sob o controle de uma seqliéncia regulatéria

selecionada do grupo que consiste em uma seqliéncia regulatéria de um
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gene de choque térmico, em uma sequéncia regulatéria de um gene de toxi-
cidade e uma sequéncia regulatéria de um gene de formagéo de esporo.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a expressao
da seqliéncia exégena é induzida quando a reagdo de fermentagéao tiver a-
tingido pelo menos cerca de 50% do término.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a expressao
da seqguiéncia de nucleotideo exégena depende da concentracdo de glicose.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a modifica-
¢ao genética modifica pelo menos um dos genes estruturais na via sintética
do nutriente.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a modifica-
¢ao genética modifica um controle regulatério da via sintética do nutriente.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9. Método de acordo
com a reivindicagao 1, em que a modificagdo genética modifica um controle
regulatério da via sintética do nutriente. em que a via sintética é para um a-
minoacido essencial selecionado do grupo que consiste em lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, isoleucina, triptofano, valina, leucina, arginina, taurina
e histidina.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1. Método de fermen-
tagdo usando material que contém carbono, compreendendoem que a modi-
ficacdo genética modifica os processos de transporte do nutriente para fora
ou para dentro do microorganismo.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o nutriente
€ um aminoacido essencial selecionado do grupo que consiste em lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, isoleucina, triptofano, valina, ieucina, argi-
nina, taurina e histidina.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o nutriente
€ uma vitamina.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 13,13. Método de a-
cordo com a reivindicagédo 1, em que o nutriente é uma vitamina. em que a
vitamina € selecionada do grupo que consiste em vitamina A, vitamina B1,

vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6, vitamina B7, vitamina
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B9, vitamina B12, vitamina C, vitamina D1 a D4, um tocoferol, e vitamina K.

15. Método de acordo com a reivindicacao 1, em que o nutriente
€ um lipidio.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o primeiro
produto € um alcool.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o alcool é
etanol.

18. Método de acordo com a reivindicagado 16, em que o alcool é
selecionado do grupo que consiste em metanol, propanol e butanol.

19. Método de acordo com a reivindicagao 16, em que o alcool é
separado por destilagao.

20. Método de acordo com a reivindicagao 16, compreendendo
adicionalmente misturar o alcool com outro combustivel.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o primeiro
produto é selecionado de um solvente ou um gas.

22. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o primeiro
produto € um composto farmacéutico.

23. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o material
que contém carbono é selecionado do grupo que consiste em celulose, las-
cas de madeira, vegetais, biomassa, exéretas, residuos animais, aveia, trigo,
milho, cevada, inhame, paingo, do arroz, do centeio, sorgo, batata, beterra-
ba, cara, mandioca, frutas, sucos de fruta, e cana-de-agucar.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o residuo
de fermentagdo compreende grdos secos de destilador, sollveis secos de
destilador ou graos secos de destilador com soluveis.

25. Método de acordo com a reivindicacao 1, que compreende
incorporar o residuo de fermentagdo em racao animal.

26. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o nutriente
é produzido quando a fermentacao estiver substancialmente terminada.

27. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o microor-
ganismo é levedura.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 27, em que a levedu-
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ra € Saccharomyces.

29. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que 0s micro-
organismos compreendem a levedura, a fonte de carbono compreende o
amido de milho ou sacarose, o primeiro produto compreende o etanol e 0
nutriente é selecionado de lisina, metionina, triptofano e treonina.

30.-Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o microor-
ganismo é Clostridium.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 30, em que 0 produto
€ butanol ou acetona.

32. Método de acordo com a reivindicagdao 1, em que 0s micro-
organismos compreendem o Clostridium, a fonte de carbono compreende
amido de milho ou sacarose, o primeiro produto compreende etanol € 0 nu-
triente é selecionado de lisina, metionina, triptofano e treonina.

33. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o microor-
ganismo € selecionado do grupo que consiste em Zymomonas sp., E. coli,
Corynebacterium, Brevibacterium e Bacillus ssp.

34. Método de acordo com a reivindicacdo 1, ainda compreen-
dendo comercializar o primeiro produto e o residuo da fermentagao.

35. Método de fermentacdao usando o material que contém car-
bono, compreendendo:

(a) misturar um material que contém carbono com uma cultura -
que compreende microorganismos geneticamente modificados que, durante
a fermentacao, produzem um primeiro produto e um residuo de fermentagao,
em que o valor do residuo de fermentacao é maior do que aquele de um re-
siduo de fermentagao produzido por fermentar um microorganismo corres-
pondente ndo-modificado;

(b) fermentar a cultura sob condicdes adequadas para a produ-
¢ao do primeiro produto e para a producao do residuo de fermentagcdo que
tem o maior valor;

(c) separar o primeiro produto da cultura; e

(d) coletar o residuo de fermentacgéo.

36. Método da reivindicacdo 35. Método de fermentagdo usando
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o material que contém carbono, compreendendo: em que o residuo de fer-
mentagao compreende uma quantidade aumentada de um produto industrial
ou farmacéutico.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 35, em que o residuo
de fermentacao exibe uma propriedade fisica meihorada.

38. Método de acordo com a reivindicagao 37, em que a proprie-
dade fisica melhorada é selecionada dentre aderéncia aumentada ou a den-
sidade aumentada.

39. Microorganismo geneticamente modificado que, em um pro-
cesso de fermentacéo, produz um primeiro produto para comercializacéo e
um residuo de fermentacdo que compreende um nutriente, em que o conte-
udo do nutriente no residuo de fermentagdo é maior do que aquele de um
microorganismo correspondente ndo-modificado quando usado na reagao de
fermentacgao.

40. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagao 39, compreendendo um vetor de expressao recombinante que
compreende uma seqliéncia de nucleotideo exdégena que codifica um poli-
peptideo e uma sequéncia regulatéria que controla a expressao do polipep-
tideo exdégeno, em que a expressdo do polipeptideo exdgeno resulta em
conteudo nutricional aumentado do residuo de fermentagdo comparado com
aquele do microorganismo nao-modificado.

41. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagdo 40, em que o nutriente € selecionado do grupo que consiste
em uma gordura, um &cido graxo, um lipidio, uma vitamina, um aminoécido
essencial, um peptideo, uma proteina, um carboidrato, um esterol, uma en-
zima, € um mineral-traco.

42. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagao 40, em que o nutriente é um aminoacido essencial para pelo
menos um animal domesticado e o polipeptideo exégeno compreende o a-
minoé&cido essencial.

43. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a

reivindicagéo 42, em que o aminoacido essencial é selecionado do grupo
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que consiste em lisina, metionina, fenilalanina, treonina, isoleucina, triptofa-
no, valina, leucina, arginina, taurina e histidina.

44. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagdo 40, em que a expressdo da seqliéncia exdgena estad sob o
controle de uma sequiéncia regulatéria selecionada do grupo que consiste
em uma sequéncia regulatéria de um gene de choque térmico, uma seqién-
cia regulatéria de um gene de toxicidade e uma sequléncia regulatéria de um
gene de formacao de esporo.

45. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagdo 39, em que a modificagdo genética modifica pelo menos um
dos genes estruturais na via sintética do nutriente.

46. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagéo 39, em que a via sintética é para um aminoéacido essencial pa-
ra um animal domesticado.

47. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagao 39, em que a modificagdo genética modifica um controle regu-
latorio da via sintética do nutriente.

48. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagcao 39, em que a modificagao genética modifica um gene estrutural
que regula a sintese de um peptideo que contém pelo menos um aminoaci-
do essencial para um animal domesticado.

49. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagdo 39, em que a modificacdo genética modifica os processos de
transporte do nutriente para fora ou para dentro do microorganismo.

50. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagédo 40, em que a expressao da sequéncia exdgena é induzida
quando a reagédo de fermentagao tiver atingido pelo menos cerca de 50% do
término.

51. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindica¢ao 50, em que pelo menos 50% do término é evidenciado por uma
diminuigdo no contetido de glicose para menos do que cerca de 50% do con-

teudo de glicose inicial presente em uma mistura de reacdo de fermentacdo
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antes de comecar a reagao de fermentacgao.

52. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagéo 31, em que a expressao da seqliéncia de nucleotideo exdgena
depende da concentragao de glicose.

53. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagao 39, em que o nutriente é um aminoacido essencial para pelo
menos um animal domesticado.

54. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagdo 53, em que o aminoéacido essencial é selecionado do grupo
que consiste em lisina, metionina, fenilalanina, treonina, isoleucina, triptofa-
no, valina, leucina, arginina, taurina e histidina.

55. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagao 39, em que o nutriente € uma vitamina.

56. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagéo 55, em que a vitamina é selecionada do grupo que consiste em
vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B5, vitamina B6,
vitamina B7, vitamina B9, vitamina B12, vitamina C, vitamina D1 a D4, um
tocoferol, e vitamina K.

57. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagcao 55, em que o produto comercial € um alcool.

58. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagdo 57, em que o alcool é etanol.

59. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagao 55, em que o produto comercial é selecionado dentre um sol-
vente ou um gas.

60. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagdo 55, em que o produto comercial € um composto farmacéutico.

61. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindica¢do 39, em que o nutriente é um lipidio.

62. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagéo 39, em que o alcool é selecionado do grupo que consiste em

metanol, propanol, e butanol.
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63. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicacao 39, em que o0 microorganismo é levedura.

64. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicacao 63, em que a levedura é Saccharomyces.

65. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicacao 39, em que o0 microorganismo é Clostridium.

66. Microorganismo geneticamente modificado de acordo com a
reivindicagcao 39, em que o microorganismo € selecionado do grupo que
consiste em Zymomonas sp., E. coli, Corynebacterium, Brevibacterium e
Bacillus ssp.

67. Cultura de fermentagao que compreende:

(a) um microorganismo geneticamente modificado que, em
uma reagao de fermentagao, produz um primeiro produto para comercializa-
¢ao e um residuo de fermentagédo que compreende um nutriente, em que o
conteudo do nutriente no residuo de fermentacdao é maior do que aquele de
um microorganismo correspondente nao-modificado quando usado na rea-
cdo de fermentacéo e ‘

(b) um meio de fermentagdo que compreende uma fonte do
carbono para a produgao do nutriente,

em que a cultura produz o produto.

68. Cultura de fermentacédo de acordo com a reivindicacédo 67,
em que o nutriente é selecionado do grupo que consiste em uma gordura,
um acido graxo, um lipidio, uma vitamina, um aminoacido essencial, um pep-
tideo, uma proteina, um carboidrato, um esterol, uma enzima, e um mineral-
trago.

69. Cultura de fermentagao de acordo com a reivindicagéo 67,
em que a fonte de carbono é selecionada de celulose, de lascas de madeira,
vegetais, biomassa, excretas, residuos animais, aveia, trigo, milho, da ceva-
da, milho, paingo, arroz, centeio, sorgo, batata, beterraba, inhame, mandio-
ca, frutas, sucos de fruta, e cana-de-agucar.

70. Cultura de fermentagéo de acordo com a reivindicacdo 67,

em que o primeiro produto é um alcool.
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71. Cultura de fermentagdo de acordo com a reivindicacdo 70,
em que o alcool é etanol.

72. Cultura de fermentagdo de acordo com a reivindicagdo 67,
em que o primeiro produto € selecionado dentre um solvente ou um gas.

73. Cultura de fermentagdo de acordo com a reivindicagdo 67,
em que o primeiro produto € um composto farmacéutico.

74. Cultura de fermentacdo de acordo com a reivindicagédo 67,
em que o alcool é selecionado do grupo que consiste em metanol, propanol,
e butanol.

75. Cultura de fermentag@o de acordo com a reivindicagcdo 67,
em que o microorganismo é levedura.

76. Cultura de fermentagdo de acordo com a reivindicagdo 75,
em que a levedura é Saccharomyces.

77. Cultura de fermentagdo de acordo com a reivindicagédo 67,
em que o microorganismo € Clostridium.

78. Cultura de fermentacdo de acordo com a reivindicacao 67,
em que o microorganismo € selecionado do grupo que consiste em Zymo-
monas sp., E. coli, Corynebacterium, Brevibacterium e Bacillus ssp.

79. Cultura de fermentagdo de acordo com a reivindicagdo 67,
tendo um volume de pelo menos 100 litros.

80. Cultura de fermentac@o de acordo com a reivindicacio 67,
em que o0s microorganismos compreendem levedura, a fonte de carbono
compreende amido de milho ou sacarose, o primeiro produto compreende
etanol e o nutriente é selecionado dentre lisina, metionina, triptofano e treo-
nina. ,

81. Cultura de fermentagdo de acordo com a reivindica¢éo 67,
em que 0s microorganismos compreendem Clostridium, a fonte de carbono
compreende amido de milho ou sacarose, 0 primeiro produto compreende
etanol e o nutriente € selecionado dentre lisina, metionina, triptofano e treo-
nina.

82. Vetor da expressdo que compreende uma seqgiéncia exdge-

na que codifica um polipeptideo que compreende pelo menos um aminoéci-
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do essencial para um animal domesticado, em que a expressao da seqiién-
cia exodgena € induzida quando uma reacao de fermentagcao que produz um
alcool ou um alcano tiver atingido pelo menos cerca de 50% do término.

83. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagao 82, em
que a expressao da seqiéncia exégena esta sob o controle de uma sequén-
cia regulatéria selecionada do grupo que consiste em um operon do supres-
sor de glicose, sequéncia regulatéria de um gene de choque térmico, se-
gliéncia regulatoria de um gene de toxicidade, seqiéncia regulatdria de um
gene de formacgao de esporo.

84. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagao 82, em
que pelo menos cerca de 5% dos residuos de aminoacido contidos no poli-
peptideo sdo aminoacidos essenciais para um animal domesticado.

85. Residuo de fermentagdo de um processo de fermentagéo
comercial de um microorganismo geneticamente modificado, o dito residuo
de fermentacé@o tendo uma quantidade maior de um nutriente em compara-
¢ao a um residuo de fermentagdo de um processo de fermentagcédo comercial
de um microorganismo nao-modificado geneticamente.

86. Residuo de fermentacao de acordo com a reivindicagdo 85,
compreendendo graos secos de destilador.

87. Residuo de fermentacdo de acordo com a reivindicagao 85,
compreendendo soluveis secos de destilador.

88. Residuo de fermentagéo de acordo com a reivindicagao 85,
compreendendo graos secos de destilador com soluveis.

89. Residuo de fermentagdo de acordo com a reivindicagdo 85,
compreendendo 0 microorganismo geneticamente modificado.

90. Residuo de fermentagdo de acordo com a reivindicagao 85,
em que o nutriente é selecionado do grupo que consiste em uma gordura,
um &cido graxo, um lipidio, uma vitamina, um aminodcido essencial, um pep-
tideo, uma proteina, um carboidrato, um esterol, uma enzima, e um mineral-
trago.

91. Residuo de fermentagédo de acordo com a reivindicagéo 85,

em que o processo de fermentagdo produziu um produto quimico industrial
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para isolamento.

92. Residuo de fermentagdo de acordo com a reivindicagao 85,
em que o nutriente € um aminoacido essencial selecionado do grupo que
consiste em lisina, metionina, treonina, isoleucina, metionina, fenilalanina,
triptofano, e arginina.

93. Residuo de fermentagdo de acordo com a reivindicacdo 92,
em que o aminodcido essencial esta contido em um polipeptideo heterdlogo
produzido por um microorganismo usado no processo de fermentagéo.

94. Residuo de fermentacéo de acordo com a reivindicagao 93,
em que pelo menos cerca de 5% dos residuos do aminoacido contidos no
polipeptideo heterélogo sdo aminoacidos essenciais.

95. Residuo de fermentacdo de acordo com a reivindicagéo 85,
em que o aminoacido essencial estd presente em uma quantidade que ex-
cede cerca de 3% do residuo de fermentagéo em peso seco.

96. Residuo de fermentacdo de acordo com a reivindicacdo 85,
que é suplementado com um flavorizante.

97. Residuo de fermentagdo de acordo com a reivindicagéo 85,
que € embalado com instrugdes para uso como ra¢ao animal.

98. Residuo de fermentagdo de acordo com a reivindicagéo 85,
que é embalado com instrugdes para uso como suplemento alimentar.

99. Ragao animal completa que compreende pelo menos cerca
de 15% do residuo de fermentagéo por peso.

100. Ragao animal completa de acordo com a reivindicagdo 99,
em que o residuo de fermentacéo resulta de um processo de fermentacéo
comercial de um microorganismo geneticamente modificado, o dito residuo
de fermentagéo tendo uma quantidade maior de um nutriente em compara-
¢ao a um residuo de fermentagdo de um processo de fermentacdo comercial
de um microorganismo nao-modificado geneticamente.

101. Racao animal completa de acordo com a reivindicacdo 100,
compreendendo adicionalmente o microorganismo geneticamente modifica-
do.

102. Ragao animal completa de acordo com a reivindicagao 100,
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compreendendo adicionalmente um sabor evidente para um animal de inte-
resse.

103. Racgao animal completa de acordo com a reivindicagao 100,
em que o nutriente é um aminodacido essencial selecionado do grupo que
consiste em lisina, metionina, treonina, isoleucina, metionina, fenilalanina,
triptofano, e arginina.

104. Racgéo animal completa de acordo com a reivindicagao 103,
em que o0 aminoéacido essencial esta contido em um polipeptideo heterélogo
produzido por um microorganismo usado na rea¢ao de fermentagao.

105. Método comercial de aumentar o valor de uma instalacao
de fermentag¢ao, compreendendo:

(a) fermentar uma cultura que contém microorganismos
geneticamente modificados e uma fonte de carbono para produzir um primei-
ro produto, separar o primeiro produto da cultura e coletar um residuo de
fermentagdo, em que o residuo de fermentagcao que tem um valor comercial
mais elevado do que um residuo de fermentagao produzido por fermentar
um microorganismo correspondente nao-modificado; e

(b) comercializar ou vender o primeiro produto e o residuo
da fermentacao.

106. Método comercial de acordo com a reivindicagcdo 105, em
que o residuo de fermentagcao tem uma quantidade aumentada de um nutri-
ente comparado com um residuo de fermentagao produzido por cultivar um
microorganismo correspondente ndao-modificado na reag¢ao de fermentacao.

107. Método comercial de acordo com a reivindicagao 106, em
que o nutriente é selecionado do grupo que consiste em uma gordura, um
acido graxo, um lipidio, uma vitamina, um aminoacido essencial, um pepti-
deo, uma proteina, um carboidrato, um esterol, uma enzima, € um mineral-
traco.

108. Método comercial de acordo com a reivindicacdo 105, em
que o residuo de fermentagao tem propriedades fisicas melhoradas.

109. Método comercial de acordo com a reivindicagdo 105, em

que o residuo de fermentagdo tem uma quantidade aumentada de um com-
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posto industrial ou farmacéutico.

110. Método comercial de acordo com a reivindicagdo 106, em
que o microorganismo € levedura.

111. Método comercial de acordo com a reivindicacdo 106, em
que o microorganismo & Clostridium.

112. Método comercial de acordo com a reivindicagdo 106, em
que a fonte de carbono compreende amido de milho ou sacarose.

113. Método comercial de acordo com a reivindicagdo 106, em
que o primeiro produto € um élcool selecionado do grupo que consiste em
etanol, metanol, propanol, e butanol.

114, Método comercial de acordo com a reivindicacdo 106, em
que o primeiro produto € um biocombustivel e 0 método compreende adicio-
nalmente misturar o biocombustivel com outro combustivel para a comercia-
lizacao.

115. Método comercial de acordo com a reivindicagcdo 106, em
que o nutriente é selecionado do grupo que consiste em uma gordura, um
acido graxo, um lipidio, uma vitamina, um aminodcido essencial, um pepti-
deo, uma proteina, um carboidrato, um esterol, uma enzima, e um mineral-
traco.

116. Método comercial de acordo com a reivindicagdo 106, em
que o residuo de fermentacdao compreende graos secos de destilador, sold-
veis secos de destilador ou graos secos de destilador com soluveis.

117. Método comercial de acordo com a reivindicagdo 106, que
compreende misturar o residuo de fermentagdo com outros nutrientes para
produzir uma ragao completa para um animal domesticado.

118. Processo que compreende combinar um residuo de fermen-
tacdo com um nutriente.

119. Composi¢éo que compreende um residuo de fermentagéo

suplementado com um nutriente exdgeno.
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FIG. 2
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FIG. 3A
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FIG. 4A

Seqiiéncia da proteina expressa: pKS1-ST: G06205
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FIG. 4B

Seqiiéncia da proteina expressa: pKS2-ST: G06205
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FIG. 5A
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FIG. SB

Secrecdo de proteinas ricas em lisina da cepa de
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FIG. 6

Expressdo da proteina G06205 cepa de S. cerevisae
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RESUMO
Patente de Invencdo: "COMPOSICOES E METODOS PARA PRODUZIR
PRODUTOS E RESIDUOS DE FERMENTACAO".

A presente invengao refere-se a composigdes e métodos plane-
jados para aumentar o valor da produgdo de uma reagdo de fermentagdo
que produz um primeiro produto, pretendido para comercializagio, tal como
etanol, e um residuo de fermentagdo usado, por exemplo, como ragdo ani-
mal. Os métodos envolvem usar microorganismos no proceséo de fermenta-
¢ao, os quais foram modificados para produzir um residuo que tem um valor
maior que um residuo produzido no processo por um microorganismo nao-
modificado. Em particular, a presente invengdo contempla usar microorga-
nismos em um processo de fermentagao, os quais foram modificados para
aumentar a produgao de um nutriente, tal como um aminodcido essencial,
reduzindo desse modo a necessidade suplementar o nutriente na dieta do
animal. A presente ihvengéo fornece também um residuo de fermentacédo
modificado de valor comercial mais elevado. Também sdo fornecidas na
presente invengdo ragdes animais completas suplementos nutricionais que
compreendem os residuos de fermentagdo em questdo. Ainda é fornecido
pela presente invengdo um método de executar a fermentagdo, um microor-
ganismo fermentativo modificado e um veiculo genético para modificar tal

microorganismo.
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