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“PROCESSOS PARA A PRODUCAO FERMENTATIVA DE UM
COMPOSTO, E PARA A PRODUCAO DE UM COMPOSTO, E, USO DE
UMA CEPA BACTERIANA”

A presente inven¢ao diz respeito a uma nova cepa bacteriana
designada DDI1, que tem a capacidade de produzir acidos orginicos em
particular 4cido succinico (SA), o qual tenha sido originalmente isolado do
rumen bovino, e seja capaz de utilizar glicerol como uma fonte de carbono; e
cepas variantes dele derivadas retendo a referida capacidade; assim como a
métodos de produzir 4cidos orginicos, em particular o &cido succinico,
fazendo uso do referido microorganismo.

Fundamentos Da Técnica

A producdo fermentativa do dcido succinico (SA) da biomassa
ja tem chamado muita atencdo, tendo em vista que o referido acido representa
um importante constituinte das resinas sintéticas ou ¢ uma fonte de outros
compostos quimicos valiosos de baixo peso molecular, em particular o
tetraidrofurano (THF), 1,4-butanodiol (BDO), gama-butirolactona (GBL) e
pirrolidonas (WO-A 2006/066830).

Uma bactéria geradora de SA isolada do rumen bovino foi
descrita por Lee ef al. (2002a). A bactéria € um bastdao ou cocobacilo Gram-
negativos nao moveis, ndao formadores de esporos, mesofilicos e capnofilicos.
A andlise filogenética com base na sequéncia de rRNA 16S e a andlise
fisiol6gica indicaram que a cepa pertence ao género Mannheimia como uma
nova espécie, e foi denominada Mannheimia succiniciproducens MBELSSE.
Sob condi¢des de 100 % de CO,, ela cresce bem na faixade pHde 6,0 a7,5 e
produz 4cido succinico, acido acético e acido féormico em uma relagcdo
constante de 2:1:1. Quando a M. succiniciproducens MBELSSE foi cultivada
anaerobicamente sob saturacdao de CO, com glicose como fonte de carbono,
19,8 g/litro de glicose foram consumidas e 13,3 g/litro de SA foram

produzidos em 7,5 horas de incubagao.
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Um inconveniente significativo do referido organismo €, no
entanto, sua incapacidade para metabolizar glicerol, o qual, como um
constituinte dos glicerdis triacilicos (TAGs), se torna facilmente disponivel,
por exemplo, como subproduto na reagdo de transesterificagdo da produgéo de
Biodiesel (Dharmadi et al., 2006).

A produgido fermentativa do acido succinico do glicerol foi
descrita na literatura cientifica (Lee ef al., 2001; Dharmadi et al., 2006) e com
producdes de glicerol mais elevadas (massa de SA produzida/massa de
material bruto consumida) do que com os agiicares comuns como a glicose
foram obtidas (Lee et al., 2001). Entretanto, a producdo de espago-tempo
obtida com o glicerol foi substancialmente inferior do que com a glicose (0,14
vs 1,0 g de SA/[L h]) e nenhum glicerol bruto foi usado.

Apenas em uns poucos casos a metabolizacdo anaerobica do
glicerol a produtos de fermentagdo foi descrita. E. coli é capaz de fermentar
glicerol sob condi¢des muito especificas, tais como o pH acidico, evitando-se
o acimulo do hidrogénio gasoso da fermentagdo, e a composi¢do média
apropriada (Dharmadi et al. 2006. Yazdani e Gonzalez 2007). Muitos
microorganismos sdo capazes de metabolizar glicerol na presenca de
aceptores de elétrons externos (metabolismo respiratério), uns poucos sdo
capazes de fazé-lo fermentativamente (isto é, na auséncia de aceptores de
elétrons). O metabolismo fermentativo do glicerol foi estudado em grandes
detalhes em varias espécies da familia das Enterobacteriaceae, tais como as
Citrobacter freundii e Klebsiella pneumoniae. A desassimilagdo do glicerol
nestes organismos € estritamente ligada a sua capacidade de sintetizar o
produto altamente reduzido 1,3-propanodiol (1,3-PDO) (Dharmadi et al.
2006). A conversdo do glicerol em 4&cido succinico com o uso da
Anaerobiospirillum succiniciproducens foi relatada (Lee et al. 2001). Este
estudo demonstrou que o acido succinico pode ser produzido com pouca

formacdo do subproduto acido acético mediante o uso de glicerol como uma
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fonte de carbono, assim facilitando a purificagdo do acido succinico. A
producdo mais elevada foi obtida pela alimentagdo intermitente do glicerol e
do extrato de levedura, uma estratégia que resultou na produgédo de cerca de
19 g/litro de 4cido succinico. Foi observado, entretanto, que os componentes
nutricionais ndo identificados presentes no extrato de levedura foram
necessarios para que a fermentagdo do glicerol pudesse ocorrer.

As reagOes de carboxilagdo do oxaloacetato catalisado pelas
enzimas fosfoenopiruvato carboxilase (PEPCK) e piruvato carboxilase
(PycA) sdo feitas utilizando-se HCO;  como uma fonte de CO, (Peters-
Wendisch, P. G. et al.). Portanto, as fontes de hidrogencarbonato, tais como
NaHCO;, KHCO;, NH/HCO; e assim por diante, podem ser aplicadas aos
meios de fermentacdo e de cultivo para melhorar a disponibilidade do HCO5
nas metabolizagdes dos substratos ao acido succinico. A producdo do acido
succinico a partir da glicose ndo foi observada como sendo dependente da
adi¢do de HCO;™ na técnica anterior, até agora.

A produgdo da biomassa pelos organismos anaerdbicos ¢é
limitada pela quantidade de ATP produzida das vias fermentativas. A
producdo da biomassa do glicerol em organismos anaerdbicos € meia baixa do
que dos sacarideos, como as hexoses tais como a glicose, a frutose, as
pentoses tais como a xilose, arabinose ou dissacarideos tais como a sacarose
ou a maltose (Lee ef al. 2001, Dharmadi 2007).

Os sacarideos, entretanto, teoricamente podem ser convertidos
em &cido succinico com uma producéo significativamente menor do que o
glicerol, por causa do estado de redugdo mais baixo dos sacarideos em
comparagao com o poliol glicerol. A combinag¢do dos sacarideos com glicerol
foi observada funcionar em organismos anaerobicos geradores de um acido
succinico (Lee et al. 2001), porém sem alcangar titulos de acido succinico
além de 28 g/litro.

Existe, portanto, uma necessidade de outras cepas bacterianas,
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que tenham a capacidade de produzir acidos orgénicos, em particular SA, do
glicerol. Em particular, tais cepas devem produzir referidos acidos com alta
produtividade a partir do glicerol, especialmente se glicerol bruto, por
exemplo da produgdo de biodiesel podendo ser usado sem purificagdo prévia.

Sumario Da Invencio

E um objeto da presente invencdo prover uma cepa bacteriana
tendo a capacidade de produzir acido succinico do glicerol, especialmente do
glicerol bruto.

Referido objeto foi solucionado pelos presentes inventores, 0s
quais surpreendentemente isolaram uma nova cepa bacteriana, designada
DD1, tendo a caracteristica metabodlica desejada.

Breve Descricio Das Figuras

A Figura 1 mostra a arvore filogenética para DD1.

A Figura 2 mostra a sequéncia de rDNA 16S (SEQ ID NO: 1)
de DDI1.

A Figura 3 mostra a sequéncia de rDNA 23S (SEQ ID NO: 2)
de DDI, seu alinhamento as correspondentes seis sequéncias individuais de
“M. succiniciproducens” MBELSSE, em que as diferengas entre a sequéncia
DD1 (fundo) e as sequéncias MBELSSE s#o realgadas e sdo apresentadas no
Anexo 1 separado.

A Figura 4 mostra uma gravura microscopica optica de DDI1.

A Figura 5 mostra culturas de bateladas controladas por
NH,OH do DD1 em diferentes concentragdes iniciais da glicose.

A Figura 6 mostra os culturas de bateladas controladas por
NH,OH do DD1 em diferentes temperaturas e valores de pH.

A Figura 7 mostra os culturas de bateladas controladas por
NHsOH do DD1. As figuras representam niveis iniciais [g/litro) de extrato de
levedura (YY), peptona (P) e licor de impregnagéo de milho (C).

A Figura 8 mostra subprodutos obtidos nos cultivos de
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bateladas controlados por NH;OH de DD1 com e sem peptona.

A Figura 9 mostra os resultados das culturas de bateladas
aerobicas de DD1 com glicose como fonte de C.

A Figura 10 mostra os resultados de uma cultura de bateladas
anaerobica de DD1 sob condi¢des de saturagdo de CO, com glicose, como
descrito por Lee et al, 2002a e 2002b.

Descricdo Detalhada Da Invencio

Uma primeira forma de realizagdo da inveng¢do diz respeito a
uma cepa bacteriana, designada DD1, a qual pode ser isolada do rimen
bovino, e € capaz de utilizar glicerol (incluindo o glicerol bruto) como uma
fonte de carbono; e cepas variantes dela derivadas retendo-se referida
capacidade.

Preferivelmente, referida cepa tem a capacidade de produzir
acido succinico do glicerol (incluindo o glicerol bruto), em particular sob
condi¢des anaerobicas.

Em particular, a nova cepa tem um rDNA 18S de SEQ ID NO:
1 ou uma sequéncia que apresente homologia de sequéncia de pelo menos 96,
97, 98, 99 ou 99,9 % e/ou um rDNA 23S de SEQ ID NO: 2, ou uma
sequéncia que apresente uma homologia de sequéncia de pelo menos 95, 96,
97, 98, 99 ou 99,9 %. ,

“Identidade” ou “homologia” entre duas sequéncias de
nucleotideos significa identidade dos residuos através do comprimento
completo das sequéncias alinhadas, tais como, por exemplo, a identidade
calculada (para propriamente sequéncias semelhantes) com o auxilio do
programa needle do pacote de software da bioinformatica EMBOSS (Versio

5.0.0, http://emboss.sourceforge.net/what/) com os pardmetros bdsicos que

sdo:
-gapopen (penalidade para abrir uma descontinuidade): 10.0

-gapextend (penalidade para estender uma descontinuidade):
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-datafile (artigo matriz de classificagdo incluido no pacote):
EDNAFUL

Um alinhamento da sequéncia de rDNA 23S da Cepa DDI
para as correspondentes seis sequéncias individuais de @ “M.
succiniciproducens” MBELSSE € mostrado no Anexo 1. Nele, as diferengas
entre a sequéncia de DD1 (fundo) e as seis sequéncias de rDNA 23S das
sequéncias MBELS5SE séo realgadas. A sequéncia DD1 (ver também a SEQ
ID NO: 2) representa a informagdo de sequéncia obtida pela sequenciag¢do do
rDNA 23S do DD1 amplificado por PCR. As experiéncias de sequencia¢io
resultaram em uma informagdo se sequéncia nfo ambigua, indicando que a
informagdo de rDNA 23S derivavel de DDI1 pode ser usada como aspecto
distintivo da cepa DD1. Referida sequéncia de DD1 difere em pelo menos 6
posi¢des de sequéncia de cada sequéncia MBELS5S5E individual. A diferenca
mais significativa € um inserto de cerca de 133 pares de base dentro de cada
das sequéncias MBLESSE (proximas a posigdo 1325), o qual esté faltando na
sequéncia DD1. Outras diferengas especificas significativas acham-se nas
posi¢des 451, 1741, 2040, 2041, 2045 e 2492 (como a numera¢do usada no
alinhamento).

A cepa da presente invengdo também preferivelmente
apresenta pelo menos uma das seguintes caracteristicas metabodlicas
adicionais:

a) produgdo do 4cido succinico da sacarose; em particular sob
condig¢des anaerdbicas;

b) produc¢do do acido succinico da maltose; em particular sob
condi¢des anaerobicas;

c) produgdo do 4cido succinico da D-frutose; em particular sob
condi¢des anaerodbicas;

d) produgdo do acido succinico da D-galactose; em particular
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sob condi¢des anaerdbicas;

e) produgdo do acido succinico da D-manose; em particular
sob condi¢des anaerdbicas;

f) producdo do acido succinico da D-glicose; em particular sob
condig¢Ges anaerdbicas;

g) produgdo do acido succinico da D-xilose; em particular sob
condi¢des anaerdbicas;

h) produgio do 4cido succinico da L-arabinose; em particular
sob condi¢des anaerdbicas;

i) nenhuma utilizagdo do xilitol, do inositol e do sorbitol;

j) crescimento sob condigdes tanto aerdbicas quanto
anaerodbicas;

k) crescimento nas concentragdes iniciais da glicose de 75
g/litro ou mais;

1) tolerancia a amonia.

Em particular, a referida cepa apresenta pelo menos 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11 ou todos os aspectos adicionais.

DD1 foi, por exemplo, ainda analisado quanto a capacidade
para co-metabolizar maltose e glicerol resultando na formag&o da biomassa,
na formacgdo do acido succinico e na utilizagdo simultinea da maltose e do
glicerol.

O termo “4cido” (no contexto dos acidos mono- ou
dicarboxilicos organicos, como aqui referidos, por exemplo os 4cidos
acéticos, lacticos e succinicos) tem de ser entendido em seu sentido mais
amplo e também inclui os sais destes, como, por exemplo, os sais de metais
alcalinos, como os sais de Na e de K, ou os sais de metais alcalino-terrosos,
como os sais de Mg e de Ca, ou os sais de amdnio; ou anidridos dos referidos
acidos.

A expressdo “glicerol bruto” tem de ser entendida como
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corrente contendo glicerol ndo tratado” quando ela provém nos processos em
que o glicerol é um subproduto, como, por exemplo, a produgdo do diesel ou
do bioetanol. A menos que de outra forma estabelecido, o termo “glicerol”,
como aqui usado, também inclui “glicerol bruto”.

Em uma forma de realizagdo preferida, a invengdo diz respeito
a uma cepa bacteriana (DD1 quando depositada com a DSMZ, e tendo o
numero de depdsito DSM 18541, e cepas variantes e mutantes desta
derivadas. Referidas variantes e mutantes conservam pelo menos referida
capacidade de produzir acido succinico (SA) do glicerol, da sacarose, da
maltose, da D-glicose, da D-frutose e/ou da D-xilose. Em particular, elas
podem também ter um rDNA 16S da SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia que
apresente uma homologia de sequéncia de pelo menos 96, 97, 98, 99 ou 99,9
% e/ou tDNA 23S da SEQ ID NO: 2 ou sequéncia que apresente uma
homologia de sequéncia de pelo menos 95, 96, 97, 98, 99 ou 99,9 %. As
variantes ou mutantes da referida cepa DD1 podem ter um rDNA 23S
diferente daquele da SEQ ID NO: 2, a0 mesmo tempo em que mantém pelo
menos uma das diferengas de sequéncias como examina acima, que
discrimine a sequéncia de rDNA 23S daquela da cepa MBEL, 55E. Como,
por exemplo, o inserto de 132 pares de base est4 faltando em tais variantes ou
mutantes também, opcionalmente combinados com um ou mais das outras
diferencas especificas das sequéncias apresentadas no alinhamento do Anexo
1. |

De acordo com outra forma de realizagdo, a cepa bacteriana da
invenc¢ado se acha convertendo pelo menos uma fonte de carbono selecionada
de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-
galactose, D-manose e/ou glicerol ou acido succinico com um coeficiente de
rendimento YP/S de pelo menos 0,5 g/g até cerca de 1,28 g/g; como, por
exemplo, um coeficiente de rendimento YP/S de pelo menos 0,6 g/g de pelo

menos 0,7 g/g, de pelo menos 0,75 g/g, de pelo menos 0,8 g/g, de pelo menos
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0,85 g/g, de pelo menos 0,9 g/g, de pelo menos 0,95 g/g, de pelo menos 1,0
g/g, de pelo menos 1,05 g/g, de pelo menos 1,1 g/g, de pelo menos 1,15 g/g,
de pelo menos 1,20 g/g, de pelo menos 1,22 g/g, ou de pelo menos 1,24 g/g.

De acordo com ainda outra forma de realizagdo, a cepa
bacteriana da invengéb se converte em pelo menos 28 g/litro de glicerol a pelo
menos 28,1 g/litro de 4cido succinico, com um coeficiente de producido YP/S
de pelo menos 1,0 g/g, ou de >1,0 g/g, ou de >1,05 g/g, ou de >1,1 g/g, ou de
>1,15 g/g,ou de >1,20 g/g, ou de >1,22 g/g, ou de >1,24 g/g, até cerca de 1,28
g/g. Por exemplo, 28 g/litro de glicerol podem ser convertido a até cerca de
40, ou até cerca de 35 g/litro de acido succinico.

De acordo com ainda outra forma de realizagdo, a cepa
bacteriana da invengdo converte pelo menos uma fonte de carbono
selecionada de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose,
D-galactose, D-manose e/ou glicerol, em acido succinico, com um rendimento
de produtividade especifica de pelo menos 0,6 g gDCW™' h' de 4acido
succinico, ou de pelo menos 0,65, de pelo menos 0,7 g gDCW™ h', de pelo
menos 0,75 g ,gDCW'1 h™,, ou de pelo menos 0,77 g gDCW'1 h' de 4cido
succinico.

Em conformidade ainda com outra forma de realizagdo, a cepa
bacteriana da invengdo converte pelo menos uma fonte de carbono
selecionada de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose,
D-galactose, D-manose e/ou glicerol, em acido succinico, com um rendimento
de tempo-espago quanto ao acido succinico de pelo menos 2,2 g/(1 h) ou de
pelo menos 2,5, pelo menos 2,75, pelo menos 3, pelo menos 3,25, pelo menos
3,5 ou pelo menos 3,7 g/(1 h) de acido succinico.

De acordo ainda com outra forma de realizagdo, a cepa
bacteriana da invengdo converte pelo menos 28 g/litro de pelo menos uma
fonte de carbono selecionada de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-

xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e/ou glicerol, em acido succinico,



10

15

20

25

10

com um rendimento de tempo-espago quanto ao acido succinico de pelo
menos 2,2 g/(1 h) ou de pelo menos 2,5, pelo menos 2,75, pelo menos 3, pelo
menos 3,25, pelo menos 3,5 ou pelo menos 3,7 g/(1 h).

De acordo ainda com outra forma de realizacdo, a cepa
bacteriana da invencdo converte pelo menos uma fonte de carbono
selecionada de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose,
D-galactose, D-manose e/ou glicerol, em acido succinico, com um rendimento
de produtividade especifica de pelo menos 0,6 g gDCW™' h™' ou de pelo
menos 0,65 ou de pelo menos 0,7 g gDCW™ h™! de 4cido succinico, ou de pelo
menos 0,77 g gDCW™ h' de 4cido succinico, e um rendimento de tempo-
espaco quanto ao acido succinico de pelo menos 2,2 g/(1 h), ou de pelo menos
2,5, pelo menos 2,75, pelo menos 3, pelo menos 3,25, pelo menos 3,5 ou pelo
menos 3,7 g/(1 h).

Em outra forma de realizagdo das cepas bacterianas
reivindicadas, como definidas acima, a fonte de carbono é o glicerol ou uma
mistura de glicerol e pelo menos uma outra fonte de carbono selecionada
dentre sacarose, maltose, D-frutose, 'D-galactose, D-manose, D-glicose, D-
xilose e L-arabinose.

Os diferentes parametros de rendimento como aqui descritos
[“rendimento” ou YP/S; “Rendimento de Produtividade Especifica”; ou
Rendimento de Tempo-Espaco (STY)] sdo bem conhecidos na técnica e sdo
determinados como descrito, por exemplo, por Song e Lee, 2006.

“Rendimento” e “YP/S” (cada um expresso em massa do
produto produzido/massa do material consumido) sdo aqui usados como
sinénimos.

O rendimento de produtividade especifica descreve a
quantidade de um produto, como o 4cido succinico, que € produzido por h e 1
de caldo de fermentacdo por grama da biomassa seca. A quantidade de peso

de células secas estabelecida como DCW, descreve a quantidade de
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microorganismo biologicamente ativo em uma reagdo bioquimica. O valor €
dado como grama do produto por g de DCW por hora (isto &, g gDCW™' h™)

Uma outra forma de realizacdo da invengdo diz respeito a um
processo para a produgdo fermentativa de um acido orgénico ou um sal ou seu
derivado, processo este que compreende as etapas de:

a) incubar uma cepa bacteriana como definido em uma das
reivindicagdes precedentes em um meio contendo uma fonte de carbono
assimilavel e cultivar referida cepa em uma temperatura na faixa de cerca de
10a600u20a50ou30a4s5°CemumpHde5,02a9,00us5,5a800ub,0a
7,0 na presenca de didéxido de carbono; e

b) obter referido acido orgénico ou seu sal ou derivado do
meio.

Referido processo pode ser realizado descontinua ou
continuamente e o curso da produgéo de acido pode ser monitorado por meios
convencionais, como, por exemplo, analise de HPLC ou GC.

Preferivelmente, pelo referido processo o acido succinico (SA)
¢ produzido, de preferéncia, sob condi¢des anaerdbicas. As condigGes
anaerobicas podem ser estabelecidas por meio de técnicas convencionais,
como, por exemplo, por desgaseificacdo dos constituintes do meio de reagdo e
mantendo-se as condi¢gdes anaerdbicas pela introdugéo de dioxido de carbono
ou nitrogénio, ou misturas destes, e, opcionalmente, hidrogénio em um indice
de fluxo, por exemplo, de 0,1 a 1 ou de 0,2 a 0,5 vvm.

Se apropriado, uma leve sobrepressdo de 0,1 a 1,5 bar pode ser
aplicada.

No referido processo, referida fonte de carbono assimilavel é
preferivelmente selecionada dentre glicerol, D-glicosé, D-xilose, L-arabinose,
D-galactose, D-manose e misturas destes, ou composi¢des contendo pelo
menos um dos referidos composto, ou é selecionada dos produtos de

decomposi¢do de amido, celulose, hemicelulose e/ou lignocelulose.
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A concentragdo inicial da fonte de carbono assimilavel é
preferivelmente ajustada a um valor em uma faixa de 5 a 100 g/litro, e pode
ser mantida na referida faixa durante o cultivo.

O pH do meio de reagdo pode ser controlado pela adigdo de
bases adequadas como, por exemplo, NH,OH, NH,HCO;, (NH,),CO3, NaOH,
Na,CO3, NaHCO;, KOH, K,CO;, KHCO;, Mg(OH),, MgCO;, Mg(HCO;),,
Ca(OH),, CaCO;, Ca(HCOs),, CaO, CHgN,O,, C,H;N ou outras bases e
misturas destas. A condigdo fisica da base pode ou ser uma solugdo aquosa,
suspensdo aquosa, gasosa ou solida.

Condigdes particularmente preferidas para produzir SA séo:

Fontes de carbono: Glicose, xilose ou manose e/ou glicerol
(incluindo o glicerol bruto)

Temperatura: 30 a 45 °C

pH: 6,0 a 7,0, controlado por uma base conforme descrito
acima, preferivelmente por uma fonte de HCOs, tal como Na,CO3, NaHCOs;,
Mg(HCOs;),, Ca(HCOs3), ou Mg(OH),, MgCO;, Ca(OH),, CaCOs.

Gaés fornecido: CO,

Em outra forma de realizacdo, a presente invenc¢do prové um
processo para a produgdo fermentativa de acido succinico ou um seu sal ou
derivado, processo este que compreende as etapas de:

a) incubar uma cepa bacteriana em um meio contendo pelo
menos uma fonte de carbono assimilavel e cultivar referida cepa sob
condigbes que favorecam a formagdo do acido organico desejado;

| b) obter referido &cido orgénico ou seu sal ou derivado do
meio; e processo este que seja adicionalmente caracterizado pela conversio de
pelo menos 28 g/litro de glicerol para pelo menos 28,1 g/litro de acido
succinico, com um coeficiente de rendimento YP/S de pelo menos 1,0 g/g, ou
de >1,0 g/g, ou de >1,05 g/g, ou de >1,1 g/g, ou de >1,15 g/g, ou de >1,20
g/g, ou de >1,22 g/g, ou de >1,24 g/g, até cerca de 1,28 g/g; como, por
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exemplo, um coeficiente de rendimento YP/S de pelo menos 0,6 g/g, de pelo
menos 0,7 g/g, de pelo menos 0,75 g/g, de pelo menos 0,8 g/g, de pelo menos
0,85 g/g, de pelo menos 0,9 g/g, de pelo menos 0,95 g/g, de pelo menos 1,0
g/g, de pelo menos 1,05 g/g, de pelo menos 1,1 g/g, de pelo menos 1,15 g/g,
de pelo menos 1,20 g/g, de pelo menos 1,22 g/g, ou de pelo menos 1,24 g/g.
Por exemplo, 28 g/litro de glicerol podem ser convertidos a até cerca de 40 ou
a até cerca de 35 g/litro de acido succinico.

Em outra forma de realizagdo, a presente invengdo prové um
processo para a produgdo fermentativa do acido succinico ou de um seu sal ou
derivado, processo este que compreende as etapas de:

a) incubar uma cepa bacteriana em um meio contendo pelo
menos uma fonte de carbono assimilavel e cultivar referida cepa sob
condi¢des que favorecam a formagdo do acido organico desejado;

b) obter o referido acido o‘rgénico ou seu sal ou derivado do
meio;

e processo este que seja adicionalmente caracterizado pela
conversio de uma fonte de carbono selecionada de sacarose, maltose, D-
frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e/ou
glicerol, em &cido succinico, com um rendimento de produtividade especifica
de pelo menos 0,6 g gDCW™ h! de 4cido succinico ou de pelo menos 0,65 ou
de pelo menos 0,7 g DCW! h! de 4cido succinico, ou pelo menos 0,75 g
gDCW™! h'! de 4cido succinico, ou de pelo menos 0,77 g gDCW de acido
succinico.

Em outra forma de realiza¢fo, a presente invengdo prové um
processo para a produgdo fermentativa do acido succinico ou de um seu sal ou
derivado, processo este que compreende as etapas de:

a) incubar uma cepa bacteriana em um meio contendo pelo
menos uma fonte de carbono assimilavel e cultivar referida cepa sob

condi¢bes que favorecam a formagdo do acido orgénico desejado;
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b) obter o referido acido orgénico ou seu sal ou derivado do
meio; |

e processo este que ¢ adicionalmente caracterizado pela
conversdo de uma fonte de carbono selecionada de sacarose, maltose, D-
frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e/ou
glicerol, em acido succinico, com um rendimento de tempo-espago quanto ao
acido succinico de pelo menos 2,2 g/(1 h); ou de pelo menos 2,5, pelo menos
2,75, pelo menos 3, pelo menos 3,25, pelo menos 3,5 ou pelo menos 3,7
g/(1*h) de acido succinico.

Em outra forma de realizagdo, a presente invengdo prové um
processo para a produgdo fermentativa do acido succinico ou de um seu sal ou
derivado, processo este que coinpreende as etapas de:

a) incubar uma cepa bacteriana em um meio contendo pelo
menos uma fonte de carbono assimilavel e cultivar referida cepa sob
condigdes que favoregam a formagéo do 4cido orgénico desejado;

b) obter o referido acido orgénico ou seu sal ou derivado do
meio;

e processo este que € adicionalmente caracterizado pela
conversdo de pelo menos 28 g/litro de uma fonte de carbono selecionada de
sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-galactose,
D-manose e/ou glicerol, em acido succinico, com um rendimento de tempo-
espago quanto ao acido succinico de pelo menos 2,2 g/(1 h); ou de pelo menos
2,5, pelo menos 2,75, pelo menos 3, pelo menos 3,25, pelo menos 3,5 ou pelo
menos 3,7 g/(1*h).

Em outra forma de realizagdo, a presente inveng¢do prové um
processo para a producdo fermentativa de acido succinico ou de um seu sal ou
derivado, processo este que compreende as etapas de:

a) incubar uma cepa bacteriana em um meio contendo pelo

menos uma fonte de carbono assimilavel e cultivar referida cepa sob
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condi¢des que favoregam a formagdo do acido orgénico desejado;

b) obter o referido acido orgénico ou seu sal ou derivado do
meio;

e processo este que € adicionalmente caracterizado pela
conversdo de uma fonte de carbono selecionada de sacarose, maltose, D-
frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e/ou
glicerol, em 4cido succinico, com um rendimento de produtividade especifica
de pelo menos 0,6 g gDCW™ h' de 4cido succinico ou de pelo menos 0,65 ou
de pelo menos 0,7 g gDCW' h! de 4cido succinico, ou de pelo menos 0,75 g
gDCW h'! de 4cido succinico, ou de pelo menos 0,77 g gDCW™ h™' de 4cido
succinico, e um rendimento de tempo-espago quanto ao acido succinico de
pelo menos 2,2 g/(1 h); ou de pelo menos 2,5, pelo menos 2,75, pelo menos 3,
pelo menos 3,25, pelo menos 3,5 ou pelo menos 3,7 g/(1*h).

Em outra forma de realizagdo dos processos identificados
acima de produgdo de acido succinico, a fonte de carbono € o glicerol ou uma
mistura de glicerol € pelo menos uma outra fonte de carbono selecionada de
sacarose, maltose, D-frutose, D-galactose, D-manose, D-glicose, D-xilose e
L-arabinose.

Outras condigdes preferidas serdo derivaveis dos exemplos e
figuras anexas.

O 4cido succinico e/ou os sais de acido succinico produzidos
podem ser isolados de maneira convencional por métodos conhecidos na
técnica, como, por exemplo, a cristalizagdo, filtracdo, -eletrodidlise,
cromatografia. Por exemplo, eles podem ser isolados pela precipitagdo como
um produto de succinato de calcio no fermentador durante a fermentagao,
mediante o uso de hidroxido de calcio, o6xido, carbonato ou
hidrogencarbonato para neutralizagéo e filtragdo do precipitado.

O produto de acido succinico desejado é recuperado do calcio

precipitado ou do succinato mediante acidificagdo do succinato com acido
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sulfurico, seguido por filtragdo para remover o sulfato de calcio (gesso) ou
seus precipitados. A solugéo resultante pode ser ainda purificada por meio de
cromatografia de troca de ions de modo a remover os ions residuais
indesejaveis.

Outra forma de realizagdo da invengdo diz respeito a um
processo para a producéo do acido succinico e/ou dos sais de acido succinico,
em particular os sais de amonio,- método este que compreende a produgio
fermentativa do 4cido succinico como definido acima e o controle do pH com
uma base adequada, em particular uma base inorganica, como amonia, ou
uma sua solu¢do aquosa.

Outra forma de realizagcdo da invengdo diz respeito a um
processo para a produgdo de tetraidrofurano (THF) e/ou 1,4-butanodiol
(BDO) e/ou gama-butirolactona (GBL), o qual compreende:

a) a produgdo fermentativa do acido succinico e/ou dos sais
de acido succinico, por exemplo sais de amonio conforme definido acima, e

bl) ou a hidrogenagio catalitica direta do acido livre obtido
em THF, e/ou BDO e/ou GBL ou

b2) a esterificagdo quimica do acido succinico livre obtido
e/ou dos sais de amonio de acido succinico, em seu éster dialquilico inferior
correspondente e subsequente hidrogenagido catalitica do referido éster em
THF e/ou BDO e/ou GBL.

A alquila inferior preferivelmente representa uma alquila C;-
Cs de cadeia reta, ou ramificada, preferivelmente residuos de alquila C;-C,,
em particular metila, etila, n-propila, isopropila, n-butila, sec-butila, isobutila,
terc-butila, bem como n-pentila e n-hexila e seus andlogos ramificados.

Outra forma de realizacdo da invengdo diz respeito a um
processo para a produgdo de pirrolidonas, o qual compreende:

a) a producdo fermentativa dos sais de amoénio de acido

succinico como definido acima, e
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b) a conversio quimica dos sais de amoénio de 4&cido
succinico em pirrolidonas de uma maneira por si conhecida, por exemplo
como descrito na WO-A-2006/066839 (cujo documento € aqui incorporado
como referéncia).

Em uma forma de realizagdo preferida, o referido glicerol, que
€ usado como fonte de carbono assimilavel, € glicerol bruto.

MAIS DETALHES SOBRE A HIDROGENACAO DIRETA
DO SA.

| Condi¢des experimentais adequadas para realizar a
hidrogenagdo catalitica direta sdo bem conhecidas e, por exemplo, descritas
na U.S. 4.550.185, aqui incorporada como referéncia.

O SA ¢ hidrogenado de uma maneira por si. conhecida com o
uso de processos, aparelho e auxiliares tais como solventes familiares a
pessoa habilitada na técnica. Em particular, uma hidrogenagio de fase liquida
continua ou em bateladas é realizada na presenga de um catalisador
heterogéneo adequado para a hidrogenagdo 4cida. Os pardmetros 6timos do
processo podem ser estabelecidos pela pessoa habilitada na técnica, sem
esforgos inaceitaveis. Por exemplo, a temperatura de reagdo situa-se na faixa
de cerca de 100 a cerca de 300 °C, preferivelmente na faixa de cerca de 130 a
285 °C, e a pressdo ¢ de cerca de 20 a 350 bar, por exemplo de 100 a 250 bar.
Catalisadores utilizaveis para a reacdo de hidrogenacdo sfo conhecidos da
pessoa habilitada na técnica. Por exemplo, varios catalisadores de
paladio/rénio/carbono podem ser usados. Solventes utilizaveis para a reagdo
de hidrogenagdo sdo conhecidos da pessoa habilitada na técnica. Por exemplo,
um meio de solvente aquoso pode ser usado.

MAIS DETALHES SOBRE A ESTERIFICACAO DO SA
SEGUIDA POR HIDROGENACAO:

Condi¢des experimentais adequadas para realizar a

esterificagdo quimica, seguidas pela hidrogenacdo catalitica direta, sdo bem
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conhecidas e, por exemplo, descritas no pedido de Patente Européia
06007118.0, aqui incorporada como referéncia.

a) Processo de esterificagéo:

O processo de esterificacio que pode compreender uma
destilagdo reativa pode ser realizado com o uso de um aparelho por si
conhecido, em varias configuracdes.

Por exemplo, uma usina de esterificagdo que seja operada em
modo continuo pode ser usada, a qual compreenda uma coluna de retificagdo
com um numero apropriado de estagios tedricos obtidos pela instalagdo de
bandejas ou embalagens. A carga aquosa compreendendo o sal de aménio de
SA, ¢ alimentada em cima da coluna de um vaso reservatorio tdo logo um
perfil de temperatura de estado estacionario tenha sido formado na coluna
como um resultado da alimenta¢do do alcanol que é evaporado na alga do
evaporador aderente ao coletor da coluna. A rea¢do forma um fluxo em
contracorrente de liquido e condensado contendo sal de amoénia, descendente,
e a fase de vapor ascendente contendo alcanol. Para catalisar a reagdo de
esterificagdo, um catalisador heterogénio pode ser provido nos internos da
coluna. O éster carboxilico formado ¢ liquido sob as condi¢des do processo e
passa através da extremidade inferior da coluna dentro do coletor da coluna de
destilagdo, e é continuamente removido do coletor. Os componentes gasosos,
por exemplo as misturas azeotrdpicas compreendendo alcanol-agua e/ou
amonia, sdo removidos da coluna de reagdo e consequentemente do equilibrio
de reacdo do topo da coluna.

Outras modificagdes das formas de realizagdo especificas
acima descritas podem ser implementadas pela pessoa habilitada na técnica,
sem esforco inaceitavel.

Faixas paramétricas adequadas do processo para o processo de
esterificagdo de acordo com a invengdo, podem ser determinadas facilmente

pela pessoa habilitada na técnica, dependendo da configuragdo do aparelho
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usado, por exemplo o tipo dos internos usados da coluna, do tipo e da
quantidade dos reagentes, do tipo e da quantidade do catalisador usado, se
apropriado. Por exemplo, sem que se fique restrito a isso, os pardmetros
individuais podem ser estabelecidos dentro das seguintes faixas paramétricas:

Temperatura da coluna: 0 a 300 °C, em particular 40 a 250 °C,
ou70 a 200 °C;

Pressdo: de 0,1 a 6 bar, em particular a pressdo padrio;

Tempo de permanéncia: uns poucos segundos (por exemplo de
1 a 60) até dias (por exemplo de 1 a 5), em particular de uns poucos minutos
(por exemplo de 1 a 60) até umas poucas horas (por exemplo de 1 a 15), mais
preferivel de uns poucos minutos (por exemplo de 5 a 20) a 2 horas.

b) Processo de hidrogenagéo

Os ésteres de SA preparados de acordo com a inven¢do sdo
hidrogenados de uma maneira por si conhecida, com o uso de processos,
aparelhos e auxiliares, tais como os catalisadores, familiares a pessoa
habilitada na técnica.

Em particular, uma hidrogenagdo de fase gasosa continua ou
em bateladas € realizada na presen¢a de um catalisador heterogéneo adequado
para a hidrogenagdo do éster. Os pardmetros 6timos do processo podem ser
estabelecidos pela pessoa habilitada na técnica, quanto ao éster particular, sem
b esforgo inaceitavel. Por exemplo, a temperatura de reagdo situa-se na faixa
de cerca de 100 a cerca de 300 °C, preferivelmente na faixa de cerca de 200 a
280 °C, e a pressdo € de cerca de 5 a 100 bar, por exemplo de 10 a 50 bar. A
relagdo molar do reagente para hidrogénio € estabelecida dentro da faixa de
cerca de 1:100 a cerca de 1:2000, por exemplo de 1:800 a 1:1500.

Catalisadores utilizaveis para a rea¢do de hidrogenagdo da
invencgdo sdo conhecidos da pessoa habilitada na técnica. Por exemplo, varios
catalisadores de cobre podem ser usados. A técnica anterior descreve, por

exemplo, o uso de catalisadores de cromita de cobre reduzida que sdo
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obteniveis sob o nome 85/1 da Davy Process Technology Ltd., Inglaterra. No
entanto, catalisadores particularmente adequados de acordo com a invengdo
sdo os catalisadores suportados de 6xido de cobre, o 6xido de cobre sendo
aplicado aos materiais de suporte de alumina ou de silica. Os exemplos da
hidrogenagdo dos ésteres succinicos no BDO (1,4-Butanodiol) /GBL (gama-
butirlactona) / THF com catalisadores de cobre, sdo também descritos na
seguinte tese: Schlander, Janeiro, Fevereiro de 2000, University of Karlsruhe,
“Gasphasenhydrierung von Maleinsauredimethylester zu 1,4-Butandiol,
gamma-Butyrolacton und Tetrahydrofuran an Kupfer-Katalysatoren”.

Mais Detalhes Sobre As Etapas De Fermentacéo

Uma fermentag@o, como usada de acordo com a presente
invengdo, pode ser realizada em fermentadores agitados, colunas de bolha e
reatores de laco. Uma vista geral compreensiva dos possiveis tipos de
métodos, incluindo os tipos de agitador e os projetos geométricos, podem ser
encontrados em  “Chmiel: Bioprozesstechnik: Einfiihrung in die
Bioverfahrenstechnik, Band 1. No processo, as variantes tipicas disponiveis
sdo as seguintes variantes conhecidas daqueles habilitados na técnica, ou
explanadas, por exemplo, em “Chmiel, Hammes e Bailey: Biochemical
Engineering”, tais como a fermentagdo em batelada, batelada alimentada,
batelada alimentada repetida ou mesmo continua, com e sem reciclagem da
biomassa. Dependendo da cepa de produgdo, purga com ar, oxigénio, didxido
de carbono, hidrogénio, nitrogénio ou misturas gasosas apropriadas,
pode/deve ser efetuada de modo a se obter bons rendimentos.

Antes da conversdo quimica no caldo de fermentacdo no

- processo de acordo com a invengdo, o caldo de fermentacdo pode ser pré-

tratado; por exemplo, a biomassa do caldo pode ser removida. Os processos
para remover a biomassa sdo conhecidos daqueles habilitados na técnica, por
exemplo filtracdo, sedimentacdo e flutuagdo. Consequentemente, a biomassa

pode ser removida, por exemplo, com centrifugas, separadores, decantadores,
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filtros ou em aparelhos de flutuagdo. Para a recupera¢do maxima do produto
de valor, a lavagem da biomassa é frequentemente recomendavel, por
exemplo na forma de uma diafiltracdo. A sele¢do do método é dependente do
contetido de biomassa no caldo fermentador e das propriedades da biomassa,
e também da interagdo da biomassa com o produto de valor. Em uma forma -
de realizagéo, o caldo de fermentagdo pode ser esterilizado ou pasteurizado.

Em uma outra forma de realizagdo, o caldo de fermentagdo €
concentrado. Dependendo da necessidade, esta concentragio pode ser feita em
bateladas ou continuamente. A pressdo e a faixa de temperatura devem ser
selecionadas de tal modo que primeiramente nenhum dano ao produto ocorra,
e em segundo lugar o uso minimo do aparelho e de energia € necessario. A
selecdo cuidadosa dos niveis de pressio e de temperatura para uma
evaporagdo de multiplos estdgios permite, em particular, a economia de
energia.

Em termos de aparelhagem, tanques agitados, evaporadores de
pelicula em queda, evaporadores de pelicula fina, evaporadores de circulagdo
de descarga forcada, e outros tipos de evaporadores, podem ser utilizados no
modo de circulagdo natural ou forgada.

Consequentemente, a expressdo “caldo de fermentagdo” é
entendida como significando uma solugdo aquosa que se baseie em um
processo fermentativo e ndo tenha sido processada, ou tenha sido processada,
por exemplo, como aqui descrito.

A presente invengdo serd descrita em maiores detalhes por
meio dos seguintes exemplos. Os seguintes exemplos se destinam a fins
ilustrativos e ndo intentam limitar o escopo da invenc3o.

EXEMPLO 1

ISOLAMENTO DO DD1

Para o isolamento, uma abordagem de quatro etapas foi usada,

compreendendo as etapas de amostragem, cultivo de enriquecimento,
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isolamento de culturas puras e teste de culturas puras para a produgdo de
acido succinico (SA).

1. ABORDAGEM EXPERIMENTAL

1.1. AMOSTRAGEM

Amostras foram obtidas do rimen bovino, suspensido foi
digerida de uma usina de aguas municipais servidas e bagacos, o residuo da
produgdo de vinho. Estes habitats sdo caracterizados por concentragdes
relativamente elevadas de substancias organicas e uma atmosfera rica em CO,
sem oxigénio. Informag¢des mais detalhadas sobre as amostras, sua origem e
manipulacdo sdo dadas abaixo.

a) O conteido de rimen foi retirado de uma vaca Holstein
canulada no Institut fiir Tiererndhrung, Universidade de Hohenheim. O pH in
situ e a temperatura foram de 6,7 e 37 °C, respectivamente. O material foi
filtrado através de pano de filtro estéril, gaseificado com CO, e imediatamente
esfriado sobre gelo para o transporte, e processado no mesmo dia.

b) A suspensdo digerida foi retirada da torre de digestdo da
usina municipal de aguas servidas em Mannheim-Sandhofen. O pH in situ e a
temperatura foram de 6,7 e de 37 °C, respectivamente. As amostras foram
esfriadas em gelo e processadas no mesmo dia. Os componentes principais da
fase gasosa na suspenséo sdo o metano e o didéxido de carbono.

¢) As amostras de bagaco foram coletadas em novembro de
2005 de um campo no sudoeste da Alemanha. O bagaco de uvas vermelhas
(Spdtburgunder) foi retirado do interior de uma grande roga. Esta zona deve
ser anaerobica. o bagago de uvas brancas (Miiller-Thurgau) foi retirado de um
recipiente de armazenagem em que a fermentagdo alcodlica ja estava em
andamento.

1.2. CULTURAS DE ENRIQUECIMENTO

As culturas de enriquecimento foram realizadas em diferentes

meios contendo D-glicose, D-xilose e L-arabinose como a Unica fonte de
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carbono. A composi¢do dos meios € descrita abaixo:

Tabela 1

Composi¢do média para cultivos de enriquecimento

Composto Concentragio (g/litro)
Fonte C* - 15

Extrato de levedura Bacto (Becton Dickinson) 5

Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5
(NH.),SO, 1
CaCL*2H,0 0,2
MgC12*6H20 0,2

NaCl 1

K,HPO, 3
L-Cisteina (agente redutor) 0,24
MgCO5® 15
Lasalocida® 16 mg/litro
Monensina’ 10 mg/litro
Anfotericina B : 2,5 mg/litro
Liquido de rimen (opcional)*® 5

Extrato de suspensdo digerida (opcional)’ 10

Extrato de bagaco (opcional)f 10
Bacto-Agar (para meios sélidos apenas) 12

® D-glicose, D-xilose ou L-arabinose
b MgCO; (Riedel-de Haen, nimero do produto: 13117 por Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemanha).
° Solugdo de estoque em etanol.
4 Solugdo de estoque em sulféxido de dimetila
¢ O liquido de rimen foi centrifugado. O sobrenadante foi filtrado de forma
estéril, o filtrado estéril foi adicionado aos testes de enriquecimento com o
conteudo de rimen como indculo.
10 g de suspensio digerida ou bagaco foram misturados com 25 ml de 4gua
destilada e agitados intensivamente por 15 minutos. As particulas brutas
foram separadas com o uso de um rendilhado de filtragem. As suspensdes
foram filtradas de forma estéril, os filtrados estéreis foram adicionados aos
respectivos testes de enriquecimento.

MgCOs; e agua (0,75 g e 40 ml) foram autoclavados em frascos
de soro de 100 ml (121 °C, 20 minutos). Extrato de levedura, peptona, fonte-
C, NH,SO, e K,;HPO, foram todos separadamente autoclavados. Quanto aos

cloretos de Ca, Mg e Na, uma solucdo de estoque foi preparada, a qual foi
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autoclavada. Para garantir que nenhum oxigénio estivesse presente, os
seguintes procedimentos padrdo foram usados:

- Meios de cultivo foram gaseificados com CO, livre de
oxigénio e estéril apds a autoclavagem.

- Uma caixa anaerébica (Meintrup DWS Laborgerite
GmbH, Lihden-Holte, Alemanha) foi usada para experiéncias que tinham de
ser realizadas sob condigGes anaerobicas.

- A incubacdo das placas de dagar ocorreu em jarras
anaerdbicas. Para garantir condi¢bes anaerdbicas, Anaerocult® A (Merck) foi
usado.

Amostras de rimen e suspensdo digerida foram usadas ndo
diluidas como indculo. 50 g de bagaco sélido foram diluidos em 100 ml de
solucdo de NaCl a 0,9 %, filtrados para remover as particulas brutas e depois
usados como indculo.

Frascos de soro de 100 ml (Zscheile & Klinger, Hamburgo,
Alemanha) foram enchidos com 50 ml de meio e 2 ml do indculo respectivo,
fechadas com rolhas de borracha butilica (Ochs GmbH; Bovenden/Lenglem,
Alemanha) e gaseificadas com CO,. Uma sobrepressdo de cerca de 0,8 bar foi
ajustada. As frascos foram incubadas em uma incubadora de agitagdo (160
rpm, didmetro de agitagdo: 2,5 cm) em 37 °C.

O consumo de glicose, xilose e arabinose e a formacdo de
acido succinico e subprodutos foram quantificados através de andlises de
HPLC dos sobrenadantes livres de células ndo diluidas do caldo de cultiVo,
com o uso da detec¢do Rl. Amostras de caldo foram retiradas com uma
seringa estéril através da rolha de borracha butilica, a separagdo celular foi
realizada por filtragdo (0,22 um). Uma Coluna Aminex HPX-87 H (Biorad)
de dimensdes internas de 300 x 7,8 mm e 5 mm de H,SO, foram usados como
fase estacionaria e movel, respectivamente. A temperatura da coluna foi de 30

°C, o indice de fluxo foi de 0,5 ml min.”™.
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1.3. ISOLAMENTO DAS CULTURAS PURAS

O isolamento das culturas puras dos cultivos de
enriquecimento foi obtido por estrias repetidas sobre as placas de agar.

1.4. TESTE DAS CULTURAS PURAS PARA PRODUCAO
DE ACIDO SUCCINICO

As culturas puras foram testadas em cultura liquida para a
producdo de SA. O consumo de aglicar e a formagdo de SA e de produtos
colaterais foram quantificados por HPLC. As condig¢ées de cultivo e de HPLC

foram as mesmas como aquelas descritas na se¢do acima ‘Cultivo de

enriquecimento’.

2. RESULTADOS

2.1 CONDICOES DE ENRIQUECIMENTO
RECOMENDADAS

A seguinte tabela resume aquelas condi¢gdes experimentais que
sdo recomendéveis para o enriquecimento dos geradores de acido succinico
(SA).

TABELA 2
CONDICOES EXPERIMENTAIS RECOMENDADAS PARA A
PRODUCAO DOS GERADORES DE SA

Conteudo de rimen Suspensdo digerida Bagago
Fonte C L-arabinose L-arabinose® D-glicose, L-arabinose
Tampdo MgCO; MgCO; MgCO;
Antibidticos lasalocida, monensina lasalocida, monensina anfotericina B
Tempo de Incubagio <16h <24 h <50 h

* glicose e xilose ndo foram testadas nos testes com a suspensdo digerida.
Quanto ao enriquecimento dos geradores de SA do conteudo
de rumen, a melhor fonte C é a arabinose (Culturas de geragdo 3/3
apresentando produgdo de SA, 0/3 com glicose, 2/3 com xilose). Os
resultados s@o resumidos na tabela a seguir. A adi¢do dos antibidticos
ionofoéricos lasalocida e monensina ao meio de enriquecimento resultou na

producdo de SA substancialmente mais elevada (1,9 a 5,4 vs. 09 s 1,2 g/litro
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em 17 horas) e produgdo inferior de acido lactico e propidnico. Estes
resultados, portanto, confirmam que os microorganismos geradores de SA
podem ser de fato favorecidos pela adi¢do destes compostos ao meio de
enriquecimento (Lee ef al., 2002a). As culturas de enriquecimento
tamponadas com MgCO; apresentaram produ¢fo de acido succinico mais
elevada do que nos testes com TRIS (1,9 a 5,4 vs. 1,2-1,4 g/litro em 17
horas). Presumivelmente isto é causado pela i) capacidade mais elevada do
tampdo de MgCO;, ii) seu estresse osmético inferior por causa da menor
solubilidade, e iii) liberagdo do CO, do ion de carbonato, o qual é necessario

para a biossintese do SA.
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Tabela 3 Resultados Das Culturas De Enriquecimento Quanto Aos Geradores De SA Do Conteido De Rumen
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Quanto ao enriquecimento dos geradores de SA da suspensio
digerida, a tUnica fonte C testada foi a arabinose. Os resultados sdo resumidos
na tabela a seguir. Estas experiéncias indicaram que tempos de incubacio
curtos de 24 horas ou inferiores, sdo necessarios para impedir a deple¢do do
substrato e o consumo de SA, presumivelmente pelas bactérias geradoras do
acido propidnico:

succinato” + H,0 — propionato + HCO; (Janssen, 1991).
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Tabela 4 Resultados Das Culturas De Enriquecimento Para Os Geradores De SA Da Suspensio

Digerida
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Os resultados obtidos nas culturas de enriquecimento do
bagaco sdo resumidos na tabela a seguir. O enriquecimento dos geradores de
SA a partir do bagago era apenas bem sucedido se o bagaco das uvas
vermelhas (tipo Spatburgunder) fosse usado. E absolutamente necessario
adicionar anfotericina B ao meio de enriquecimento para suprimir a produgio
de etanol, presumivelmente causada pelas leveduras do vinho. A glicose e a
arabinose foram ambas fontes C adequadas, mas a xilose néo o foi. Os tempos
de incubagdo que foram necessarios para inequivocamente detectar a
produgdo de SA foram substancialmente mais elevados do que com o material

de amostra do rimen e da suspensdo digerida.
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to para os geradores de SA do bagago
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2.2. MELHORES RESULTADOS DAS EXPERIENCIAS DE
ENRIQUECIMENTO

Os melhores resultados obtidos nas culturas de enriquecimento
para os geradores de SA acham-se listados na Tabela 6 a seguir.
Tabela 6 Melhores Resultados Nas Culturas De Enriquecimento Quanto Aos

Geradores De Acido Succinico

Material da Rtumen Suspensdo digerida Bagaco
amositra

fonte C L-arabinose L-arabinose L-arabinose
SA [g/L] 7,1 6,9 8.4
STY [g/(L h)]? 0,2 0.4 0,1
rendimento [g/g]* 0,5 0,5 0,6

* Rendimento de tempo-espago e rendimento quanto ao 4cido succinico.

Referida tabela indica que, com cada um dos trés materiais de
amostra, € possivel receber as culturas de enriquecimento geradoras de acido
succinico. As culturas de enriquecimento que se originam da suspensio
digerida apresentaram rendimentos em tempo-espago mais elevados do que
aquelas do ramen e do bagaco (0,4 vs. 0,2 e 0,1 g/[1 h]). Entretanto, os
isolados pfodutores do SA foram exclusivamente obtidos das culturas de
enriquecimento produtoras do SA com material do rimen como indculo.
Aparentemente, o isolamento dos geradores de SA da suspensio digerida e do
bagago requer estratégias mais sofisticadas.

2.3. ISOLADOS GERADORES DO ACIDO SUCCINICO

Os melhores isolados (= culturas puras) que apresentam
producdo de SA em experiéncias de cultura pura, € suas caracteristicas, sﬁo
resumidos na tabela a seguir. A mais elevada concentragdo de SA (8,8 g/litro)
e o rendimento de tempo-espago (0,6 g/[1 h]) foram obtidos com DDI1, um

isolado do rimen.
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Tabela 7 caracteristicas dos melhores isolados produtores do acido succinico (sa).

Isolado DD1 DD1? DD2
origem rumen rumen rumen
fonte-C, enr.® L-arabinose L-arabinose L-arabinose
fonte-C, purab L-arabinose D-glicose L-arabinose
SA [g/L] 8.8 7,3 3,5
STY [g/(L h)]° 0,6 0,5 0,1
Rendimento [g/g]° 0,6 0,5 0,3
Subprodutos [g/L]

- dcido formico 3,3 3,7 -

- dcido acético 4,5 4,2 2,7

- dcido ldactico - - 1,5

- etanol - - 2,7

* O isolado DD1 foi testado duas vezes em cultura pura, uma vez com glicose
€ uma vez com arabinose.
® Fonte-C, enr. = fonte-C durante o enriquecimento; fonte-C, pura = fonte-C
durante a experiéncia de cultura pura.
¢ Rendimento de tempo-espago e rendimento quanto ao 4cido succinico.

3. CONCLUSAO

O procedimento estabelecido é adequado ao enriquecimento
dos geradores ‘de SA do rumen, da suspensdo digerida e do bagaco.
Entretanto, os isolados geradores do SA foram exclusivamente obtidos de
culturas de enriquecimento de geradores de SA com material do rimen como
in6culo. O isolado mais promissor € a bactéria DD1 do ramen. Ela usa glicose
e arabinose para a producdo do SA. Sob condi¢des ndo otimizadas ainda,
quase 9 g/litro de SA sdo produzidos de 15 g/litro de arabinose. A Figura 4
mostra uma imagem do DD1 tomada com um microscépio ptico.

Exemplo 2 Prepara¢do Do Banco Celular De Dd1

1. Preparacgédo dos meios

A composi¢do dos meios de cultura € descrita na Tabela 8.
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Tabela 8 Composigdo De Meios Solidos E Liquidos Para O Preparo Dos
Bancos Celulares De Dd1

Concentragéo da solugdo

Composto Concentragdo (g/litro) de estoque (g/litro)
Glicose variavel® 650
Extrato de levedura Bacto (Becton

e . 5 -
Dickinson)
Peptona polipeptona (Becton Dickinson) 5 -
(NH,), SO, 1 500
CaCl,*2H,0 0,2 20
MgCL*6H,0 0,2 20
NaCl 1 100
K,HPO, 3 500
MgCO; variavel® -

Bacto-Agar (apenas para meios solidos) 12

® As concentragdes da glicose foram de 15 g/litro (em placas) e de 20 ou 50
g/litro (em meios liquidos).

® As concentragdes de MgCOs; (Riedel-de Haen, produto nimero: 13117 pela
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH) foram de 5 g/litro (em placas) e de
0 a 30 g/litro (em meios liquidos)

5 g de extrato de levedura, 5 g de peptona, MgCOj; e (para
meios sdlidos) 12 g de Bacto-Agar foram misturados em 900 ml de 4gua
destilada e autoclavados (20 minutos). Apos o esfriamento até cerca de 65 °C,
os componentes que faltavam foram adicionados como solugdes de estoque
estéreis. Glicose, sulfato de aménio e K,HPO, foram todos separadamente
autoclavados. Cloretos de Ca, Mg e Na foram autoclavados juntos.

2. Preparacdo de MCB

Duas placas de agar recentes foram inoculadas com DDI1 e
incubadas em 37 °C em uma jarra anaerdbica (Anaerocult A, Merck) durante
a noite. A biomassa foi retirada das placas e recolocada em suspensio no
meio liquido livre de MgCO; com 20 g/litro de glicose para ajustar a
ODgg0~1,0. A inoculagdo foi realizada com 0,5 ml desta suspensdo celular. As

culturas foram realizadas em frascos de soro de 100 ml com rolhas de
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borracha butilica a prova de gas (Ochs GmbH, Bovenden/Lenglem,
Alemanha) contendo 50 ml do meio liquido com 20 g/litro de glicose e 30
g/litro de MgCO3 e uma atmosfera de CO, com sobrepressdo de 0,8 bar. As
frascos de soro (no total de 10) foram incubadas em 37 °C, uma velocidade
rotativa de 160 rpm e um didmetro de agitagdo de 2,5 cm.

Para monitorar o consumo de glicose, a cultura de uma frasco
foi interrompida e a amostragem e a analise de HPLC foram realizadas apds
0,3,4,5,7,8¢ 8,5 horas. Apds 8,5 horas (a concentragdo da glicose era de
3,4 g/litro) a cultura foi interrompida. Aliquotas de 0,5 ml de suspensdo
celular e de 0,5 ml de glicerol estéril foram colocadas em criofrascos,
misturadas e armazenadas por 13 horas em -20 e, mais tarde, em -80 °C como
MCB. O MCB foi testado quanto a pureza por estriagem de uma al¢a do
ultimo criofrasco sobre placas de &4gar para o controle e verificagdo da
contaminagdo na cultura liquida (meios como descritos na Tabela 8) do
espectro do produto e da contaminagdo (mediante microscopia). As condi¢des
da HPLC foram as mesmas daquelas descritas no Exemplo 1.

3. Preparagdo do WCB

Um frasco do MCB foi usado para inocular uma frasco de soro
de 100 ml com rolha de borracha butilica a prova de gas (ver acima) contendo
50 ml do meio liquido com 50 g/litro de glicose. A incubagdo foi realizada
por 10 h em 37 °C em uma incubadora de agitagio (velocidade de rotacio de
180 rpm, didmetro da agitagdo: 2,5 ¢cm). No final da cultura, a concentracédo
da glicose era de 20 g/litro e o pH ficou ao redor de 6,5. Os criofrascos foram
enchidos com aliquotas de 0,5 ml de suspensdo celular 4 0,5 ml de glicerol
estéril, misturadas e armazenadas em -80 °C como WCB. As verificagdes da
pureza foram as mesmas no que diz respeito ao MCB. As condi¢des da HPLC
foram as mesmas daquelas descritas no Exemplo 1.

Exemplo 3 Caracterizagdo taxonémica do dd1

A caracterizagdo taxondémica da cepa DDI1 foi realizada
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através da andlise de rDNA 16S e 23S, a qual foi conduzida como descrito
abaixo:

A extracdo do DNA gendmico, a amplificagdo do rDNA 16S
mediada por PCR e a purifica¢do dos produtos da PCR foram realizadas como
descrito por Rainey et al., 1996. Um fragmento de DNA contendo o rDNA
23S foi amplificado pelo mesmo método, com o uso do iniciador dianteiro 5°-
AGTAATAACGAACGACACAG-3> e do iniciador reverso 5°-
AGCCGATTCCCTGACTAC-3’. Os produtos de PCR purificados foram
sequenciados com o uso do kit CEQ®DTCS-Quick Start (Beckman Coulter)
conforme orientagdo no protocolo do fabricante. O Sistema de Analise
Genética CEQ®8000 foi usado para a eletroforese dos produtos de reagdo da
sequéncias. O editor ae2 (Maidak et al., 1999) foi usado para alinhar a
sequéncia de rDNA 16S da cepa DD1 em relagdo aquelas do dos membros
representativos da subclasse y da Proteobacteria disponivel dos bancos de
dados das EMBL e RDP. Para a construgdo da arvore filogenética, os
procedimentos da PHYLIP (Phylogeny Inference 'Package, versdo 3.5c,
disfribuido por J. Felsenstein, Department of Genome Sciences, University of
Washington, Seattle, USA) foram usados: distincias evoluciondrias aos pares
foram calculadas com o uso do método de Jukes e Cantor (1969), a arvore
filogenética foi construida destas distancias com o uso do método de unido
adjacente (Saitou e Nei, 1987).

A arvore filogenética a base do rDNA 16S é apresentada na
Figura 1. Com base na analise do rDNA 16S, a cepa de DD1 relativa mais
proxima € a “Mannheimia succiniciproducens” MBEL.S5E com uma
similaridade de 99,8 %. Esta cepa foi isolada por cientistas do Korea
Advanced Institute of Science and Technology (KAIST) do raimen bovino
(Lee et al., 2002a; Lee et al., 2002b). O fragmento de rDNA 23S amplificado,
do DDI, foi alinhado as sequéncias de rDNA 23S da “Mannheimia

succiniciproducens” MBEL 55E (sequéncia de genoma completo, nimero de
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acesso AE016827) para indicar a diferenga entre as cepas.

A Figura 2 mostra a sequéncia de rDNA 16S da cepa DDI1. A
Figura 3 mostra a sequéncia de rDNA 23S da cepa DD1 e um alinhamento ao
rDNA 23S de “Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E (sequéncia de
genoma completo, niimero de acesso AE016827) € mostrado no Anexo 1.
Exemplo 4 Morfologia Celular E Morfologia De Col6nia Do Dd1

Um frasco do WCB (Exemplo 2) foi usado para inocular uma
frasco de soro de 100 ml com rolha de borracha butilica a prova de gas (ver
acima) contendo 50 ml do meio liquido com 50 g/litro de glicose (composi¢io
e preparag¢do conforme descritas no Exemplo 2). A incubagdo foi realizada
por 15 horas em 37 °C e 170 rpm (didmetro de agitagdo: 2,5 cm). No final da
cultura, a concentragdo da glicose havia reduzido a cerca de 17 g/litro
(Medigdo através de HPLC, condigdes conforme descritas no exemplo 1).
Para examinar a morfologia celular de DDI, células isoladas foram
observadas com o uso da microscopia Otica. Para caracterizar a morfologia de
colonia do DD1, uma alga da suspenséo celular foi estriada sobre placas Brain
Heart Infusion (Bacto Brain Heart Infusion, produto nuamero: 237500
solidificado com 12 g/litro de Bacto Agar, produto nimero: 214010; ambos
da Becton, Dickinson and Company) e incubada aerdbica e anaerobicamente
(Anaerocult, A., Merck) em 37 °C.

As células de DD1 aparecem como bastdes que ocorrem
isoladamente, aos pares ou em cadeias curtas (ver a Figura 4). Apds 24 horas
de incubagdo, as col6nias apresentavam-se circulares, brancas-amareladas,
translicidas e com 0,5 a 1 um (crescimento aerébico) e 1 a 2 pm (crescimento
anaerobico) de didmetro.

Exemplo 5 Utilizagdo das diferentes fontes-c

A utilizagdo das diferentes fontes-C por DD1 foi testada sob as
condi¢des descritas por Lee et al., 2002a.

1. Preparac¢do dos meios
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A composi¢do do meio de cultivo é descrita na Tabela 9.

Tabela 9 Composi¢do do meio para os testes para a utilizagdo das diferentes

fontes-c.

Composto Co tragio (g/litro) Concentragdo da solugdo
P ncentragdo de estoque (g/litro)

fonte-C 10 250

extrato de levedura Bacto (Becton Dickinson) 5 100

Peptona polipeptona (Becton Dickinson) 10 100

(NH,), SO, . 2 500

CaCL*2H,0 0,2 20

MgCL*6H,0 0.2 20

NaCl 2 100

K,HPO, 3 500

MgCO; (Riedel-de Haen 13117) 10 -

O extrato de levedura, a polipeptona e o MgCQO; foram
autoclavados juntos. Apds o esfriamento, os componentes ausentes foram
acrescentados como solugdes de estoque estéreis. A glicose e as outras fontes-
C, sulfato de amoénio e K,HPO, foram todos separadamente autoclavados. Os
cloretos de Ca, Mg e Na foram autoclavados juntos. Na,S*9H,O foi
adicionado em uma concentragdo final de 1 mg/litro para garantir condi¢des
anaerobicas.

2. Culturas e analises

Para desenvolver a cultura das sementes, um frasco do WCB
foi usado para inocular uma frasco de soro de 100 ml com rolha de borracha
butilica a prova de gases (ver acima) contendo 50 ml do meio liquido descrito
na Tabela 9, mas com 20 g/litro de glicose € uma atmosfera de CO, com 0,8
bar de sobrepressdo, a incubagio foi realizada por 13 horas em 37 °C e 160
rpm (didmetro de agitagdo: 2,5 cm). A suspensdo celular foi centrifugada
(Biofuge primo R, Heraeus,) com 5000 g por 5 minutos, e a pelota celular foi
lavada e depois recolocada em suspensdo em 50 ml de meio sem uma fonte de
carbono e sem MgCO; para gerar um indculo livre de glicose (todas as etapas

na temperatura ambiente e na cdmara anaerdbica).
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As principais culturas foram cultivadas em frascos de 100 ml
de soro contendo 50 ml de meio liquido com 10 g/litro do fonte-C respectiva
(D-manitol, D-frutose, D-xilose, sacarose, maltose, lactose, xilitol, inositol,
D-sorbitol, glicerol, L-arabinose, D-galactose ou D- manose) e uma atmosfera
de CO, com sobrepressdo de 0,8 bar. Para o teste com a utilizag¢do de glicerol,
a qualidade ‘Glicerol 99 %, puriss.” (Riedel-de Haen, produto nimero: 15523-
1L-R pela Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemanha) foi
usada. A inoculagdo foi realizada com 1,5 ml do indculo livre de glicose. As
frascos foram incubadas em 37 °C, e 160 rpm (didmetro de agita¢do: 2,5 cm).
A utilizagdo da respectiva fonte-C por DD1 foi considerada como positiva
quando pelo menos 3 g/litro da fonte-C foram consumidos dentro de 24 horas.
Para verificar os resultados obtidos na cultura principal, 1 ml da cultura
principal respectiva foi usado para inocular 50 ml de meio de cultura freéco
com 10 g/litro da respectiva fonte-C. Os resultados foram, portanto,
confirmados em duas culturas principais subsequentes. O consumo das fontes-
C foi quantificado através de HPLC como descrito no Exemplo 1. Quando o
glicerol foi medido, a temperatura da coluna foi ajustada a 50 °C para se obter
uma separagdo suficiente de SA, 4cido lactico e glicerol, os quais tém tempos
de retengdo semelhantes.

3. Resultados

Os resultados sdo resumidos na Tabela 10 a seguir.

Tabela 10 Utilizagdo de diferentes fontes-c por dd1 e mbel 55¢

Fonte-C DDI1? MBEL 55E°
Manitol + +
Frutose + +
Xilose + +
Sacarose + +
Maltose + +
Lactose + +
Xilitol - -
Inositol - -
Sorbitol - -
Glicerol + -
Arabinose + ND
Galactose + ND
Manose + ND
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* Analises quanto ao consumo de cada fonte-C apds 24 horas. As culturas
foram conduzidas em duplicata.
® dados dos resultados de Lee et al., 2002a. ND = nio determinado.

A referida tabela mostra que o padrio de utilizagdo das fontes-
C das duas cepas difere em relagdo ao glicerol. DD1 pode metabolizar o
glicerol que ndo seja usado por MBEL 55E.

Além da sacarose, DD1 da D-glicose e da D-frutose utiliza D-
xilose, L-arabinose, D galactose e D-manose. Em consequéncia, todos os
tipos de monossacarideos na lignocelulose (Kamm et al., 2006; Lee, 1997)
sdo utilizados por DD1. A utilizagdo da L-arabinose, D-galactose e D-manose
por MBELSSE néo foi testada por Lee et al., 2002a.

Exemplo 6 Formagdo Do Sa E Dos Subprodutos Do Glicerol E De Diferentes
Hexoses E Pentoses |

A produtividade do acido succinico (SA) de DDI1 sobre
glicerol, D-xilose, L-arabinose, D-galactose e D-manose foi avaliada em
testes de frascos de soro com 10 g/litro da respectiva fonte-C (10 g/litro de
glicose, como referéncia).

1. Preparagdo do meio

A composi¢do e o preparo dos meios de cultura foram os
mesmos do Exemplo 2 (cultura de sementes) e Exemplo 5 (culturas
principais).

2. Culturas e andlises

O desenvolvimento da cultura de sementes no meio liquido,
com 50 g/litro de glicose e 30 g/litro de MgCO; foi feito como descrito no
Exemplo 2. O preparo do indculo livre de glicose foi realizado como descrito
no Exemplo 5.

O desenvolvimento das culturas principais com 10 g/litro de
glicerol, sacarose, D-xilose, D-frutose, L-arabinose, D-galactose, D-manose

ou D-glicose e 10 g/litro de MgCOs foi feito como descrito no Exemplo 5. O
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consumo da fonte-C respectiva e a produgdo de SA e subprodutos, foram
quantificados por HPLC como descrito no Exemplo 5.

3. Resultados

Na Tabela 11 a seguir, os resultados sdo resumidos.

Tabela 11 Formagdo Do Sa E Dos Subprodutos Do Glicerol E De Diferentes

Acucares Por Dd1

glyc suc gluc fruc xyl ara gal man
t. [h]° 9 4 4 4 6 6 6 5
Accs [g/L 5,3 9,8 9,3 9,4 -7,6 -7,8 7,1 -8,1
Acsa [g/L)° +6,4 +58 +5,7 +4,8 +4.6 +4,9 +4,5 +4,9
Acia [gIL]° 0 +0,1 0 +0,4 0 0 0 0
ACka [Q/L]° +0,4 +2,0 +1,8 +2.3 +1,9 +1,6 +1,2 +1,8
Acaa [gILT° +0,3 +2,8 +2,8 +2,8 +2,6 +2.4 +2,1 +2,7
STY [g/(L h)° 0,7 1,5 14 1,2 0,8 0,8 0,8 1,0
Rendimento 1,2 0,6 06 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6
lo/or’

“tempo de cultura.

® consumo de fonte de carbono.

¢ formacdo dos 4cidos succinico, lactico, formico e acético.

4 rendimento de tempo-espago e producdo de acido succinico.

A Tabela 11 mostra que, em todos os casos, substanciais
quantidades de SA sdo formadas. A producgdo do SA do glicerol (glyc), ao
invés da sacarose (suc), D-glicose (gluc), D-frutose (fruc), D-xilose (xyl), L-
arabinose (ara), D-galactose (gal) ou D-manose (man), por DDI, tem duas
vantagens Obvias: 1) um rendimento substancialmente mais elevado, ii) uma
formagdo de acido formico e acético substancialmente inferior. Por outro
lado, a produtividade do SA (rendimento de tempo-espago) com glicerol é
levemente menor do que com os agucares. Entretanto, a produtividade do SA
de DDI1 com glicerol ¢ substancialmente mais elevada do que o valor obtido
com Anaerobiospirillum succiniciproducens por Lee et al., 2001 (0,14 g de
SA/[1h]).

Especialmente, o Rendimento substancialmente mais elevado
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obtido com o glicerol é um resultado muito interessante: ele pode contribuir
para uma clara redu¢do do custo de produgdo para o &acido succinico
fermentativo, os sais de acido succinico e BDO/GBL/THF ou pirrolidonas
dele produzidas, respectivamente - em particular, se o glicerol bruto barato
das usinas de biodiesel puder ser aplicado.
Exemplo 7 Formag&o de sa e dos subprodutos de diferentes glicerois brutos

A produtividade do SA de DD1 em diferentes glicerdis brutos
(C1 a C3) foi avaliada em testes de frasco de soro com 10 g/litro do
respectivo glicerol [10 g/litro de glicerol puro (P1) como referéncia].

1. Preparagédo do Meio

A composi¢do do meio € descrita na Tabela 12 a seguir.
Tabela 12 Composigdo Do Meio Para O Teste Sobre A Formagio Do Sa De

Diferentes Glicerois Brutos

Composto Concentragdo (g/litro) Concentragéo da solugdo

de estoque (g/litro)
Fonte-C variavel ® variavel
Extrato de levedura Bacto (Becton 5 100
Dickinson) ’
Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 100
(NH), SO, ! 500
CaCl,*2H,0 0.2 20
MgCl,*6H,0 0.2 20
NaCl 1 100
K,HPO, 3 500
MgCO; (Riedel-de Haen 13117) 30 -

* As concentragdes foram de 50 g/litro de glicose na cultura de sementes e de
10 g/litro do respectivo glicerol na cultura principal.

MgCO; e agua (1,5 g e 40 ml) foram esterilizados em frascos
de soro de 100 ml (121 °C, 20 minutos). Apds o esfriamento, solug¢des
estéreis separadas dos outros compostos foram adicionadas. Extrato de
levedura, peptona, sulfato de aménio e K,HPO, foram todos separadamente

esterilizados por filtragdo da respectiva solugdo de estoque. Quanto aos
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cloretos de Ca, Mg e Na, uma solugdo de estoque foi preparada, a qual foi
esterilizada por filtragdo. A glicose e os diferentes glicerdis foram todos
separadamente esterilizados (121 °C, 20 minutos). Para o teste de referéncia
com glicerol puro (P1), a qualidade ‘Glicerol 99 %, puriss.” (Riedel-de Haen,
produto niimero: 15523-1L-R) pela Honeywell Specialty Chemicals Seelze
GmbH, Seelze, Alemanha, foi usada.

2. Culturas e Analises

A cultura de sementes foi cultivada em uma frasco de soro de
100 ml com rolha de borracha butilica a prova de gas (ver acima) contendo 50
ml do meio descrito na Tabela 12 com 50 g/litro de glicose e uma atmosfera
de CO, com uma sobre pressdo de 0,8 bar. A inoculagdo foi conduzida com 1
ml do WCB (Exemplo 2). A incubagéo foi realizada por 15 horas em 37 °C e
170 rpm (didmetro de agitagdo: 2,5 cm). No final da cultura, a concentrag¢io
da glicose havia sido reduzida a cerca de 17 g/litro.

A suspensdo celular foi centrifugada (Biofuge primo R,
Heraeus) com 5000 g por 5 minutos, e a pelota celular foi lavada e depois
recolocada em suspensdo em 50 ml do meio sem glicose e sem MgCOs; para
gerar um indculo livre de glicose.

As culturas principais foram cultivadas em frascos de soro de
100 ml contendo 50 ml do meio com 10 g/litro do glicerol respectivo e uma
atmosfera de CO, com sobrepressdo de 0,8 bar. A inoculagdo foi realizada
com 2,0 ml do inéculo livre de glicose. As frascos foram incubadas por 9
horas em 37 °C, e 170 rpm (didmetro de agitagdo: 2,5 cm).

O consumo da respectiva fonte-C (glicose em cultura de
semente, glicerol em cultura principal) e produgédo do SA e subprodutos foram
medidos por HPLC como descrito no Exemplo 5

3. Resultados

Na Tabela 13 a seguir, os resultados sdo resumidos.
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Tabela 13 formagdo do SA e dos subprodutos de diferentes gliceréis mediante

ddl.

Tipo de glicerol C1 C2 C3 P1
Produtor® ecoMotion Biopetrol Glacon Chemie Sigma-Aldrich
Pureza [%]° 90 42 76 99
t, [h]° 9 9 9 9
Acg [g/L)° 6,3 -6,9 6,5 -5,4
Acsa [g/LF +7,6 +8,4 +7,4 +6,2
Acia [g/L]° 0 +0,1 +0,1 +0,1
Acea [&/LT +0,3 +0,3 +0,3 +0,3
Acaa [/ +0,3 +0,5 +0,3 +0,3
STY [g/(L h)ff 0,8 0,9 0,8 0,7
Rendimento [g/g If 1,2 1,2 1,1 1,1

* ecoMotion GmbH, Stemberg, Alemanha

Biopetrol Schwarzheide GmbH, Schwarzheide, Alemanha,

Glacon Chemie, Merseburg, Alemanha,

Riedel de Haen (nimero do produto 15523-11L-R) da Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemanha.

® Anélise do produtor.

¢ Tempo da cultura

4 Consumo do glicerol

° Formag&o dos acidos succinico, lactico, formico e acético.
"Rendimento de tempo-espago e rendimento de acido succinico.

A Tabela 13 mostra que, ap6s 9 horas, a concentragdo de SA e,
consequentemente, do STY obtido com os glicerdis brutos C1 a C3 (7,4 a 8,4
SA/litro e 0,8 a 0,9 g de SA/[1 h], é, em todos os casos, mais elevada do que
os valores respectivos obtidos com o glicerol puro P1 (6,2 g de SA/litro e 0,7
g de SA[l h]). Os glicerdis brutos tém, portanto, além do prego inferior, a
vantagem de melhor produtividade. Os Rendimentos obtidos com os gliceréis
brutos C1 a C3 (1,1 a 1,2 g de SA/g de glicerol) sio semelhantes ao
respectivo valor obtido com o glicerol puro P1 (1,1 g de SA/g de glicerol).
Exemplo 8 Tolerancia Do Dd1 A Aménia E A Glicose
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Uma abordagem comum para a produgdo fermentativa do
acido succinico e/ou dos sais de amonio de acido succinico da glicose, deve
ser uma cultura de batelada alimentada controlada por NH; com um certo
nivel inicial de glicose. Esta configura¢do requer tolerancia tanto ao
NH3;/NH,OH quanto a glicose da cepa. Para testar DD1 quanto a estas
propriedades, as culturas de bateladas com NH,OH como o agente de controle
do pH e niveis de glicose variaveis foram realizadas.

1. Preparac¢do do meio

A composi¢do do meio de cultura € descrita na Tabela 14.
Tabela 14 Composi¢do Do Meio Para As Culturas De Bateladas Controladas

Pelo Ph Com Niveis Variaveis De Glicose

Concentragédo da

Composto concentragdo [g/litro] solugdo de estoque
[g/litro]

Glicose Variavel” 650
Extrato de levedura Bacto (Becton

e 1. 5 -
Dickinson)
Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 -
(NHy)2 SO4 1 500
CaCl,*2H,0 0,2 20
MgCl,*6H,0 _ 0,2 20
NaCl 1 100
K,HPO, 3 : 500
Cisteina L 0,24 120
MgCOj; (Riedel-de Haen 13117) 2 -

* A concentragdo inicial da glicose na pré-cultura foi de 50 g/litro, € nos
fermentadores foi de 25, 50 ou 75, respectivamente.

O extrato de levedura, a peptona e o MgCO; foram
autoclavados juntos nos fermentadores e nas frascos de soro. A glicose, o
sulfato de aménio e o K,HPO, foram todos separadamente autoclavados. Os
cloretos de Ca, Mg e Na foram autoclavados juntos. Apos o resfriamento dos
fermentadores e das frascos de soro, os componentes que faltavam foram

adicionados como solugdes de estoque estéreis. Quanto as pré-culturas, a
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mesma composi¢do do meio foi usada, porém o MgCO; foi ajustado a 30
g/litro.

2. Culturas e analises

As pré-culturas foram cultivadas anaerobicamente em frascos
de soro de 100 ml com rolhas de borracha butilica & prova de gases (Ochs
GmbH, Bovenden/Lenglem, Alemanha) contendo 50 ml de meio de pré-
cultura em 37 °C em uma incubadora vibratdria (velocidade de rotagfo: 160
rpm, didmetro da vibragdo: 2,5 cm). A inoculagdo das pré-culturas foi
realizada com 1 ml de um banco de células funcionando com DD1 na cdmara
anaerobica (MAKS MG 500, meintrup-dws). Imediatamente apdés a
inoculagéo, a atmosfera gasosa (80 % de N, 15 % de CO, e 5 % de H,) foi

- substituida por CO, puro com uma sobrepressdo de cerca de 0,8 bar. Apds 16

a 18 horas de incubagdo, duas frascos foram combinadas na caixa anaerébica
e, em cada caso, 15 ml foram usados para inocular os fermentadores (Sixfors,
Infors, Suiga) contendo 300 ml de meio de cultura que havia sido gaseificado
durante a noite com CO, para garantir condi¢Bes livres de oxigénio. A
temperatura da cultura foi de 37 °C, o pH de 6,5 foi mantido com 25 % de
NH,4OH. A corrente gasosa de CO, e a velocidade do agitador foram ajustadas
a 0,1 litro/minuto e 500 rpm, respectivamente. O consumo da glicose e a
produgdo do SA foram quantificados por HPLC como descrito no Exemplo 1.

3. Resultados

Os resultados sdo mostrados na Figura 5.

Nas bateladas controladas por NH,OH as culturas com glicose
até 40 g/litro de SA sdo formadas dentro de 48 horas. O DD1 tem, portanto,
um forte potencial de sintese para o acido succinico e/ou sais de aménio de
acido succinico, os quais sdo favordveis para a conversio quimica a
THF/BDO/GBL e pirrolidonas (WO-A-2006/066839).

O indice inicial de produgédo de SA nos testes com 75 g/litro de

glicose € levemente menor do que nos testes com 50 e 25 g/litro. Entretanto,
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entre 6 e 12 horas, ndo mais existe nenhuma de tais diferencas, indicando que
a inibi¢do do substrato ndo é um problema nos niveis da glicose de até 75
g/litro.

Exemplo 9 Efeito Da Temperatura Da Cultura E Do Ph Sobre
A Formagdo Do SA Por Dd1

Nesta experiéncia, a temperatura e o pH da cultura foram
variados nas culturas de bateladas controladas por NH,OH com 75 g/litro de
glicose.

1. Preparacdo do meio

Nido obstante a concentragdo de glicose constante, a
composicdo e a preparagdo do meio foram as mesmas do Exemplo 8
‘tolerancia do DD1 a aménia e a glicose’.

2. Culturas e anélises

Além das diferentes temperaturas e valores do pH das culturas
testadas, as condi¢des experimentais das culturas e analises de HPLC foram
idénticas aquelas do Exemplo 8 ‘tolerancia do DD1 a aménia e a glicose’.

3. Resultados

Os resultados sdo apresentados na Figura 6. A Figura 6 mostra
que os dois testes em 37 °C e pH de 6,5 sdo muito semelhantes em relagdo
tanto ao consumo de glicose quanto a producdo de SA, indicando umé baixa
variabilidade. Com base nesta variabilidade, os testes que foram realizados
em pH 6,5 mostram que, entre 34,5 e 39,5 °C, a temperatura'de cultura nio
tem nenhum impacto sobre o desempenho do processo. Entretanto, os testes,
em 37 °C, indicam que uma redugdo do pH em 0,5 unidade resulta em uma
clara queda da produtividade do SA, e um aumento do pH em 0,5 unidade
resulta em uma leve queda da produtividade do SA. Com base nestes
resultados, outras culturas do DD1 seriam — se o controle do pH fosse
possivel — realizadas em pH 6,5.

Exemplo 10 Efeito Dos Ingredientes Dos Meios Complexos
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Sobre O Cultivo Do Dd1

O enriquecimento e isolamento do DD1 foi realizado em um
meio de cultivo contendo 5 g/litro de extrato de levedura e 5 g/litro de
peptona. Portanto, as primeiras experiéncias com DD1 foram conduzidas em
um meio com estes compostos. Tendo em vista que eles contribuem para o
custo dos materiais brutos e introduzem impurezas adicionais, diferentes
composigdes de meios foram testadas, nas quais o extrato de levedura e a
peptona foram reduzidos e substituidos pelo licor de infusio de milho mais
barato (Solulys L48L, Roquette), respectivamente. A composi¢do inicial dos
meios dos testes € indicada por nimeros (representando a concentragdo, isto
¢, 2, 5, 15 ou 25 g/litro) e por letras (representando o composto complexo
respectivo, isto €, o extrato de levedura, peptona ou licor de infusdo de
milho).

1. Preparacdo do meio

Além da modificagdo respectiva da concentragdo do extrato de
levedura — e da peptona, a concentragdo e a composi¢do e preparagcdo do meio
de licor de infusdo de milho adicional foram as mesmas do Exemplo 8
‘“‘tolerancia do DD1 a amoénia e a glicose’. A concentra¢do de batelada da
glicose foi de 50 g/litro em todos os testes.

2. Culturas e analises

As condi¢des experimentais foram idénticas aquelas do
Exemplo 8 ‘tolerdncia do DD1 a amdnia e a glicose’. Todas as culturas foram
realizadas em 37 °C, as culturas nos fermentadores foram mantidas em pH 6,5
com 25 % de NH4,OH. As analises de HPLC foram realizadas como descrito
no Exemplo 8.

3. Resultados

Os resultados sdo mostrados na Figura 7. A compara¢do dos
testes ‘SYSP’ e ‘5Y’ mostra que a peptona pode ser omitida sem qualquer

efeito negativo sobre a produgdo do SA. A substitui¢do parcial do extrato de
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levedura por CSL ndo resulta em produgdo de acido succinico reduzida em
qualquer destes (teste ‘5Y’ vs. testes ‘2Y15C’). Entretanto, a substituigdo
completa do extrato de levedura por CSL resulta em perdas moderadas da
produtividade.

O espectro dos subprodutos dos testes ‘SYSP’ e ‘SY’ ¢é
mostrado na Figura 8. A Figura 8 mostra que a omissdo da peptona no meio
de cultivo resulta em concentragdes substancialmente mais baixas dos acidos
férmico e acético, ao passo que as concentragdes do acido lactico foram
comparaveis em ambos os testes. Esta experiéncia indica potencial quanto ao
melhoramento do meio mediante i) redu¢do do custo do material bruto, ii)‘
redugdo das impurezas introduzidas pelos compostos do meio, e iii) redugéo
da formacdo de produtos colaterais durante a cultura.

Exemplo 11 Relagdo De Dd1 Para Oxigénio

Uma vez que a producdo fermentativa do SA € um processo
que depende das condigdes anaerdbicas, o cultivo do DD1 para a produgéo do
SA tem de ser realizado na auséncia de oxigénio. Entretanto, ¢ muito
importante saber se o DD1 tolera a presenga de oxigénio, também. Se este for
0 caso, a cepa pode ser manipulada sob condi¢des aerdbicas, o que torna o
trabalho de laboratério muito mais facil e mais rapido. Portanto, a cepa DD1
foi testada em experiéncias de frasco de agitagdo com glicose.

1. Preparagdo do meio

A composi¢do e a preparagdo do meio foram as mesmas
descritas na Tabela 8.

2. Culturas e analises

As culturas de sementes anaerobicas foram desenvolvidas em
frascos de soro de 100 ml com rolhas de borracha butilica a prova de gas (ver
acima) contendo 50 ml de meio com 50 g/litro de glicose e 30 g/litro de
MgCO; e uma atmosfera de CO, com uma sobrepressdo de 0,8 bar em 37 °C

e 160 rpm (didmetro de agitagdo: 2,5 cm) por 16 horas. A inoculagdo foi
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realizada com 1 ml do WCB (Exemplo 2). 7,5 ml destas pré-culturas foram
usadas para inocular as culturas aerdbicas principais.

As culturas aerdbicas principais (150 ml de meio com 60
g/litro de glicose e 80 g/litro de MgCOs) foram desenvolvidas em 37 °C e 200
rpm (didmetro de agita¢do: 2,5 cm) em frascos de Erlenmeyer de 500 ml com
dois abafadores e plugues de algoddo. O consumo do substrato e a formacio
do produto foram medidos por HPLC como descrito no Exemplo 1.

3. Resultados

Os resultados sdo apresentados na Figura 9. Os resultados
mostram claramente o consumo de glicose aerdbica pela cepa DDI. Os
produtos principais sdo os acidos acético e lactico, que sdo os produtos
dominantes das células aerobicamente desenvolvidas de “Mannheimia
succiniciproducens” MBEL S5S5E, também (Lee et al., 2002a). Os niveis
iniciais do SA sdo introduzidos pela pré-cultura anaerdbica e sdo amplamente
consumidos ap6s 15 horas de cultura. Os dados claramente mostram que o
DD1 ¢€ tolerante ao oxigénio. |

Exemplo 12 Teste Do Dd1 Sob As Condi¢des Descritas Por Kaist

O relacionamento mais intimo do DD1 €é a “Mannheimia
succiniciproducens” MBEL 55E, uma cepa isolada por KAIST (ver acima).
Para comparar DD1 com a referida cepa, a experiéncia de cultura descrita por
KAIST (Figura 2b em Lee et al., 2002a e Figura 3 em Lee et al., 2002b) foi
reaﬁzada com DD1.

1. Preparagdo do meio

A composi¢cdo do meio de cultura foi idéntica a respectiva
experiéncia de Lee ef al., 2002b, e é descrita na Tabela 15 a seguir.
Tabela 15 composi¢do do meio para culturas de bateladas de ddl sob as

condi¢des descritas por lee et al., 2002b.
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Concentragéo da

Composto 4 Concentragéo [g/L] solugdio de estoque [g/L]
Glicose 20 650
Extrato de levedura Bacto (Becton

g 5 -
Dickinson)
Polipeptona peptona (Becton 5 )
Dickinson)
(NHa)2 SO4 1 500
CaClz*2H20 092 20
Mgc12*6H20 0:2 20
NaCl 1 100
K,HPO, 3 500
MgCOj; (Riedel-de Haen 13117) 10 -

O extrato de levedura, a peptona e MgCQO; foram autoclavados
conjuntamente nos fermentadores e frascos de soro. A glicose, o sulfato de
amonio e o fosfato de potéssio foram todos separadamente autoclavados. Os

cloretos de Ca, Mg e Na foram autoclavados juntos. Apés o resfriamento dos

fermentadores e das frascos de soro, os componentes ausentes foram

adicionados como solugdes de estoque estéreis. Para as culturas de sementes,
o mesmo meio foi usado.

2. Culturas e analises

A cultura de sementes foi desenvolvida anaerobicamente em
uma frasco de soro de 100 ml com rolha de borracha butilica a prova de gés
contendo 50 ml de meio em 39 °C em uma incubadora de agitagdo
(velocidade de rotagdo: 160 rpm, didmetro de agitagdo: 2,5 cm). A inoculagdo
da cultura de sementes foi realizada com 1 ml do WCB (Exemplo 2) na
camara anaerébica (MAKS MG 500, meintrup-dws). Imediatamente apds a
inoculagdo, a atmosfera gasosa (80 % de N,, 15 % de CO, ¢ 5 % de H;) foi
substituida por CO, puro com uma sobrepressdo de cerca de 0,8 bar. Apds 9
horas de incubagdo, o fermentador foi inoculado com 30 ml para iniciar a
cultura no fermentador (Sixfors, Infors Sui¢a) contendo 300 ml de meio de

cultura que havia sido gaseificado durante a noite com CO, para garantir
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condigdes isentas de oxigénio. A temperatura de cultura foi mantida em 39 °C
e o pH em 6,5, com NaOH 5 M. A corrente gasosa de CO, foi ajustada em
0,25 vvm. A velocidade do agitador foi ajustada em 500 rpm.

O consumo de glicose e a formagdo de SA e do subproduto
foram medidos por HPLC como descrito no Exemplo 1.

3. Resultados

Os resultados sdo resumidos na Figura 10. Dentro de 5 horas
de incubagdo, 18,9 g/litro de glicose sdo consumidos e 12,3 g/litro de 4acido
succinico, 4,5 g/litro de acido acético e 3,3 g/litro de 4acido férmico sdo
produzidos por DD1, indicando um espectro do produto que é semelhante
aquele do MBELSSE. Entretanto, o rendimento do tempo-espago obtido com
DD1 quanto ao 4cido succinico é de 2,5 g/(l h), o qual é claramente mais
elevado do que aquele da cepa MBELSSE (1,8 g/[1 h], Lee et al., 2002b). O
Rendimento ¢ de 0,7 g de acido succinico/g de glicose, o que é semelhante
aquele da cepa MBELSSE.

Exemplo 13 Desenvolvimento Do Dd1 No Meio Sintético

E favoravel usar um meio sintético sem ingredientes
complexos para a fermentagdo do DD1 de modo a melhorar o processamento
de jusante e planejar um meio sintético pobre para fermentagdo eficiente
quanto ao custo. Portanto, um meio sintético foi planejado para DDI.
Entrementes, um meio sintético foi também publicado para a Mannheimia
succiniciproducens concernente proxima (Song et al., 2008). Compostos
essenciais e estimuladores haviam estabelecido o desenvolvimento do DDI.
Comparando-se os resultados com Mannheimia succiniciproducens,
diferengas 6bvias foram observadas, sugerindo um meio de desenvolvimento
mais econdmico adequado para a cepa DDI.

1. Preparagdo do meio

O meio sintético de desenvolvimento para o DDI1 foi

desenvolvido em relagdo a outros meios de crescimento sintéticos para as
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bactérias do ramen (Nili e Brooker, 1995, McKinlay et al., 2005), a
experiéncia interna anterior com outras bactérias, e pela realizagdo de
experiéncias Unicas de omissio.

Finalmente, o meio continha 50 g/litro de glicose, 1 g/litro de
(NH4)2S04, 0,2 g/litro de CaCl,*2H,0, 0,2 g/litro de MgCl,*6H,0, 1 g/litro
de NaCl, 3 g/litro de K,HPO,, 1 mg/litro de acido nicotinico, 1,5 mg/litro de
acido pantoténico, 5 mg/litro de piridoxina, 5 mg/litro de riboflavina, 5
mg/litro de biotina, 1,5 mg/litro de HCI de tiamina, 0,26 g/litro de lisina, 0,15
g/litro de treonina, 0,05 g/litro de metionina, 0,71 g/litro de 4cido glutdmico,
0,06 g/litro de histidina, 0,07 g/litro de triptofano, 0,13 g/litro de fenilalanina,
0,06 g/litro de tirosina, 0,5 g/litro de serina, 0,5 g/litro de glicina, 0,5 g/litro
de cisteina, 0,1 g/litro de B-Alanina, 0,27 g/litro de alanina, 0,19 g/litro de
valina, 0,23 g/litro de leucina, 0,16 g/litro de isoleucina, 0,33 g/litro de 4cido
aspartico, 0,1 g/litro de asparagina, 0,13 g/litro de prolina, 0,15 g/litro de
arginina e 0,1 g/litro de glutamina.

As frascos de soro contendo 50 ml de meio complexo ou
sintético foram autoclavadas com dgua e 30 g/litro de MgCO3 como o sistema
tampdo. Glicose, sulfato de amoénio e fosfato de potassio foram esterilizados
separadamente. Os cloretos de Ca, Mg e Na foram esterilizados
conjuntamente. Vitaminas e aminoacidos foram reunidos em vérias solugdes
de estoque e esterilizados por filtragem. Apds o esfriamento das frascos de
soro, os componentes foram adicionados como solugdes de estoque estéreis.

Meio complexo padrio foi preparado como descrito no
Exemplo 12, sem o uso da polipeptona e iniciando-se com 50 g/litro de
glicose e 30 g/litro de MgCO;. Quanto as experiéncias das culturas de
sementes e algum controle de cultura principal, o meio complexo foi usado.

2. Culturas e analises

A cultura de sementes foi desenvolvida em meio complexo

anaerobicamente com o uso de uma frasco de soro de 100 ml com rolha de
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borracha butilica a prova de gas contendo 50 ml do meio em 37 °C em uma
incubadora vibratéria (velocidade de rotagdo: 170 rpm, didmetro da agitagio:
2,5 cm). A inoculagdo da primeira cultura de sementes foi realizada
aerobicamente com 1 ml do WCB (Exemplo 2) sob condigdes estéreis.
Imediatamente apds a inoculagio, a atmosfera de gas aerdbico foi substituida
por CO; puro com uma sobrepressdo de cerca de 0,8 bar. Apds 8 horas de
incubagdo, 2 ml da primeira cultura de sementes foram centrifugados e
lavados por trés vezes com o uso de uma solugdo de lavagem estéril contendo
2 gflitro de (NH4),SO4, 0,4 g/litro de CaClL*2H,O, 0,4 g/litro de
MgCl,*6H,0, 2 g/litro de NaCl e 6 g/litro de K,HPO, antes da inoculac¢io na
frasco de soro de 100 ml da segunda cultura de sementes.

A incubagdo da segunda cultura de sementes ocorreu por 20
horas como descrito quanto a primeira cultura de sementes, antes do uso de 2
ml da segunda cultura novamente de modo a inocular a cultura principal a
qual havia sido incubada por outras 20 horas. De modo a determinar-se
compostos essenciais ou estimuladores, a vitamina ou o aminoacido de
interesse foi omitido na segunda cultura de semente e na cultura principal. O
consumo de glicose e a formagdo de 4cido succinico foram medidos por
HPLC como descrito no Exemplo 1.

3. Resultados

Os resultados sdo resumidos na Tabela 16. Foi observado que
o meio que exclui a biotina e o0 HCI de tiamina nio sustém o crescimento e a
produgdo do acido succinico. A biotina e o HCl de tiamina foram,
apresentaram-se, portanto, como sendo compostos essenciais para o
desenvolvimento do DD1. As concentra¢des da biotina menores do que 0,6
mg/litro foram suficientes para o desenvolvimento do DDI1. A cisteina de
aminoacido foi observada ser ndo essencial para a expans3o do DD1, como a
omissdo da cisteina leva a produgdo semelhante do 4cido succinico como o

controle contendo cisteina.
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Ao contrario destes resultados, a biotina foi descrita como ndo
essencial porém estimuladora, e a cisteina como essencial para o
desenvolvimento da Mannheimia succiniciproducens (Song et al., 2008). O
HCI de tiamina ¢ essencial para ambos os organismos. Uma cepa prototréfica
para a cisteina € esperada ter um meio de produgdo mais pobre e mais barato
para a produgdo do acido succinico.
Tabela 16 Consumo De Glicose E Produgio De Acido Succinico Por Dd1

Desenvolvido Em Meio Sintético

Condigdes de desenvolvimento Consumo de glicose Produgéo de 4cido
(g/litro) succinico (g/litro)
Meio sintético completo 49,93 30,35
Meio sintético sem biotina 0,8 0,08
Meio sintético sem HCl de tiamina 6,27 0,81
Meio sintético sem cisteina 48,88 30,01

Exemplo 14 Metabolizagdo Do Glicerol Pela Cepa Dd1

A produtividade da cepa DDI1 na presenga de glicerol como
uma fonte de carbono foi ainda analisada utilizando-se os seguintes meio
otimizado e condigdes de incubagio:

1. Preparagdo do meio e cultura

O DDI1 foi desenvolvido da seguinte forma: As células de uma
solugdo de estoque congelada foram estriadas sobre uma placa de Agar BHI
(Becton Dickinson). As células foram raspadas e colocadas em suspensio em
meio BHI fresco e incubadas em uma frasco de soro anaerébico em 37 °C por
5,5 horas. As células foram inoculadas no meio contendo os compostos
descritos na Tabela 17 com o uso de frascos de soro de 100 ml. A OD de
partida em 600 nm foi de 0,1 (determinada em uma via de 1 ml). Os
componentes do meio 1 a 7 foram autoclavados juntos, o composto 8 foi
autoclavado na frasco de soro, os compostos 9 e 10 foram autoclavados
separadamente e adicionados ao meio final. As frascos de soro foram
purgadas pelo menos trés vezes com CO, através de rolhas de borracha
butilica e deixadas com uma sobrepressdo de CO, de 0,8 bar. As frascos de

soro foram incubadas em 200 rpm e 37 °C. Apds 24 horas, as frascos de soro
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foram abertas e os metabdlitos foram determinados por HPLC como descrito
no Exemplo 1.

Tabela 17 Composi¢do Do Meio

Composto Concentragao (g/litro)
1 Extrato de levedura Bacto (Becton

Dickinson) 5
2 Peptona polipeptona (Becton Dickinson) 10
3 (NH4)2 SO4
4 | cacl*2H,0 0.2
> | MgCly*6H,0 0.2
6 | NaCl 2
7 | K.HPO, 3
8 | MegCO; (Riedel-de Haen 13117) 50
? | NaHCO; 25
10 | Glicerol 70

Tabela 18 Resultados Do Exemplo 14

Metabolizagdo do glicerol

t. [h]° 24

Acg [¢/L]* -28,4
Acsa [¢/L]° +35,3
Acia [g/L) 0

Acea [g/L]° +2,4
Acaa [gL]° +2,5
STY [¢(L h)]" 1,47
Rendimento [g/g]/ 1,24
Relagdo de SA/FA® 14,7
Relagdo de SA/AA8 14,1

¢ tempo de cultivo
4 consumo de glicerol
¢ formag&o de 4cido succinico, lactico, féormico e acético.
f rendimento de tempo-espaco e rendimento quanto ao acido succinico.
& relag@o g/l de 4cido succinico por g dos produtos colaterais acido formico
(FA e 4cido acético (AA).
2. Resultados:
Os seguintes resultados foram obtidos como descrito na Tabela

18. O DD1 produziu 35,3 g/litro de 4cido succinico de 28,4 g/litro de glicerol



10

15

20

57

em 24 horas, levando a um rendimento de tempo-espago de 1,47 g/litro de
acido succinico por hora, o que é superior a outros exemplos documentados
de metabolizacdo de glicerol (Lee et al., 2001). O rendimento de 1,4 g/g ficou
perto do rendimento tedrico descrito de 1,29 g de acido succinico por grama
de glicerol, se a modificagdo do glicerol 1M e do CO, 1M em &cido succinico
IM fosse obtida (Song e Lee, 2006).
Exemplo 15 Produgdo De Succinato De Glicerol E Maltose

A produtividade do DDI1 na presen¢ca de duas fontes de
carbono foi determinada. O DD1 foi cultivado na presen¢a do dissacarideo
maltose e do glicerol, simultaneamente.

1. Preparagdo do meio e cultivo

Células de uma solugdo de estoque congelada foram estriadas
sobre uma placa de Agar BHI (Becton Dickinson). As células foram raspadas
e colocadas em suspensdo em meio BHI fresco e incubadas em uma frasco de
soro anaerobico em 37 °C por 5,5 horas. O meio é descrito na Tabela 19.
Frascos de soro de 200 ml foram usadas. As células foram inoculadas com
uma OD de partida de 0,1 (determinada em um curso de 1 ml com um
fotdmetro de farmacia em 600 nm). As frascos de soro foram purgadas pelo
menos trés vezes com CO, através das rolhas de borracha butilica e deixadas
com uma sobrepressdo de CO, de 0,8 bar. As frascos de soro foram incubadas

em 200 rpm e 37 °C.
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Tabela 19 Preparagdo Do Meio Para O Exemplo 15

Composto Concentragio (g/litro)
Maltose * H,O 22
Glicerol 56,82
Extrato de levedura Bacto 10
(NH4)2SO4 2
CaCl,*2H,0 0,2
MgC12*6H20 0,2
NaCl 2
K>;HPO4 3
NaHCO; 8,4
MgCO3 50
Polipropileno glicol 1200 0.1
antiespuma ’

A cultura de sementes foi inoculada com uma cultura
congelada de 2 ml anaerobicamente desenvolvida em uma frasco de soro de
200 ml com rolha de borracha butilica a prova de gases, contendo 50 ml de
meio em 37 °C em uma incubadora de agitagdo (160 rpm, didmetro de
agitacdo: 2,5 cm). A frasco foi purgada com CO, puro com uma sobrepressio
de cerca de 0,8 bar. Apds 8 horas de incubagio, o fermentador foi inoculado
com 50 ml para iniciar a cultura no fermentador contendo 1 litro de meio de
cultura que havia sido gaseificado com CO, para garantir as condic¢des livres
de oxigénio. A temperatura de cultivo foi mantida em 37 °C e o pH em 6,5
sem adigdo de bases, exceto o tampdo MgCO; no meio. A corrente gasosa de
CO, foi ajustada em 0,2 vvm. A velocidade do agitador foi ajustada em 300
rpm. O consumo da maltose e da glicose, e a forma¢do de SA e de
subprodutos foram medidos por HPLC conforme descrito no Exemplo 1. As
células foram cultivadas em 37 °C e a biomassa foi determinada tomando-se
uma amostra e dissolvendo-se o MgCOj; residual pela adi¢gio de HCl 1M.
Apos a dissolugdo do MgCO;, as células foram lavadas com 4agua e secadas
por liofilizagdo. A biomassa seca foi determinada por pesagem.

Resultados:

Os resultados sdo resumidos na Tabela 20. Dentro das 16 horas

de incubagdo, 36,5 g/litro de glicerol e 11,2 g/litro de maltose sdo
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consumidos, e 57,54 g/litro de acido succinico, 3,41 g/litro de acido acético e
3,7 g/litro de acido formico, sdo formados por DD1. O rendimento de tempo-
espago obtido com DDI1 para o acido succinico é de 3,4 g/(1 h), o que é
claramente mais elevado do que anteriormente relatado quanto a cepa
MBELSSE e Anaerobiospirillum succiniciproducens e é superior as outras
cepas descritas na literatura (Lee et al., 2002b, Lee et al., 2001, Song e Lee,
20006).

O rendimento do 4cido succinico foi determinado como 1,2 g
de acido succinico por grama de fonte de carbono para a soma de glicerol e
maltose. Este rendimento € também superior as cepas descritas na literatura
(Lee et al., 2002b, Lee et al., 2001, Song e Lee, 2006).

O rendimento de tempo-espago de 3,7 g/(1 h) de acido
succinico € superior as cepas descritas na literatura (Song et al., 2006).

Além disso, a produtividade especifica quanto ao 4cido
succinico de 0,77 [g gDCW™" h']" foi observada ser superior as cepas
descritas na literatura (Song et al., 2006).

Tabela 20 Resultados Do Exemplo 15

Glicerol e maltose como fontes de carbono

t. [h]° 16
Biomassa BTM [g/litro] 4,7
ACGticerol [g/litro] -36,5
ACsuccinico 4cido [g/litro]® 57,54
AChattose [g/1itro] -11,2
ACFA [g/litro]e 3,7
ACaa [¢/litro]° 3,41
STY [g/(1 h)] ' 3,4
Rendimento de succinato [g/g]® 1,2
Produtividade especifica para SA [g gDCW! '] 0,77

b Tempo de cultivo

° biomassa seca como determinado pela solubilizacio de MgSO;
¢ consumo de glicerol ou maltose

¢ formag&o dos 4cidos succinico, férmico e acético

frendimento de tempo-espago por g de acido succinico por [1 *h]
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® rendimento g de 4cido succinico por g de substrato (soma de maltose e
glicerol)

" Produtividade especifica g de acido succinico por g de biomassa (peso de
célula seca) por h.

Sumario Das Experiéncias

1. A cepa DDI1 da presente invengdo tem aspectos muito
promissores:

- Pardmetros de produtividade atrativos sobre o glicerbl
(titulo de SA: até 57 g/litro, rendimento de tempo-espago de 3,4 g/(1 h) de
acido succinico, uma produtividade especifica para o 4cido succinico de 0,77
g/(g DCW h) e uma produgdo de carbono de até 1,24 g/g de carbono
consumido.

- Niveis de glicose e de glicerol de pelo menos 75 g/litro e
70 g/litro, respectivamente, sdo tolerados.

- D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose
sédo eﬁciehtemente convertidos em SA, indicando adequabilidade para a
producdo de SA com um Glicerol de abordagem de biorrefinaria.

- O glicerol, especialmente o material ndo purificado de
usinas de biodiesel, é também eficientemente usado para a producgfo de SA;
Os rendimentos das produtividades especificas dos rendimentos de tempo-
espago € as relagdes de produto/subproduto sio substancialmente mais
elevadas e melhores do que com a D-glicose e outros acucares.

- NH;3/NH,OH para o controle do pH & tolerado, a produggo
do 4cido succinico e/ou dos sais de aménio de acido succinico sendo,
portanto, possivel.

- D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose
sdo eficientemente convertidas em SA, indicando adequabilidade para a
produgdo do SA com uma abordagem de biorrefinaria.

- O glicerol, especialmente o material ndo purificado das
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usinas de biodiesel, ¢ também eficazmente usado para a produgdo do SA; Os
rendimentos e as relagdes de produto/subproduto sdo substancialmente mais
elevados do que com a D-glicose e outros agucares.

- A combinagdo das fontes de carbono separadas ¢é
eficazmente convertida em acido succinico.

- O crescimento aerdbico das células € possivel, o que é
uma clara vantagem para a manipulagdo geral da cepa no laboratério,
especialmente para o desenvolvimento adicional da cepa.

- O meio de cultura foi substancialmente melhorado sem
perdas de produtividade.

Conclusdes:

1. A cepa tem um excelente potencial para a produgdo do
acido succinico e/ou dos sais de acido succinico, por exemplo sais de
amoénio,os quais podem ser convertidos em THF/BDO/GBL e pirrolidonas.

2. A produgdo do 4acido succinico para aplicagdes
monoméricas € outra opgao atrativa.
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foi depositada com DSMZ em 11 de agosto de 2006, tendo o nimero de
depdsito DSM 18541.



REIVINDICACOES

1. Processo para a producdo fermentativa de um composto

sendo 4cido succinico ou um seu sal ou derivado, o processo caracterizado
pelo fato de que compreende as etapas de:

5 a) incubar a cepa bacteriana DD1, depositada com a DSMZ e
tendo o nimero de depdsito DSM 18541, em um meio contendo glicerol
como uma fonte de carbono assimilavel e cultivar referida cepa sob condi¢des
que favorecam a formacao do 4cido organico desejado; e

b) obter o referido 4cido succinico ou seu sal ou derivado do
10 meio.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que dita cepa apresenta pelo menos uma das seguintes
caracteristicas metabolicas adicionais:
a) producdo do acido succinico da sacarose;
15 b) produc¢do do acido succinico da maltose;
¢) producdo do acido succinico da D-frutose;
d) producdo do 4cido succinico da D-galactose;
e) producdo do acido succinico da D-manose;
) producdo do acido succinico da D-glicose;
20 g) producdo do 4cido succinico da D-xilose;
h) producao do 4cido succinico da L-arabinose;
1) nenhuma utilizacdo de xilitol, inositol e sorbitol;
J) crescimento sob condi¢des tanto aerdbicas quanto
anaerobicas;
25 k) crescimento nas concentragdes iniciais da glicose de 75
g/litro ou mais;
1) crescimento nas concentracdes iniciais do glicerol de 70
g/litro ou mais;

m) tolerdncia a amonia.
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3. Processo de acordo com a reivindicagdio 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que dita cepa converte a sacarose, maltose, D-

frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e/ou
glicerol em 4cido succinico com um coeficiente de rendimento YP/S de pelo
menos 0,5 g/g.

4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1

a 3, caracterizado pelo fato de que dita cepa apresenta pelo menos uma das

caracteristicas seguintes:

a) conversdo de pelo menos 28 g/litro de glicerol em pelo
menos 28,1 g/litro de acido succinico, com um coeficiente de rendimento
YP/S de pelo menos 1,0 g/g;

b) conversao de pelo menos uma fonte de carbono selecionada
de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-
galactose, D-manose e/ou glicerol, em 4cido succinico, com um rendimento
de produtividade especifica de pelo menos 0,6 g ¢gDCW! h'! de 4cido
succinico;

¢) conversao de pelo menos uma fonte de carbono selecionada
de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-
galactose, D-manose e/ou glicerol, em 4cido succinico, com um rendimento
de tempo-espaco quanto ao acido succinico de pelo menos 2,2 g/(1 h) de acido
succinico;

d) conversdao de pelo menos 28 g/litro de pelo menos uma
fonte de carbono selecionada de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-
xilose, L-arabinose, D-galactose, D-manose e/ou glicerol, em acido succinico,
com um rendimento de tempo-espaco quanto ao acido succinico de pelo
menos 2,2 g/(1 h);

e) conversao de pelo menos uma fonte de carbono selecionada
de sacarose, maltose, D-frutose, D-glicose, D-xilose, L-arabinose, D-

galactose, D-manose e/ou glicerol, em 4cido succinico, com um rendimento
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de produtividade especifica de pelo menos 0,6 g ¢gDCW! h'! de 4cido
succinico € um rendimento de tempo-espaco quanto ao acido succinico de
pelo menos 2,2 g/(1 h).

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 4, caracterizado pelo fato de que dita cepa bacteriana apresenta um rDNA

16S da SEQ ID NO: 1 ou um rDNA 23S da SEQ ID NO: 2.

6. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 5, caracterizado pelo fato de que a fermentacdo é realizada em uma

temperatura na faixa de 10 a 60 °C, em um pH de 5,0 a 9,0, na presenca de
dioxido de carbono.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que a fonte de carbono € glicerol ou uma mistura de glicerol e
pelo menos uma outra fonte de carbono selecionada dentre sacarose, maltose,
D-frutose, D-galactose, D-manose, D-glicose, D-xilose e L-arabinose.

8. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

a 7, caracterizado pelo fato de que a concentracdo da fonte de carbono

assimildvel é ajustada a um valor em uma faixa de 5 a 80 g/litro.
9. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1

a 8, o processo caracterizado pelo fato de ser realizado de forma descontinua

ou continua.
10. Processo para a produ¢dao de um composto sendo acido

succinico e/ou sais de amonio de 4cido succinico, o processo caracterizado

pelo fato de que compreende a produgdo fermentativa do dcido succinico
como definido em qualquer uma das reivindicagdes anteriores € o controle do
pH com amoénia ou uma sua solu¢do aquosa, ou NH4HCO;, (NH4),COs3,
NaOH, Na,COs;, NaHCO;, KOH, KHCO3;, Mg(OH),, MgCO3, Mg(HCO3),,
Ca(OH),, CaCO3, Ca(HCOs),, CaO, CHgN,0O,, C,H7N e misturas destes.

I1. Processo para a producdo de um composto sendo

tetraidrofurano (THF) e/ou 1,4-butanodiol (BDO) e/ou gama-butirolactona
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(GBL), o processo caracterizado pelo fato de que compreende:

a) a produgdo fermentativa de acido succinico e/ou sais de
acido succinico, como definido na reivindicagdo 10, e

bl) ou a hidrogenacdo catalitica direta do 4acido livre obtido
em THF e/ou BDO e/ou GBL ou

b2) a esterificacdo quimica do acido succinico livre obtido
e/ou dos sais de 4acido succinico, em seu éster de dialquila inferior
correspondente e subsequente hidrogenacdo catalitica do referido éster em
THF e/ou BDO e/ou GBL.

12. Processo para a producdo de compostos sendo

pirrolidonas, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) a producdo fermentativa dos sais de amoénio de &cido
succinico como definido na reivindicac¢do 10, e

b) a conversao quimica dos sais de amonio de acido succinico
nas pirrolidonas, de uma maneira por si conhecida.

13. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 7

a 12, caracterizado pelo fato de que o referido glicerol, que € usado como

fonte de carbono assimildvel, € obtido por clivagem estérica de
triacilglicerideos.

14. Processo de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado

pelo fato de que o glicerol é um produto residual obtido da fabricacdo do
biodiesel.
15. Uso de uma cepa bacteriana utilizada no processo como

definido em qualquer uma das reivindicacoes 1 a 5, caracterizado pelo fato de

ser na produgao fermentativa de um produto quimico fino organico.

16. Uso de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado pelo

fato de que o produto quimico fino organico € o acido succinico ou um seu sal

ou éster derivado do mesmo.
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Pasteurelia testudinis CCUG 19802'

Pasteurelia pneumotropica NCTC 8141'
Haemophilus influenzae ATCC 33391°

Pasteurella multocida ssp multocida NCTC 10322°

Pasteurella canis ATCC 43326'

isolate DD1

l “Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E

Mannheimia ruminalis CCUG 38470'
Mannheimia glucosida CCUG 38457"
Mannheimia haemolytica NCTC 9380°
Mannheimia granulomatis ATCC 49244’

Mannheimia varigena CCUG 38462’

Pasteurella bettyae CCUG 2042'
Haemophilus parahaemolyticus NCTC 8479’
Actinobacillus minor CCUG 38923'
Pasteurella trehalosi NCTC 10641"
Actinobacillus capsulatus CCUG 12336'
Pasteurella aerogenes ATCC 27883'

Pasteurella langaaensis ATCC 43328'

Pasteurella anatis ATCC 43329’

Pasteurella gallinarum NCTC 11188’

Escherichia coli K-12

1%
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=

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B4l
201
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

tttgatcctg
gcgggaggaa
atctggctta
ggattaaagg
agttggtggg
gccacactgg
cacaatgggg
aaagttcttt
cacagaagaa
gttaatcgga
gcecceggget
ggtagaattc
ggcagcccct
agataccctg
gtgctcgtag
caaatgaatt
cgaagaacct
gggagctctg
aagtcccgca
aaggagactg
ttacgagtag
gtagagcgaa
gaagtcggaa
tgtacacacc
tcgggggggg
cgtaggggaa

gctcagattg
agcttgecttt
tggaggggga
gtgggacttt
gtaaaggcct
aactgagaca
ggaaccctga
cggtgacgag
gcaccggcta
ataactgggc
taacctggga
cacgtgtagc
tgggaagata
gtagtccacg
ctaacgtgat
gacgggggec
tacctactct
agacaggtgc
acgagcgcaa
ccggtgacaa
ggctacacac
tctcagaaag
tcgctagtaa
gcccgtcaca
cgtttaccac

cctgcgg
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aacgctggcg
ctttgcecgac
taacgacggg
cgggccaccc
accaagccga
cggtccagac
tgcagccatg
gaaggtgttt
actccgtgcc
gtaaagggca
attgcatttc
ggtgaaatgc
ctgacgctca
cggtaaacgc'
aaatcgaccg
cgcacaagcg
tgacatccag
tgcatggctg
cccttatcct
accggaggaa
gtgctacaat
tgcatcgtag
tcgcaaatca
ccatgggagt
ggtatgattc

gcaggcttaa
gagtggegga
aaactgtcgce
gccataagat
cgatctctag
tcctacggga
ccgcgtgaat
gttttaatag
agcagccgcg
tgcaggcgga
agactgggag
gtagagatgt
tatgcgaaag
tgtcgatttg
cctggggagt
gtggagcatg
agaatcctgt
tcgtcagctc
ttgttgccag
ggtggggatg
ggtgcataca
tccggattgg
gaatgttgcg
gggttgtacc
atgactgggg

cacatgcaag
cgggtgagta
taataccgcg
gagcccaagt
ctggtctgag
ggcagcagtg
gaagaaggcc
gacaagcaat
gtaatacgga
cttttaagtg
tctagagtac
ggaggaatac
cgtggggage
gggattgggé
acggccgcaa
tggtttaatt
agagatacgg
gtgttgtgaa
catgtaaaga
acgtcaagtc
gagggcggceg
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtagat
tgaagtcgta

tcgaacggta
atgettggsg
taatatcttc
gggattaggt
aggatgacca
gggaatattg
ttcgggttgt
tgacgttaat
gggtgcgage
agatgtgaaa
tttagggagg
cgaaggcgaa
aaacaggatt
tttaggcctg
ggttaaaact
cgatgcaacg
gagtgccttc
atgttgggtt
tgggaactca
atcatggccc
ataccgcgag
tcgactccat
tccecgggect
agcttaacct

acaaggtaac



agtaataacg
gtacaaggtg
ttgggtgagt
gaagaatcta
acatctaagt
agcgtaagag
gcacagggtg
gggcgggaca
cctgattgac
ggagtgaaat
gcgtaccttt
ggagccgaag
ccggtgatct
actaatgttg
gagatagctg
gtagagcact
taccgaagag
aacaacccag
aggcttagac
ctcactagtc
tgcggcatca
tcgagagggc
gtgaaaaacc
gagtcggecee
gtacttgtta
ggtcgtttaa
gatgatgacg
taagcgtcag
ctcaggcecgcet
agaaggtgcg
acccgetgge
atagggtgtg
cgcctgatcg
ttecettgtcg
ccecgagactc
aagaccccgt
aggtgggagg
ctttaacgtt
gtagtttgac
tgacggtcgg
caagtcgagc
tcgctcaacg
tcgacggcgg
ccaagggtat
gacagtttgg
gagaggaccg
gtagctacat
tgagttctcc
ggtgtgtaag
atacaacgct
aatcggct

aacgacacag
gatgccttgg
tgataagaag
ctatcaataa
accccgagga
ccggcaagtg
atagccccgt
cgagaaatcc
cgatagtgaa
agaacctgaa
tgtataatgg
ggaaaccgag
agccatggge
aaaaattagc
gttcteecceg
gtttcggcta
taatgcatag
accgccagct
agctaggatg
gagtcggcect
ggcgtaagcc
tgctggacgt
cgttcgeegg
ctaaggcgag
taattgcgat
gttggtaggt
aggcgctaag
attataataa
tgagagaact
ccggegtaga
tgcaactgtt
atgectgecc
aagccccagt
ggtaagttcc
agtgaaattg
gaacctttac
ctttgaagcg
tgatgttcta
tggggcggte
acatcgtcag
aggtgcgaaa
gataaaaggt
tgtttggcac
ggctgttcgc
tcecctatcetg
gagtggacgc
gcggaagaga
cagtatttaa
cgttgcgaga
caagtgtttt

gtataagaat
caatcagagg
cgtctaaccce
ccgaatccat
aaagaaatca
atagcatgag
acttgaaaat
tgtttgaaga
ccagtactgt
accttgtacg
gtcagcgact
tcttaactgg
aggttgaagg
ggatgacctg
aaatctattt
gggggccatc
gagacacacg
aaggtcccaa
ttggcttaga
gcgceggaaga
tgttgggtag
atcacgagtg
aagaccaagg
gctgaagagc
gtggggacgg
ggagcgttta
gtgccgaagt
accgtactat
cgggtgaagg
ttgtagaggt
tattaaaaac
ggtgctggaa
aaacggcggce
gacctgcacg
aaatcgcegt
tatagcttga
gtaacgccag
acgaagtgcc
tcctceccaaa
gttagtgcaa
gcaggtcata
actccgggga
ctcgatgtcg
catttaaagt
ccgtgggegt
atcactggtg
taagtgctga
tactgtaagg
cgttgagcta
tggtagtgaa
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acttgaggtt
cgaagaagga
aagatatccg
aggttattga
accgagatta
gattagagga
cattgtgtgg
aggggggacc
gaaggaaagg
tacaagcagt
tatattatgt
gcgtcgagtt
ttgggtaaca
tggctggggg
aggtagagcc
ccggcttacce
gcgggtgeta
agtttatatt
agcagccatc
tgtaacgggg
gggagcgtceg
cgaatgctga
gttcctgtce
gtagtcgatg
agtaggttag
ggcaaatccg
aaccgatacc
aaaccgacac
aactaggcaa
atacccttga
acagcactct
ggttaattga
cgtaactata
aatggcataa
gaagatgcgg
cactgaacct
ttatcgtgga
cggaacgggt
gagtaacgga
tggtataagc
gtgatccggt
taacaggctg
gctcatcaca
ggtacgcgag
tggagaattg
ttccggttgt
aagcatctaa
gttgttggag
accggtacta
agttattacg

gtatggttaa
cgtgctaatc
aatggggcaa
ggcaaaccgg
cgtcagtagc
atcggetggyg
tactgagctt
atcctccaag
cgaaaagaac
gggagcecege
agcgaggtta
gcatgatata
ctaactggag
tgaaaggcca
ttatgtgaat
aacccgatgc
acgttcgtcg
aagtgggaaa
atttaaagaa
ctcaaatata
tgtaagcgga
cataagtaac
aacgttaatc
ggaaacgggt
gttatcgacc
gacgcttatc
acacttccag
aggtggtcag
aatagcaceqg
aggttgaacc
gcaaacacga
tggcgttatce
acggtcctaa
tgatggccag
tgtacccgeg
tgaattttga
gccatccttg
actcggacag
ggagcacgaa
aagcttaact
ggttctgaat
ataccgccca
tcctggggcet
ctgggtttaa
agaggggctg
gtcgccagac
gcacgaaact
acgacgacgt
attgcccgag
gaataagtaa

Fig.3

gtgactaagc
tgcgaaaagc
cccagtagat
gagaactgaa
ggcgagcgaa
aagccgggeyg
gcgagaagta
gctaaatact
cccggtgagg
gagggtgact
accgaatagg
gacccgaaac
gaccgaaccg
atcaaaccgg
accttcgggg
aaactgcgaa
tggagaggga
cgaagtggga
agcgtaatag
gcaccgaagc
agaaggtggt
gataaaacgg
ggggcagggt
taatattccc
tgttggaaaa
aacaccgaga
gaaaagccac
gtagagaata
taacttogog
ggtcgaagtg
aagtggacgt
gcaagagaag
ggtagcgaaa
gctgtctcca
gctagacgga
tgtgtaggat
aaataccacc
tgtctggtgg
ggtttgctaa
gcgagacgga
ggaagggcca
agagttcata
gaagtaggtc
aacgtcgtga
ctcctagtac
gcattgccgg
tgecctecgaga
agataggccg
aggcttagcc
gtagtcaggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3008
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Fig.4
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