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(57) Resumo: METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO
QUIMICO E APARELHOS DE FERMENTAGAO CONTINUA. A
presente invengéo fornece método de fabricagéo de produto quimico
por meio de fermentagdo continua, que inclui a filtragem de cultivo de
microorganismo ou células cultivadas com membrana de separagao
para recuperar produto de filtrado, reten¢do simultanea de fluido nao
filtrado no cultivo ou envio para ele em refluxo e adigdo de materiais de
fermentagéo ao cultivo, em que membrana porosa que possui tamanho
médio de poro de 0,01 um ou mais a menos de 1 um é utilizada como
membrana de separagéo e a filtragem é conduzida com diferenga de
presséo transmembrana na faixa de 0,1 a 20 kPa. Segundo este
método, a produtividade de fermentag¢éo do produto quimico pode ser
grandemente elevada sob alta estabilidade e baixo custo.



10

16

20

25

Lfﬁﬂﬁlygl/ﬂ;/{g/ﬂ/l]lﬂlgﬂ@//gm/@/ﬂ/mun 1 s

“METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO E APARELHOS DE
FERMENTAGAO CONTINUA”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a método de fabricagao de produto
quimico e aparelho de fermentagao continua.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O método de fermentacdo que é método de produgédo de
substancia, que envolve o cultivo de microorganismo ou células cultivadas,
pode ser grosseiramente classificado em (1) método de fermentacdao em
bateladas ou método de fermentagcdo em bateladas alimentadas e (2) método
de fermentagao continua.

O método de fermentacdo ou fermentagdo alimentada possui
vantagens tais como instalagbes simples e menos danos por bactérias
contaminantes por ser cultivo de curto prazo. A concentragao de produto em
cultivo aumenta com o tempo, entretanto, para reduzir a produtividade e o
rendimento devido a influéncia de pressao osmética ou inibi¢cdo pelo produto.
Conseqiientemente, é dificil manter alto rendimento e alta produtividade de
forma estavel por longo periodo.

O método de fermentagdo continua é caracterizado pelo fato de
que alto rendimento e alta produtividade podem ser mantidos por longo
periodo, evitando acumulo de substancia objetiva em alta concentragdo em
fermentador. Foram descritos métodos de fermentagdo continua para a
fermentagdo de acido L-glutamico e L-lisina (Documento Nao de Patente 1).
Nestes exemplos, entretanto, materiais brutos sdo alimentados continuamente
a cultivo enquanto cultivo que contém microorganismos e células € retirado, de
forma que os microorganismos e as células no cultivo sejam diluidos e,
portanto, o aumento da eficiéncia de produgao € limitado.

No método de fermentagdo continua, propds-se que
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microorganismos e células cultivadas sejam filtrados com membrana de
separagao para recuperar produto de filtrado, enquanto os microorganismos
filtrados e células cultivadas séo retidos em cultivo ou para eles enviados em
refluxo, de forma a manter alta densidade dos microorganismos e células
cultivadas no cultivo.

Foram descritos, por exemplo, métodos de fermentag¢&o continua
em aparelho de fermentagdo continua utilizando membrana de ceramica
(Documentos de Patente 1, 2 e 3). Os métodos descritos, entretanto, possuem
problema na reducdo da velocidade de fluxo de filtragem e eficiéncia de
filtragem causados pela obstrugcdo da membrana de ceramica e, para evitar
esta obstrugao, conduz-se lavagem reversa ou similar.

Foi descrito processo de produgéo de acido succinico utilizando
membrana de separacdo (Documento de Patente 4). Neste método, utiliza-se
alta pressao de filtragem (cerca de 200 kPa) em separagao de membrana. Esta
alta pressao de filtragem nao apenas apresenta desvantagem de custos, mas
também causa danos fisicos para os microorganismos e células por pressao
em tratamento de filtragem e, portanto, ndo & apropriada para fermentacao
continua, em que microorganismos e células sado devolvidos continuamente
para culitivo.

Cultivo continuo convencional € método de cultivo em que meio
novo é alimentado em velocidade constante para fermentador e cultivo na
mesma quantidade do meio é descarregado do fermentador, de forma a manter
o volume de fluido no fermentador sempre constante. Em cultivo de bateladas,
o cultivo é encerrado quando substrato inicial € consumido, enquanto, em
cultivo continuo, o cultivo pode teoricamente prosseguir infinitamente. Isso
significa que a fermentagao infinita é teoricamente viavel.

No cultivo continuo convencional, por outro lado, microorganismos

junto com cultivo sdo descarregados de fermentador, de forma que a



10

15

20

25

.

densidade de microorganismos no fermentador dificiimente é mantida alta.
Caso microorganismos de fermentagdo possam ser mantidos em alta
densidade em producdo de fermentagdo, a eficiéncia da produ¢ao de
fermentagdo por volume de fermentagdo pode ser aumentada. Com este
propésito, os microorganismos deverédo ser retidos em fermentador ou a ele
conduzidos em refluxo. O método em que microorganismos séo retidos em
fermentador, ou a ele conduzidos em refluxo, inclui método que envolve a
separagao de solidos e liquidos de cultivo descarregado por gravidade, tal
como centrifugagdo, e retorno de microorganismos precipitados para
fermentador, bem como método que envolve filtragem para separar
microorganismos na forma de soélidos e descarga de sobrenadante de cultivo
somente a partir de fermentador. O método que utiliza centrifugacao,
entretanto, nao € pratico devido ao alto custo de energia. O método que utiliza
filtragem necessita de alta press&o para filtragem conforme descrito acima e foi
examinado principalmente em nivel de laboratério.

Conforme descrito acima, os métodos de fermentagdo continua
convencionais sofrem varios problemas e dificimente sdo industrialmente
aplicaveis.

Isso significa que ainda é dificil no método de fermentagao
continua atingir alta produtividade de substancias por meio da filtragem de
microorganismos e células com membrana de separagao, de forma a recuperar
produto de filtrado e causar refluxo simultaneo dos microorganismos e células
para cultivo para aumentar a densidade dos microorganismos e células no
cultivo e manter a sua densidade alta. Desta forma, tem havido demanda por
técnicas inovadoras.

Documento de Patente 1: Pedido de Patente Japonés em Aberto
n°® 5-95778

Documento de Patente 2: JP-A N° 62-138184
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Documento de Patente 3: JP-A N° 10-174594

Documento de Patente 4: JP-A N° 2005-333886

Documento N&o de Patente 1: Toshihiko Hirao et al, Appl.
Microbiol. Biotechnol., 32, 269-273 (1989)

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

A presente invencgao refere-se a método de fabricagao de produto
quimico por meio de fermentagéo continua, que inclui a filtragem de cuitivo de
microorganismo ou células cultivadas com membrana de separagao para
recuperar produto de filtrado, retengdo simultanea de fluido nao filtrado no
cultivo ou envio em refluxo para ele e adicdo de materiais de fermentagao ao
cultivo, em que membrana porosa que possui tamanho médio de poro de 0,01
pm ou mais a menos de 1 pm é utilizada como membrana de separagao e a
filtragem é conduzida com diferenga de pressao transmembrana na faixa de 0,1
a 20 kPa.

A presente invengdo refere-se ao método de fabricagdo de
prbduto quimico, em que o coeficiente de permeabilidade a agua purificada
para a membrana porosa é de preferencialmente 2 x 10°° m®¥m?s/pa ou mais a
6 x 107 m*/m?/s/pa ou menos.

A presente invengdo refere-se ao método de fabricacdo de
produto quimico, em que o tamanho médio de poro da membrana porosa é de
preferencialmente 0,01 um ou mais a menos de 0,2 um e o desvio padrio do
tamanho de poro da membrana porosa é de preferencialmente 0,1 um ou
menos.

A presente invengdo refere-se ao método de fabricagcdo de
produto quimico, em que a membrana porosa é preferencialmente membrana
porosa que possui aspereza de superficie de 0,1 um ou menos.

A presente invengdo refere-se ao método de fabricagdo de

produto quimico, em que a membrana porosa é preferencialmente membrana
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porosa que contém camada de resina porosa.

Um aparelho de fermentagao continua de acordo com a presente
invengao € aparetho de fabricagdo de produto quimico por meio de
fermentagdo continua que inclui filtragem de cultivo de fermentacdao de
microorganismo ou ceélulas cultivadas com membrana de separagdo para
recuperar produto de filtrado, retengdo simultanea de fluido nao filtrado no
cultivo, ou envio para ele em refluxo, e adigdo de materiais de fermentacédo ao
cultivo de fermentagéo, que inclui tanque de reacdo de fermentagdo para
cultivo de fermentagao de microorganismo ou células cultivadas; tanque de
separagdo de membrana para filtragem do cultivo de fermentagdo, que é
conectado por meios de circulagao de cultivo de fermentagéo para o tanque de
retencdo de fermentagdo e equipado no seu interior com membrana de
separagao; e meios de regulagem da diferenga de pressao transmembrana da
membrana de separacido na faixa de 0,1 a 20 kPa, em que a membrana de
separagao possui tamanho médio de poro de 0,01 um ou mais a menos de 1
pm.

Outro aparelho de fermentagcdo continua de acordo com a
presente invengdo € aparelho de fabricagdo de produto quimico por meio de
fermentagdo continua que inclui filtragem de cultivo de fermentagdo de
microorganismo ou células cultivadas com membrana de separagao para
recuperar produto de filtrado, retengdao simultdnea de fluido nao filtrado no
cultivo ou envio para ele em refluxo e adicdo de materiais de fermentagéo ao
cultivo de fermentacao, que incluem tanque de reag¢dao de fermentacdo para
cultivo de fermentagao de microorganismo ou células cultivadas; elemento de
membrana de separagao para filtragem do cultivo de fermentagao, que é
disposta no interior do tanque de reagéao de fermentagédo e nele equipado com
membrana de separagao; meios de descarga de produto de fermentacgao

filtrado, que sao conectados ao elemento de membrana de separagéo; e meios
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de regulagem da diferenca de pressdo transmembrana da membrana de
separagdo na faixa de 0,1 a 20 kPa, em que a membrana de separagéo €
membrana porosa que possui tamanho médio de poro de 0,01 um ou mais a
menos de 1 pm.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Fig. 1 é vista lateral esquematica para exibir um exemplo do
aparelho de fermentacao continua do tipo separagdo de membranas de acordo
com a presente invencgao.

A Fig. 2 é vista lateral esquematica para exibir outro exemplo do
aparelho de fermentagao continua do tipo separagdo de membranas de acordo
com a presente invengao.

A Fig. 3 é vista em perspectiva esquematica para exibir um
exemplo do elemento de membrana de separacéo de acordo com a presente
invengao.

A Fig. 4 é vista em segéo cruzada para exibir outro exemplo do
elemento de membrana de separagéo de acordo com a presente invengao.

A Fig. 5 exibe mapa fisico do vetor de expressao de levedura
pTRS11.

DESCRICAO DOS ALGARISMOS DE REFERENCIA

-—

Tanque de reagao de fermentagao

Elemento de membrana de separagao

Aparelho de regulagem da diferenga de cabeca d'agua
Aparelho de alimentagao de gas

Agitador

Sensor de nivel

Bomba de alimentagao de meio

Bomba de alimentagao de solugao reguladora de pH

© 0o N O o A W N

Sensor/regulador de pH
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10 Regulador de temperatura

11 Bomba de circulagao de liquido de fermentacéo
12 Tanque de separagdo de membrana

13 Placa de sustentagao

14 Material de passagem

15 Membrana de separagao

16  Parte cbncava

17 Cano de coleta de agua

18 Feixe de membranas de separagéo

19 Camada de vedagao de resina superior
20 Camada de vedacao de resina inferior
21 Quadro de sustentagao

22 Cano de coleta de agua

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a método de fabricagdo de produto
quimico por meio de fermentagdo continua, que inclui a filtragem de cultivo de
microorganismo ou células cultivadas com membrana de separagdo para
recuperar produto de filtrado, retencao simultdnea de fluido nao filtrado no
cultivo ou envio para ele em refluxo e adigdo de materiais de fermentagéo ao
cultivo, em que membrana porosa que possui tamanho médio de poro de 0,01
pm ou mais a menos de 1 pm é utilizada como membrana de separagéo e a
filtragem é conduzida com diferenga de pressao transmembrana na faixa de 0,1
a 20 kPa.

E descrita a membrana porosa utilizada como membrana de
separagao na presente invencao.

E descrita a constituicdo da membrana p orosa u tilizada como
membrana de separagéo na presente invengdo. A membrana porosa de acordo

com a presente invengao possui desempenho de separagio e desempenho de
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permeacao de agua, dependendo do uso pretendido e da qualidade de agua da
agua a ser tratada.

A membrana porosa é preferencialmente membrana porosa que
contém camada de resina porosa do ponto de vista de desempenho de
prevencgao, desempenho de permeagdo de agua e desempenho de separagéo,
tal como resisténcia a contaminagao.

Preferencialmente, a membrana porosa que contém camada de
resina porosa possui camada de resina porosa que desempenha papel em
camada funcional de separagéo sobre a superficie de material base poroso. O
material base poroso sustenta a camada de resina porosa para dar resisténcia
a membrana de separacao.

A membrana porosa utilizada na presente invengao contém
camada de resina porosa preferencialmente sobre a superficie de material
base poroso, em que a camada de resina porosa pode ou ndo penetrar no
material base poroso, dependendo do uso.

A espessura média do material base poroso é de
preferencialmente 50 ou mais a 3000 um ou menos.

O material do material base poroso é elaborado com material
organico e/ou material inorgénico e sdo desejavelmente utilizadas fibras
organicas. O material base poroso é preferencialmente material tecido ou nao
tecido preparado com fibras organicas tais como fibras de celulose, fibras de
triacetato de celulose, fibras de poliéster, fibras de polipropileno e fibras de
polietileno. De maior preferéncia, utiliza-se material ndo tecido de baixo custo e
facil fabricagdo com densidade regulada de forma relativamente facil.

Como a camada de resina porosa, pode-se preferencialmente
utilizar membrana de polimero organico. O material da rhembrana de polimero
organico inclui, por exemplo, resina de polietileno, resina de polipropileno,

resina de cloreto de polivinila, resina de fluoreto de polivinilideno, resina de
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polissulfona, resina de poliéter sulfona, resina de poliacrilononitrila, resina de
celulose e resina de triacetato de celulose. A membrana de polimero organico
pode ser mistura de resina que contém estas resinas como componente
principal. O componente principal utilizado no presente designa componente
que esta contido em quantidade de 50% em peso ou mais, preferencialmente
60% em peso ou mais. O mat erial da membrana de polimero organico é
preferencialmente resina que possui excelente durabilidade fisica e resisténcia
quimica, cuja solugdo pode ser formada facilmente em membrana, tal como
resina de cloreto de polivinila, resina de fluoreto de polivinilideno, resina de
polissulfona, resina de poliéter sulfona ou resina de poliacrilonitrila e é utilizada,
de maior preferéncia, resina de polivinilideno ou resina que o contém como
principal ingrediente.

Como a resina de fluoreto de polivinilideno, é preferencialmente
utilizado homopolimero de fluoreto de vinilideno. Como resina de fluoreto de
polivinilideno, pode também ser preferencialmente utilizado copolimero de
fluoreto de vinilideno e mondémero de vinila com ele copolimerizavel. O
mondmero de vinila copolimerizavel com fluoreto de vinilideno pode ser
exemplificado por tetrafluoroetileno, hexafluoropropileno e tricloreto cloreto de
etileno.

E importante que a membrana porosa utilizada na presente
invencdo possua tamanho médio de poro de 0,01 um ou mais a menos de 1
pm. Quando o tamanho médio de poro da membrana porosa for de 0,01 um ou
mais a menos de 1 um, a membrana porosa dificiimente sofre obstrugdo com
microorganismos utilizados em fermentagao e possui desempenho de filtragem
que permanece estavel por longo periodo. Além disso, quando o tamanho
médio de poro da membrana porosa for de 0,01 um ou menos a menos de 1
um, alta taxa de exclusdo em microorganismos ou evita-se o vazamento de

células cultivadas e alta permeabilidade a agua podem ser simultaneamente
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satisfeitas e, desta forma, permeabilidade a agua pode ser mantida por longo
periodo com alta precisdo e capacidade de reprodugao.

O tamanho médio de poro da membrana porosa € de menos de 1
pum pois, quando o tamanho de poro estiver proximo do tamanho de
microorganismo ou célula cultivada, o poro pode ser obstruido diretamente com
0 microorganismo ou célula cultivada. O tamanho médio de poro da membrana
porosa preferencialmente nao é grande demais em comparagdo com o
tamanho de microorganismo ou célula cultivada, para evitar vazamento do
microorganismo ou célula cultivada, ou seja, para evitar desvantagem de
redugao da taxa de exclusao. Quando o microorganismo ou célula cultivada for
bactéria que contém célula pequena, o tamanho médio de poro é de
preferencialmente 0,4 0.4 um ou menos, particularmente menos de 0,2 um
para operagao de maior preferéncia.

Microorganismo ou células cultivadas podem produzir substancias
diferentes de produto quimico objetivo, tais como substancias faciimente
agregadas como proteinas e polissacarideos, e parte dos microorganismos ou
células cultivadas em cultivo pode perecer para formar células rompidas. Para
evitar obstrucdo da membrana porosa com essas substancias, o tamanho
médio de poro é de preferencialmente 0,1 um ou menos.

Geralmente, o tamanho médio de poro da membrana porosa é de
preferencialmente 0,4 um ou menos, de maior preferéncia menos de 0,2 pum,
0,1 um ou menos.

Quando o tamanho médio de poro for pequeno demais, o
desempenho de permeacao de agua da membrana porosa pode ser reduzido,
de forma a tornar operagao eficiente inviavel, mesmo quando a membrana nao
estiver suja. Portanto, o tamanho médio de poro da membrana porosa de
acordo com a presente invencao é de 0,01 um ou mais, de maior preferéncia

0,02 um ou mais, de preferéncia ainda maior 0,04 um ou mais.
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O tamanho médio de poro pode ser determinado por meio de
medi¢cado dos didametros de todos os poros observaveis em area de 9,2 pm x
10,4 pum sob observagdo com microscépio eletrbnico de varrimento em
ampliagdo de x10.000 e, em seguida, calculando-se a média dos diametros
medidos. Alternativamente, o tamanho médio de poro pode ser determinado
tirando-se fotografia da superficie da membrana com microscépio eletronico de
varrimento em ampliagdo de x10.000, selecionando-se em seguida dez ou mais
(preferencialmente, vinte ou mais) poros aleatoriamente, medindo-se os
diametros dos poros selecionados e calculando-se a média numérica dos
didmetros medidos. Quando o poro nao for circular, o tamanho médio de poro
pode ser determinado por meio de método de determinagéo de circulo que
possui area equivalente a do poro com processador de imagens ou similares e,
considerando que o didmetro do circulo equivalente é o didmetro do poro,
determina-se o tamanho médio de poro.

A derivagdo padrao ¢ do tamanho médio de poro da membrana
porosa de acordo com a presente invenc¢ao é de preferencialmente 0,1 um ou
menos. O desvio padrao do tamanho médio de poro é desejavelmente mais
baixo. O desvio padrdo o do tamanho médio de poro pode ser calculado

utilizando a equagao (1) a seguir:

N
Z(Xk - X(ave)) i
g = k=1
N (1)

em que N é o numero de poros observavel na drea mencionada
acima de 9,2 um x 10,4 um, Xk é o didmetro de cada um dos poros medidos e
X (ave) é o tamanho médio de poro.

Para a membrana porosa utilizada na presente invengao, a sua

permeabilidade a cultivo é desempenho importante. Como indicador da
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permeabilidade da membrana porosa, pode-se utilizar o coeficiente de
permeabilidade a agua purificada da membrana porosa antes do uso. Na
presente invencdo, o coeficiente de permeabilidade a agua purificada da
membrana porosa, conforme calculado por meio de medigdo, sob pressao
superior de 1 m de agua, a quantidade de agua penetrada a 25 °C previamente
purificada com membrana de osmose reversa, preferencialmente nao é de
menos de 2 x 10”° m*m?%s/Pa. Quando o coeficiente de permeabilidade a agua
purificada encontrar-se na faixa de 2 x 10° m®m?s/Pa ou mais a 6 x 107
m>/m?%/s/Pa ou menos, pode-se atingir quantidade praticamente suficiente de
agua penetrada.

Na membrana porosa utilizada na presente invengao, a aspereza
da superficie € a altura média em direcdo perpendicular a superficie. A
aspereza de superficie da membrana é um dos fatores pelos quais os
microorganismos ou células cultivadas que se aderem a superficie da
membrana de separagdo tornam-se faciimente removiveis por efeito de
lavagem de superficie da membrana resultante de fluxo de liquido sob agitagao
ou com bomba de circulagdo. A aspereza de superficie da membrana porossa
é preferencialmente de 0,1 pm ou menos. Quando a aspereza da superficie for
de 0,1 um ou menos, microorganismos ou células cuitivadas que se aderem a
membrana sao facilmente removiveis.

Descobriu-se que membrana porosa que possui aspereza de
superficie de 0,1 um ou menos, tamanho médio de poro de 0,01 um ou mais a
menos de 1 um e coeficiente de permeabilidade a agua purificada de nao
menos de 2 x 10° m¥m?%s/Pa pode ser utilizada de maior preferéncia para
conduzir a operagao mais facilmente sem a necessidade de poténcia excessiva
necessaria para lavagem da superficie da membrana. Quando a aspereza de
superficie da membrana porosa for de 0,1 um ou menos, a resisténcia de corte

gerada sobre a superficie da membrana mediante filtragem de
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microorganismos ou células cultivadas pode ser reduzida e, desta forma, pode-
se evitar que os microorganismos sejam rompidos e pode-se também evitar
que a membrana porosa seja obstruida, de forma a permitir filtragem estavel
mais facilmente por longo periodo. A aspereza de superficie da membrana
porosa é preferencialmente de 0,1 um ou menos, de forma que a membrana
permita fermentagao continua com diferenga de pressao transmembrana mais
baixa e, mesmo mediante obstrugdo, é de excelente recuperagao por meio de
lavagem em comparagcdo com o caso de operagdo com alta diferengca de
pressdo transmembrana. Como a fermentagdo continua estavel é tornada
viavel ao evitar-se obstrugdes, a aspereza de superficie da membrana porosa é
preferencialmente mais baixa.

A aspereza de superficie da membrana foi medida com o
microscopio de forgca atdmica (AFM) a seguir sob as seguintes condig¢des:

UNIDADE:

Microscépio de forga atdbmica (Nanoscope llla fabricado pela

Digital Instruments)
CONDICOES

Sonda: brago SiN (fabricado pela Digital Instruments)

Modo de varrimento: modo de contato (medigédo em ar)

Modo de derivagao subaquatica (medi¢cao em agua)

Faixa de varrimento: 10 um, 25 um sobre um lado (medi¢cdo em
ar)

5 um, 10 um sobre um lado (medi¢do em ar)

Resolugao de varrimento: 512 x 512

Preparagcao de amostra: Amostra de membrana foi mergulhada
em etanol sob temperaturas comuns por quinze minutos, mergulhada em
seguida em agua RO por 24 horas, lavada e seca em ar antes da medigao.

A partir da altura na diregdo do eixo Z em cada ponto, foi
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calculada rigidez de superficie da membrana d;ough COM com o microscépio de

forga atdmica (AFM) utilizando a equagao a seguir (2):

N —
_&|z-2Z)
drough = ;T 2

drough - rigidez média da superficie
Z X altura no eixo Z
Z : altura média na faixa de varrimento

A membrana porosa utilizada na presente invengédo €
preferencialmente membrana de folha plana. Quando a membrana porosa for
membrana de folha plana, sua espessura média € selecionada dependendo do
uso pretendido. Quando a membrana porosa for membrana de folha plana, a
sua espessura média é preferencialmente de 20 ou mais a 5000 um ou menos,
de maior preferéncia 50 ou mais a 2000 pum ou menos.

A membrana porosa utilizada na presente invengdo é
preferencialmente membrana de fibra oca. Quando a membrana porosa for
membrana de fibra oca, o didmetro interno da fibra oca é preferencialmente de
200 a 5000 um e a espessura da membrana é preferencialmente de 20 a 2000
um. Tecido ou material téxtil fabricado com fibras organicas ou inorganicas
cilindricas pode estar contido no lado interno da fibra oca.

Método de formagdo da membrana porosa utilizada na presente
invengao é descrito por meio de referéncia a linhas gerais do método.

Serad agora descrito resumidamente o método de formagao de
membrana de folha plana da membrana porosa.

Revestimento de solugdo padrdo que contém resina e solvente é
formado sobre a superficie de material base poroso e, simultaneamente, o
material base poroso & impregnado com a solugdo padrdo. Em seguida,

somente a superficie, ao lado do revestimento, do material base poroso é
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colocada em contato com banho de coagulagdo que contém nao solvente, de
forma a coagular a resina e, simultaneamente, formar camada de resina porosa
sobre a superficie do material base poroso.

A solugéo padréo é preparada na forma de dissolugdo de resina
em solvente. Do ponto de vista de propriedade de fabricagdo de membrana,
normalmente € preferivel que a temperatura da solugdo padrdo seja
selecionada na faixa de 5 a 120 °C. O solvente dissolve resina e age sobre a
resina para promover a formagdo de camada de resina porosa da resina. O
solvente que pode ser utilizado no presente inclui N-metilpirrolidinona (NMP),
N,N-dimetilacetamida (DMAc), N,N-dimetilformamida (DMF), sulféxido de
dimetila (DMSO), N-metil-2-pirrolidona, metil etil cetona, tetraidrofuran,
tetrametil uréia, fosfato de trimetila, ciclohexanona, isoforona, y-butirolactona,
metil isoamil cetona, ftalato de dimetila, propileno glicol metil éter, carbonato de
propileno, alcool diacetona, triacetato de glicerol, acetona e metil etil cetona.
Dentre estes solventes, podem ser preferencialmente utilizados N-
metilpirrolidinona (NMP), N,N-dimetilacetamida (DMAc), N,N-dimetilformamida
(DMF) e sulféxido de dimetila (DMSO), que podem apresentar alta dissolugao
da resina. Estes solventes podem ser utilizados isoladamente ou na forma de
mistura de dois ou mais destes.

Componentes diferentes do solvente, tais como polietileno glicol,
alcool polivinilico, polivinil pirrolidona e glicerina, podem ser adicionados ao
solvente. Nao solvente pode também ser adicionado ao solvente. O néao
solvente é liquido que nao dissolve a resina. O nao solvente age como
regulador do tamanho dos poros por meio de regulagem da velocidade de
coagulagao da resina. Como néo solvente, podem ser utilizados agua e alcoois
tais como metanol e etanol. Particularmente, o nédo solvente é
preferencialmente agua ou metanol, do ponto de vista do prego. O componente

diferente de solvente e o ndo solvente podem também ser mistura.
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Agente formador de poros pode também ser adicionado a solugéo
padrao. O agente formador de poros possui papel tal que, mediante imersao
em banho de coagulagéo, é extraido de camada de resina para tornar porosa a
camada de resina. Por meio de adi¢do do agente formador de poros, pode-se
regular o tamanho meédio de poro da membrana porosa. Preferencialmente, o
agente formador de poros é altamente solivel no banho de coagulagao.
Exemplos dos agentes formadores de poros utilizaveis incluem sais
inorgénicos, tais como cloreto de calcio e carbonato de calcio.
Alternativamente, como agentes formadores de poros, podem ser utilizados
polioxialquilenos, tais como polietileno glicol e polipropileno glicol; polimeros
hidrossolaveis, tais como alcool polivinilico, polivinil butiral e Aacidos
poliacrilicos; e glicerina.

Sera agora descrito resumidamente o método de formagao de
membrana de folha oca como a membrana porosa.

A membrana de fibra oca pode ser preparada por meio de
descarga de solugéo padrao elaborada com resina e solvente por meio de cano
externo de base de cano duplo, descarregando simultaneamente fluido de
formagao de espagos ocos por meio de cano interno da base de cano duplo,
solidificando-os por meio de resfriamento em banho de resfriamento.

A solugéo padréo pode ser preparada por meio de dissolugéo da
resina descrita acima no método de preparagdo de membrana de folha plana,
em concentragdo de 20% ou mais a 60% ou menos em peso, no solvente
descrito acima no método de preparagdo de membrana de folha plana. O fluido
de formacdo de espagos ocos pode ser normalmente gas ou liquido. A
superficie externa da membrana de fibra oca resultante pode também ser
revestida (laminada) com nova camada de resina porosa. Laminagao pode ser
conduzida para alterar as propriedades (tais como

hidrofilicidade/hidrofobicidade, tamanho de poro etc.) da membrana de fibra
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oca para propriedades desejadas. A nova camada de resina porosa a ser
laminada sobre ela pode ser preparada colocando-se a solugdo padrao que
possui resina dissolvida em solvente em contato com banho de coagulagao que
nao contém solvente para coagular a resina. Como material da resina, o
mesmo material da membrana de polimero organico, por exemplo, pode ser
preferencialmente utilizado. O método de laminagdo ndo é particularmente
limitado e a membrana de fibra oca pode ser imersa na solugdo padrao ou
pode ser revestida sobre ela com a solug&o padrao e, apos a laminagéo, parte
da solugdo padrao de adesao pode ser raspada ou soprada com faca de ar
para regular a quantidade do laminado.

A membrana porosa utilizada na presente invencdo pode ser
formada em elemento de membrana de separagéo por meio de uniao/vedacgao
de espago oco da membrana de fibra oca com membro tal como resina e, em
seguida, colocagdo da membrana sobre suporte.

A membrana porosa utilizada na presente invencdo pode ser
combinada com suporte para formar elemento de membrana de separagao. O
elemento de membrana de separagdo que possui placa de sustentagdo como
suporte no qual a membrana porosa utilizada na presente invengao é disposta
sobre pelo menos um lado da placa de sustentagdo & um modo preferivel do
elemento de membrana de separagdo que contém a membrana porosa
utilizada na presente invengéo. Elemento de membrana de separagao que
contém a membrana porosa sobre os dois lados de placa de sustentacao para
aumentar a quantidade de agua em penetragao também é modo preferivel do
elemento de membrana de separacao.

O meétodo de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente invengé&o inclui filtragem com diferencga de pressao transmembrana na
faixa de 0,1 a 20 kPa. Quando cultivo de fermentagao for filtrado com diferenga

de pressédo transmembrana de mais de 20 kPa, é necessario energia elétrica
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para aplicar pressdo, o que reduz a eficacia econémica de fabricacdo de
produto quimico. Dada a diferenga de pressao transmembrana de mais de 20
kPa, microorganismo ou células cultivaas podem ser rompidas para reduzir a
capacidade de fabricagdo de produto quimico. No método de fabricacdo de
produto quimico de acordo com a presente invengao, diferenca de pressao
transmembrana, ou seja, pressao de filtragem encontra-se na faixa de 0,17a20
kPa, que pode ser atingida por diferenga de cabeca d'agua e, desta forma, nao
€ necessario que o lado interno do fermentador seja particularmente mantido
sob press&o, de forma que a capacidade de fabricagdo de produto quimico nao
seja reduzida. Como nao é necessario que o lado interno do fermentador seja
particularmente mantido sob pressdao, a membrana porosa pode ser disposta
no interior do fermentador, o que pode resultar em outra desvantagem do
pequeno dimensionamento do aparelho de fermentagdo. O método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengao inclui
fitragem com diferenga de pressao transmembrana preferencialmente na faixa
de 0,1 a 2 kPa.

No método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente invengdo, sao utilizados materiais de fermentagao. Os materiais de
fermentacao utilizados na presente invengéo podem ser quaisquer materiais
que promovam o crescimento de microorganismo de cultivo para permitir que o
microorganismo gere satisfatoriamente produto de fermentagéo objetivo como
produto quimico.

Os materiais de fermentagao utilizados na presente invengéo
encontram-se preferencialmente na forma de meio liguido comum que contém
fonte de carbono, fonte de nitrogénio e sais inorganicos e que contém
adequadamente micronutrientes organicos tais como aminoacidos e vitaminas,
conforme o necessario. A fonte de carbono que pode ser utilizada no presente

inclui agucares tais como glicose, sacarose, frutose, galactose e lactose,
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aglcares de amido que contém esses agucares, melagos de batata doce,
melacos de beterraba de aglcar e melagos de alto teste, acidos organicos tais
como acido acético, alcoois tais como etanol e glicerina. A fonte de nitrogénio
que pode ser utilizada no presente inclui gas aménia, agua de amdnia, sais de
amonio, uréia, nitratos e outras fontes de nitrogénio orgéanicas utilizadas
secundariamente, tais como aglomerados de 6leo, hidrolisados de soja,
digeridos de caseina, outros aminoacidos, vitaminas liquido de fermentagao de
milho, leveduras ou extrato de levedura, extrato de carne, pepideos tais como
peptona e varios microorganismos de fermentacao e seus hidrolisados. Os sais
inorganicos que podem ser adequadamente adicionados incluem fosfatos, sais
de magnésio, sais de calcio, sais de ferro e sais de manganés.

Quando os microorganismos utilizados na presente invengao
necessitarem de nutriente especifico para o seu crescimento, o nutriente é
adicionado na forma de preparagdao ou de produto natural que o contém.
Agente antiespumante é utilizado, se necessario. O cultivo de acordo com a
presente invengao designa liquido obtido como resultado do crescimento de
microorganismo ou células cultivadas com os materiais de fermentagao. A
composicdo de materiais de fermentacdo a ser adicionada pode ser
adequadamente alterada da composicdo dos materiais de fermentagao
utilizados no inicio do cultivo.

| Na presente invengado, a concentragdo de agucares no cultivo é
mantida preferencialmente em 5 g/l ou menos. A razdao pela qual a
concentragao de aglcares no cultivo € mantida preferencialmente em 5 g/l ou
menos € que o fluxo de saida de agucares mediante retirada do cultivo pode
ser minimizado aquela concentragéo.

P

O microorganismo € cultivado normalmente sob pH 4 a 8 sob

7

temperatura na faixa de 20 a 40 °C. O pH do cultivo é ajustado em valor

previamente determinado, normalmente na faixa de pH 4 a 8 com acido
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organico ou inorgénico, substancia alcalina, uréia, carbonato de calcio, gas
aménia ou similares. Quando for necessario aumentar a velocidade de
fornecimento de oxigénio, € possivel empregar meios de adi¢do de oxigénio a
ar para manter concentragéo de oxigénio de nao menos de 21% ou meios de
pressurizagéo do cultivo, aumento da velocidade de agita¢éo ou aumento da
aeracao.

No método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente invengdo, cultivo de bateladas ou cultivo de bateladas alimentadas
pode ser conduzido em estagio inicial de cultivo para aumentar a densidade de
microorganismos, seguido por cultivo continuo (retirada). No método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invengao, a
densidade de microorganismos pode aumentar, seguida por semeadura de alta
densidade de microorganismos, de forma a iniciar o cultivo e conduzir
simultaneamente cultivo continuo. No método de fabricagio de produto quimico
de acordo com a presente invengdo, o fornecimento do cultivo inicial e a
retirada do cultivo podem ser iniciados em etapa apropriada. O momento de
inicio do fornecimento do cultivo inicial e 0 momento de inicio da retirada do
cultivo podem nem sempre ser o mesmo. O fornecimento do cultivo inicial e a
retirada do cultivo podem ser conduzidos continua ou intermitentemente.

Os nutrientes necessarios para o crescimento do microorganismo
podem ser adicionados ao cultivo inicial, de forma que o microorganismo
cresga continuamente. Para atingir produtividade eficiente, a densidade de
microorganismos ou células cultivadas no cultivo é preferencialmente mantida
alta em faixa em que o ambiente do cultivo ndo se torna inadequado para o
crescimento dos microorganismos ou células cultivadas para causar alta taxa
de mortalidade. Os microorganismos ou células cultivadas no cultivo mantido
em densidade de ndo menos de 5 g/l em peso seco, por exemplo,

possibilitaram excelente eficiéncia de produgéo.
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No método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente invengdo, os microorganismos ou células cultivadas podem ser
retirados conforme o necessario do fermentador. Como a membrana de
separagao € facilmente obstruida, por exemplo, quando a densidade dos
microorganismos ou células cultivadas no fermentador tornar-se alta demais,
essa obstrugdo pode ser evitada por meio de retirada. O desempenho de
fabricagdo de produto quimico pode variar dependendo da densidade dos
microorganismos ou células cultivadas no fermentador e o desempenho
produtivo pode ser mantido por meio de retirada dos microorganismos ou
células cultivadas com o desempenho produtivo como indicador.

No método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente invengao, o numero de fermentadores ndo é limitado, desde que a
operagao de cultivo continuo durante a qual microorganismos novos capazes
de produgdo por fermentagdo sdo cultivados seja conduzida por meio de
método de cultivo continuo em que os microorganismos sdo cultivados e,
simultaneamente, € formado produto. No método de fabricagdo de produto
quimico de acordo com a presente invengdo, & preferivel para controle de
cultivo que a operagao de cultivo continuo seja normalmente conduzida em um
unico fermentador. Uma série de fermentadores pode ser utilizado, entretanto,
por motivos tais como pequena capacidade do fermentador. Neste caso, uma
série de fermentadores pode ser conectada em paralelo ou em série, em
fermentagdo continua para atingir alta produtividade do produto de
fermentacao.

S&o agora descritos os microorganismos ou células cultivadas
que podem ser utilizados no método de fabricagdo de produto quimico de
acordo com a presente invengdo. Os microorganismos ou células cultivadas
que podem ser utilizados no método de fabricagdo de produto quimico de

acordo com a presente invengao nao sao limitados. Os microorganismos ou
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células cultivadas utilizados na presente invengdo incluem, por exemplo,
leveduras tais como levedura de padaria (Saccharomyces cerevisiae) utilizada
frequentemente em industria de fermentagao, bactérias tais como Escherichia
coli ou bactérias corineformes, bactérias filamentosas, micobactérias, células
de animais e células de insetos. Os microorganismos ou células utilizados
podem ser isolados do ambiente natural ou podem ser aqueles que possuem
propriedades modificadas parcialmente por meio de mutagéo ou recombinagéo
genética.

O produto quimico fabricado por meio do método de fabricacéao de
produto quimico de acordo com a presente invengéo nao é limitado, desde que
seja substancia produzida em cultivo pelos microorganismos ou células
descritos acima. O produto quimico fabricado por meio do método de
fabricagao de produtos quimicos de acordo com a presente invengédo inclui
substancias tais como alcoois, acidos organicos, aminoacidos e A&cidos
nucleicos que sdo produzidos em grandes quantidades na indUstria de
fermentagdo. Exemplos desses produtos quimicos incluem alcoois tais como
etanol, 1,3-propancdiol, 1,4-butanodiol e glicerol, acidos organicos tais como
acido acético, acido lactico, acido pirtvico, acido succinico, acido malico, acido
itacOnico e acido citrico, acidos nucleicos tais como nucleosideos como inosina
e guanosina e nucleotideos tais como acido inosinico e acido guanilico, bem
como compostos de diamina tais como cadaverina. A presente invengéo pode
também ser aplicada a produgdo de substancias tais como enzimas,
antibiéticos e proteinas recombinantes.

S&o agora descritos os microorganismos ou células cultivadas
que podem ser utilizados no método de fabricagdo de produto quimico de
acordo com a presente invengdo por meio de referéncia a produtos quimicos
especificos.

No método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
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presente invengéo, os microorganismos ou células cultivadas que podem ser
utilizados na fabricagdo de acido L-lactico nao séo particularmente limitados,
desde que sejam microorganismos capazes de produzir acido L-lactico. No
meétodo de fabricag&o de produto quimico de acordo com a presente invengao,
0os microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na
fabricagéo de acido L-lactico sao preferencialmente bactérias de acido lactico.
As bacterias de acido lactico da forma utilizada no presente podem ser
definidas como microorganismos procariéticos que produzem 50% ou mais de
acido lactico na forma de rendimento em agicar (glicose consumida).
Exemplos preferiveis de bactérias de acido lactico incluem bactérias de acido
lactico pertencentes ao género Lactobacillus, género Pediococcus, género
Tetragenococcus, género Carnobacterium, género Vagococcus, género
Leuconostoc, género Oenococcus, género Atopobium, género Streptococcus,
género Enterococcus, género Lactococcus e género Bacillus. Dentre eles, a
bactéria de acido lactico que possui alto rendimento de acido lactico em aguicar
pode ser selecionada e utilizada preferencialmente na producdo de acido
lactico. No método de fabricagéo de produto quimico de acordo com a presente
invengao, bactérias de acidos lacticos que possuem alto rendimento de acido
lactico, particularmente acido L-lactico, em agticar podem ser selecionadas e
utilizadas preferencialmente na produgao de acido lactico. Acido L-lactico & um
tipo de isbmeros éticos de acido lactico e pode ser claramente diferenciado do
seu enantibmero acido D-lactico. Exemplos de bactérias de acido lactico que
possuem alto rendimento de acido L-lactico em aglcar incluem Lactobacillus
yamanashiensis, Lactobacillus animalis, Lactobacillus agilis, Lactobacillus
aviaries, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbruekii, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus sharpeae, Pediococcus dextrinicus e Lactococcus lactis, e estes

podem ser selecionados para produzir acido L-lactico.



10

15

20

25

24

Quanto acido L-lactico for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invencéo, pode-se
utilizar os microorganismos ou células cultivadas que foram dotadas
artificialmente com a capacidade de produgdo de acido lactico, ou que se
permitiu ampliarem esta produgdo. Os microorganismos ou células cultivadas
nos quais foi introduzido gene L-lactato desidrogenase (as vezes indicado a
seguir como L-LDH) para proporcionar ou aumentar a capacidade de producéo
de acido L-lactico, por exemplo, podem ser utilizados. O método de
fornecimento ou aumento da capacidade de produgao de acido L-lactico pode
também ser método de mutagénese quimica conhecido na técnica. O
microorganismo & preferencialmente microorganismo recombinante cuja
capacidade de produgéo de acido L-lactico foi aumentada pela integragao de L-
LDH. Quando acido L-lactico for produzido por meio do método de fabricacao
de produto quimico de acordo com a presente inven¢édo, um hospedeiro do
microorganismo recombinante é preferencialmente Escherichia coli ou bactéria
de acido lactico que é célula procariética ou levedura que é célula eucariotica,
de preferéncia especifica levedura. A levedura & preferencialmente levedura
que pertence ao género Saccharomyces, de maior preferéncia Saccharomyces
cerevisiae.

O L-LDH utilizado na presente invengao nao ¢ limitado, desde que
codifique proteina que possui atividade de conversdo de dinucleotideo
nicotinamida adenina reduzido (NADH) e &cido piravico em dinucleotideo
nicotinamida adenina (NAD") oxidado e acido L-lactico. Pode-se utilizar, por
exemplo, L-LDH derivado de bactérias de acido lactico que possuem alto
rendimento de acido L-lactico em aglcar. Preferencialmente, pode-se utilizar L-
LDH derivado de mamifero. Pode-se particularmente utilizar L-LDH derivado de
Homo sapiens ou de sapo. O L-LDH derivado de sapo que pode ser utilizado

na presente invencao &, de preferéncia especifica, L-LDH derivado de sapo
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pertencente a Pipidae, de maior preferéncia L-LDH derivado de Xenopus laevis
que é sapo pertencente a Pipidae.

O L-LDH derivado de sapo ou de seres humanos utilizado na
presente invengéo inclui genes do tipo mutante resultantes de polimorfismo
genético, mutagénese ou similares. Polimorfismo genético designa alteragao
parcial em sequéncia de nucleotideos de gene por meio de mutagdo
espontanea sobre o gene. Mutagénese designa introdugéo artificial de mutacéao
em gene. Pode-se atingir mutagénese, por exemplo, por meio de método de
uso de kit para mutagénese dirigida a local (Mutan-K fabricado pela Takara Bio)
ou método de uso de kit para mutagénese aleatéria (Mutagénese Aleatoria
PCR BD Diversify fabricado pela CLONTECH). O L-LDH derivado de seres
humanos ou sapos utilizado na presente invengédo pode possuir exclusdo ou
insercdo em parte da sua seqiiéncia de nucleotideos, desde que codifique
proteina que possua atividade de conversdo de NADH e &acido pirtivico em
NAD" e acido L-lactico.

Quando acido L-lactico for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, a
separacao e a purificagdo de acido L-lactico contido no liquido de fermentagao
filtrado/separado produzido podem ser conduzidas por meio de combinacgéao de
métodos convencionalmente conhecidos, tais como concentragao, destilagao e
cristalizagao. Seus exemplos incluem um método que envolve a redugdo do pH
do liquido de fermentacéo filtrado/separado para 1 ou menos e, em seguida,
extragao de acido L-lactico com dietil éter, acetato de etila ou similar, método
que envolve a adsorgao do liquido de fermentagcdo para resina de troca de
ions, lavagem da resina e eluicao de acido L-lactico, método que envolve a
reacao de acido L-lactico no liquido de fermentag¢ao com alcool na presenca de
catalisador acido para converté-lo no éster correspondente seguido pela sua

destilacdo e método que envolve a cristalizagcao de acido L-lactico como sal de
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calcio ou sal de litio. Preferencialmente, solugéo de acido L-lactico concentrada
obtida por meio da evaporagdo de agua do liquido de fermentacdo
filtrado/separado pode ser submetida a destilagdo. Durante a destilagcédo, a
solugao original a ser destilada é submetida a destilagao, preferencialmente
durante a alimentagdo de agua, de forma que a concentragdo de agua da
solugdo seja mantida constante. Solugao aquosa de acido L-lactico obtida por
meio de destilagéo pode ser concentrada por meio de evaporacdo de agua sob
aquecimento para gerar concentragdo objeto de acido L-lactico purificado.
Quando solugdo aquosa de acido L-lactico que contém componentes com
baixo ponto de ebuligado tais como etanol e acido acético for obtida na forma de
destilado, os componentes com baixo ponto de ebulicio sao preferencialmente
removidos em etapa de concentragdo de acido L-lactico. Apés a operagdo de
destilag&o, o destilado pode também ser purificado com resina de troca de ions
ou carvao ativado, por meio de separagao cromatografica ou similar conforme o
necessario para remover impurezas, para gerar acido L-lactico com pureza
mais alta.

Quando &acido D-lactico for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagéo
de acido D-lactico ndo séo limitados, desde que possam produzir acido D-
lactico. Os microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados em
producdo de acido D-lactico incluem, por exemplo, microorganismos
pertencentes a linhagem de tipo selvagem dos géneros Lactobacillus, Bacillus
e Pediococcus que possuem capacidade de sintetizar acido D-lactico.

Quando acido D-lactico for produzido por meio do método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas utilizados sdo preferencialmente

aqueles em que a atividade enzimatica de D-lactato desidrogenase (as vezes
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denominada a seguir D-LDH) da linhagem do tipo selvagem foi aumentada. O
método de aumento da atividade enzimatica pode também ser método de
mutagénese quimica conhecido na técnica. De maior preferéncia, o
microorganismo € microorganismo recombinante no qual a atividade enzimatica
de D-lactato desidrogenase foi aumentada por meio de integragéo de gene que
codifica D-lactato desidrogenase. Quando acido D-lactico for produzido por
meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invengao, um hospedeiro do microorganismo recombinante é preferencialmente
Escherichia coli ou bactéria de acido lactico que é célula procariética ou
levedura que é célula eucariética, de preferéncia especifica levedura.

Quando acido D-lactico for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengao, o gene que
codifica D-lactato désidrogenase € preferencialmente gene derivado de
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici ou Bacillus laevolacticus, de
maior preferéncia gene derivado de Bacillus laevolacticus.

Quando acido D-lactico for produzido por meio do método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invencdo, a
separacao e a purificagao de acido D-lactico contido no liquido de fermentagéo
filtrado/separado produzido podem ser conduzidas por meio de combinagao de
métodos convencionalmente conhecidos, tais como concentracéo, destilagdo e
cristalizagéo. Seus exemplos incluem um método que envolve a redugéo do pH
do liquido de fermentagéo filtrado/separado para 1 ou menos e, em seguida,
extracao de acido D-lactico com dietil éter, acetato de etila ou similar, método
que envolve a adsorgdo do liquido de fermentacédo para resina de troca de
ions, lavagem da resina e eluigdo de acido D-lactico, método que envolve a
reacéo de acido -lactico no liquido de fermentagdo com alcool na presenca de
catalisador acido para converté-lo no éster correspondente seguido pela sua

destilagdo e método que envolve a cristalizagdo de acido D-lactico como sal de
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calcio ou sal de litio. Preferencialmente, solugé@o de acido D-lactico concentrada
obtida por meio da evaporagdo de agua do liquido de fermentacéo
filtrado/separado pode ser submetida a destilagdo quando acido D-lactico for
produzido por meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo
com a presente invengdo. Durante a destilagdo, a solugéo original a ser
destilada é submetida a destilagao, preferencialmente durante a alimentagao
de agua, de forma que a concentracdo de agua da solugdo seja mantida
constante. Solugdo aquosa de acido D-lactico obtida por meio de destilagdo
pode ser concentrada por meio de evaporagédo de agua sob aquecimento para
gerar concentragdo objeto de acido D-lactico purificado. Quando solugao
aquosa de acido D-lactico que contém componentes com baixo ponto de
ebulicdo (etanol, acido acético etc.) for obtida na forma de destilado, os
componentes com baixo ponto de ebulicdo sado preferencialmente removidos
em etapa de concentragéao de acido D-lactico. Apés a operagéo de destilagao,
o destilado pode também ser purificado com resina de troca de ions ou carvao
ativado, por meio de separagdo cromatografica ou similar conforme o
necessario para remover impurezas, para gerar acido D-lactico com pureza
mais alta.

Quando etano! for produzido por meio do método de fabricagéo de
produto quimico de acordo com a presente invengdo, 0s microorganismos ou
células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagdo de etanol ndo sao
limitados, desde que sejam microorganismos ou células cultivadas que possam
produzir acido piravico. Os microorganismos ou células cultivadas que podem
ser utilizados na producdo de etanol incluem, por exemplo, microorganismos
pertencentes ao género Saccharomyces, género Kluyveromyces e género
Schizosaccharomyces. Dentre estes, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis e Schizosaccharomyces pombe podem  ser

preferencialmente utilizados. Microorganismos pertencentes ao género
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Lactobacillus e ao género Zymomonas podem também ser preferencialmente
utilizados. Dentre eles, Lactobacillus brevis € Zymomonas mobilis podem ser
preferencialmente utilizados.

Os microorganismos ou células cultivadas que podem ser
utilizados na produgdo de etanol na presente invengdo podem ser
microorganismos ou ceélulas cultivadas que possuem capacidade aumentada
artificialmente de produgao de etanol. Especificamente, os microorganismos ou
células cultivadas que podem ser utilizados na produgéo de etanol na presente
invengao podem ser os que possuem propriedades modificadas parcialmente
por meio de mutagdo ou recombinagdo genética. Exemplos dos
microorganismos ou células cultivadas que possuem propriedades
parcialmente modificadas incluem leveduras dotadas de capacidade de
assimilacdo de amido bruto por meio de integragdo de gene glicoamilase
derivado de fungo pertencente ao género Rhizopus (Biseibutsu
(Microorganism), 3: 555-564 (1987)). Método de purificagdo utilizando
destilacdo ou método de concentragao/purificagao que utiliza NF, membrana de
RO ou membrana de separagdo de zedlitos pode ser preferencialmente
utilizado na separagdo e purificagdo de etanol contido no liquido de
fermentacao filtrado/separado elaborado por meio do método de produgao de
acordo com a presente invengao.

Quando acido pirtvico for produzido por meio do método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invengao, 0s
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de acido piravico nado sao limitados, desde que sejam microorganismos ou
células cultivadas que possam produzir 4cido piravico. Os microorganismos ou
células cultivadas que podem ser preferencialmente utilizados na produgao de
acido piravico incluem, por exemplo, microorganismos pertencentes ao género

Pseudomonas, género Corynebacterium, género Escherichia e género
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Acinetobacter. De maior preferéncia, podem ser utilizados microorganismos
tais como Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli. Pode m também ser utilizados microorganismos recombinantes criados
submetendo-se estes microorganismos a mutagdo ou recombinagdo genética
para modificar parcialmente as suas propriedades. S&o também
preferencialmente utilizados, por exemplo, os microorganismos em que o gene
ATPase envolvido diretamente na produgéo de ATP por meio de fosforilagao
oxidativa sofreu mutagao ou foi excluido. Fungos e leveduras podem também
ser preferencialmente utilizados. Podem ser utilizados fungos e leveduras
pertencentes ao género Saccharomyces, género Toluropusis, género Candida
e género Schizophyllum. De maior preferéncia, fungos e leveduras tais como
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces copsis, Candida glabrata, Candida
lipolytica, Toluropusis glabrata e Schizophyllum commune podem ser utilizados
para produzir acido piravico.

Quando acido pirtvico for produzido por meio do método de
fabricagao de produto quimico de acordo com a presente invengdo, a
separagdo e a purificacdo de acido pirtvico contido no liquido de fermentacao
filtrado/separado podem ser conduzidas por meio de método que utiliza coluna
de troca de anions. Pode ser preferencialmente utilizado, por exemplb, método
de purificagdo que utiliza trocador de ions fracamente halofiticos exibido em
JP-A n° 6-345683.

Quando acido succinico for produzido por meio do método de
fabricagao de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de acido succinico nao sao limitados, desde que sejam microorganismos ou
células cultivadas que possam produzir 4cido succinico. Os microorganismos
ou células cultivadas que podem ser preferencialmente utilizados na produgao

de acido succinico incluem, por exemplo, microorganismos pertencentes aos
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géneros Anaerobiospirillum e Actinobacillus. Exemplos especificos desses
microorganismos incluem Anaerobiospirillum succiniciproducens, descrito na
Patente Norte-Americana n°® 5.143.833, e Actinobacillus succinogenes, descrito
por James B. Mckinlay et al (Appl. Microbiol. Biotechnol., 71, 6651-6656 (2005).
Podem também ser utilizadas bactérias corineformes dos géneros
Corynebacterium e Brevibacterium e Escherichia. Bactérias corineformes sdo
preferencialmente Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum e
Brevibacterium lactofermentum.

Os microorganismos podem ser aqueles que possuem
capacidade de produgdo de &cido succinico aprimorada por meio de
recombinagdo genética, por meio do qué a produtividade de acido succinico
pode ser aprimorada. Exemplos dos microorganismos que podem ser utilizados
no presente incluem Brevibacterium flavum MJ233AB-41 com deficiéncia de
lactato desidrogenase (FERM BP-1498) descrito em JP-A n° 2005-27533,
Corynebacterium glutamicum descrito no Documento Nio de Patente 1, e
linhagens de Escherichia coli AFP111 com deficiéncia de liase e lactato
desidrogenase descritas na Patente Norte-Americana n° 5.770.435.

Quando acido succinico for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, método
habitual de purificacdo de acido succinico pode ser aplicado para separagao e
purificag@o de acido succinico. Pode ser preferencialmente utilizado método de
purificagdo de combinagcdo de tratamento de hidrolise eletrodialise e
cristalizagao/concentragao a vacuo exibido em JP-A- n° 2005-333886.

Quando acido itacénico for produzido por meio do método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invengao, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de acido itacdnico nao sao limitados, desde que sejam microorganismos ou

células cultivadas que possam produzir acido itacénico. Os microorganismos
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ou celulas cultivadas que podem ser preferencialmente utilizados na produgao
de acido itaconico incluem fungos e leveduras. De maior preferéncia, fungos
pertencentes ao género Aspergillus ou género Ustilago, ou leveduras
pertencentes ao género Candida ou género Rhodotorula, sao utilizados na
produgéo de acido itacénico. Podem ser particularmente utilizados fungos tais
como Aspergillus terreus, Aspergillus itaconicus, Ustilago maydis, Ustilago
cynodontis e Ustilago rabenhorstina, ou Candia antarctica, na producdo de
acido itacdnico.

Quando &cido itacénico for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengédo, a
separagao e a purificagdo de acido itacénico podem ser conduzidas utilizando
ultrafiltragem e eletrodialise. Pode ser preferencialmente utilizado, por exemplo,
meétodo de purificagdo por meio de ultrafiltragem e eletrodialise com membrana
de resina de troca de cations do tipo sal exibida na Patente Japonesa n° 50958.

Quando 1,3-propanodiol for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengéo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagéo
de 1,3-propanodiol ndo s&o limitados, desde que sejam microorganismos ou
células cultivadas que possam produzir 1,3-propanodiol. Os microorganismos
ou células cultivadas que podem ser preferencialmente utilizados na produgao
de 1,3-propanodiol incluem, por exemplo, linhagens do tipo selvagem tais como
microorganismos pertencentes aos géneros Kilebsiella, Clostridium e
Lactobacillus que possuem capacidade de produgéo de 1,3-propanodiol a partir
de glicerol.

Quando 1,3-propanodiol for produzido por meio do método de
produgédo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, o
microorganismo contém preferencialmente (a) pelo menos um gene que

codifica polipeptideo que possui atividade de glicerol desidratase; (b) pelo
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menos um gene que codifica fator de reativagdo de glicerol desidratase; e (c)
pelo menos um gene que codifica atividade catalisadora nao especifica de
conversao de 3-hidroxiproponaldeido em 1,3-propanodiol. Na presente
invengdo, o microorganismo &, de preferéncia especifica, microorganismo
recombinante que permite a produgao de 1,3-propanodiol.

Quando 1,3-propanodiol for produzido por meio do processo de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, o
microorganismo que possui capacidade de produzir 1,3-propanodiol a partir de
glicerol € preferencialmente microorganismo recombinante selecionado a partir
do grupo que consiste de Klebsiella, Clostridium, Lactobacillus, Cytrobacter,
Enterobacter, Aerobacter, Aspergillus, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces,  Pichia,  Kluyveromyces,  Candida, = Hansenula,
Debaryomyces, Mucor, Torulopsis, Methylobacter, Salmonella, Bacillus,
Aerobacter, Streptomyces, Eschericia e Pseudomonas, e é de maior
preferéncia Escherichia coli.

Quando 1,3-propanodiol for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invencdo, o
microorganismo recombinante é preferenciaimente modificado para permitir a
produgcdo de 1,3-propanodiol eficientemente a partir de glicose. O
microorganismo  recombinante &  preferencialmente  microorganismo
recombinante que contém (a) pelo menos um gene que codifica polipeptideo
que possui atividade de glicerol-3-fosfato desidratase; e (b) pelo menos um
gene que codifica polipeptideo que possui atividade de glicerol-3-fosfatase e &,
de maior preferéncia, microorganismo recombinante que contém gene no qual
fator de reativagao de glicerol desidratase é codificado por orfX e orfZ isolado a
partir de regulador dha. O microorganismo recombinante é, de preferéncia
ainda maior, microorganismo recombinante com deficiéncia na atividade de

glicerol quinase efou atividade de glicerol desidrogenase e/ou atividade de
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triose fosfato isomerase.

Quando 1,3-propanodiol for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengéo, a
separagao e a purificacéo de 1,3-propanodiol contido no liquido de fermentagéo
fitrado/separado podem ser conduzidas por meio de concentragdo e
cristalizagcdo. Pode ser preferencialmente utilizado, por exemplo, método de
purificagdo que utiliza concnetracdo sob pressdo reduzida e recristalizagao
exibido em JP-A n° 35785.

Quando cadaverina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou celulas cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de cadaverina n&o sé&o limitados, desde que sejam microorganismos ou células
cultivadas que possam produzir cadaverina. Os microorganismos ou células
cultivadas que podem ser preferencialmente utilizados na produgdo de
cadaverina incluem, por exemplo, microorganismos que possuem atividade de
enzima de lisina des carboxilase e/ou antiportador de lisina cadaverina. Os
microorganismos sao, de maior preferéncia, microorganismos recombinantes
aos quais foram integrados genes que codificam lisina descarboxilase e/ou
antiportador de lisina cadaverina. Os microorganismos recombinantes séo, de
preferéncia ainda maior, aqueles aos quais foram integrados um ou mais tipos
de genes que codificam lisina descarboxilase.

Quando cadaverina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengao, os
microorganismos recombinantes sao preferencialmente Escherichia coli e
bactérias corineformes, de maior preferéncia bactérias corineformes que
possuem atividade de lisina descarboxilase e possuem pelo menos uma
propriedade selecionada a partir de auxotrofia de homoserina e resisténcia a S-

(2-aminoetil)-L-cisteina. Os microorganismos s&o, de maior preferéncia, os que
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possuem deficiéncia na atividade de homoserina desidrogenase, de preferéncia
ainda maior os que possuem deficiéncia na atividade de homoserina
desidrogenase por meio de mutagao com gene inserido. Na presente invengao,
o género de bactéria corineforme é preferencialmente pelo menos um género
selecionado a partir do grupo que consiste do género Corynebacterium e
Brevibacterium. O microorganismo €&, de maior preferéncia, Corynebacterium
gulutamicum.

Quando cadaverina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengado, a
separagao e a purificagdo de cadaverina contida no liquido de fermentacao
filtrado/separado podem ser conduzidas por meio de combinagdao de métodos
conhecidos na técnica, tais como concentracao, destilacdo e cristalizagao.
Pode ser preferencialmente utilizado, por exemplo, método de purificagao que
utiliza cristalizagdo exibido em JP-A n° 2004-222569. Dependendo do acido
utilizado em cultivo continuo, o produto de acordo com a presente invengao
pode ser utilizado como material de diversos polimeros e, quando o produto for
utilizado como material de polimero que necessita de alta pureza, é
preferencialmente empregado método de purificagdo que utiliza cristalizagao.
Quando o pH do cultivo for mantido com acido cloridrico, dicloridrato de
cadaverina pode ser recuperado do filtrado por meio de etapa de cristalizagao.
E de maior preferéncia que o pH do cultivo seja mantido com acido
dicarboxilico durante cultivo continuo e, a partir do filtrado, dicarboxilato de
cadaverina pode ser recuperado por meio de etapa de cristalizagdo. O acido
dicarboxilico €&, de maior preferéncia, acido dicarboxilico alifatico e/ou
aromatico que contém dois grupos carboxila somente como seus grupos
funcionais. O acido dicarboxilico &, de preferéncia ainda maior, acido adipico,
acido sebacico, acido 1,12-dodecanodicarboxilico, acido succinico, acido

isoftalico ou acido tereftalico.
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Quando acido nucleico for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengédo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de acido nucleico nao sao limitados, desde que sejam microorganismos
capazes de produzir acido nucleico. Os microorganismos ou células cultivadas
que podem ser utilizados na produgao de acido nucleico podem ser os que
possuem inerentemente alta capacidade de produgdo de &acido nucleico
separada do mundo natural, ou podem ser microorganismos procariéticos que
possuem capacidade de producéo artificialmente aumentada. Especificamente,
0S microorganismos podem ser aqueles que possuem propriedades
modificadas parcialmente por meio de mutag¢do ou recombinagao genética.

E agora descrita a modificagdo de parte de propriedades. Para a
producdao eficiente de acido nucleico, o acido nucleico devera ser
biossintetizado, acumulado e liberado fora do microorganismo.
Conseqientemente, microorganismos ou células cultivadas que produzem
eficientemente acido nucleico podem ser criadas por meio de aprimoramento
de enzima envolvida em processo de biossintese de acido nucleico, redugao da
atividade de enzima envolvida em processo de decomposi¢do de acido
nucleico e modificagdes de proteina envolvida na liberagdo de acido nucleico
do microorganismo ou para composi¢gao de membrana bioldgica.

Especificamente, quando & produzida inosina, a modificagdao de
parte de propriedades € realizada de tal forma que atividade de
adenilossuccinato sintase é desejavelmente liberada ou fraca; atividade de
inosinato desidrogenase € desejavelmente livre ou fraca; e atividade de
nuclosidase é desejavelmente livre ou fraca. Quando € produzida guanosina,
atividade de adenilossuccinato sintase é desejavelmente livre ou fraca;
atividade de guanilato desidrogenase é desejavelmente livre ou fraca; atividade

de nucleosidase é desejavelmente livre ou fraca; e atividade de nucleotidase é
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desejavelmente livre ou fraca. Quando é produzida uridina, atividade de uridina
fosforilase € desejavelmente livre ou fraca. Quando é produzida citidina,
atividade de citidina desaminase é desejavelmente livre ou fraca e homosserina
desidrogenase é desejavelmente livre ou fraca.

Quando &cido nucleico for produzido por meio do método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados sao
preferencialmente bactérias corineformes e Bacillus subtilis. As bactérias
corineformes incluem bactérias pertencentes ao género Corynebacterium. As
bactérias do género Corynebacterium que podem ser preferencialmente
utilizadas  incluem  Corynebacterium  glutamicum, Corynebacterium
ammoniagenes,  Corynebacterium  guanofaciens e  Corynebacterium
petrophilium. Bacillus subtilis inclui bactérias pertencentes ao género Bacillus.
Dentre o género Bacillus, sao preferencialmente utilizados Bacillus subtilis,
Bacillus liqueniformis e Bacillus pumilus. Quando é produzida guanosina, a
bactéria corineforme utilizada no presente inclui bactérias pertencentes ao
género Corynebacterium. Dentre o género Corynebacterium, Corynebacterium
glutamicum ¢é preferivel e Bacillus subtilis inclui bactérias pertencentes ao
género Bacillus. Dentre o género Bacillus, sdo preferencialmente utilizados
Bacillus subtilis, Bacillus liqueniformis e Bacillus pumilus. Quando uridina for
produzida, pode-se utilizar Bacillus subtilis e, dentre as bactérias Bacillus
subtilis, sao preferencialmente utilizadas as bactérias pertencentes ao género
Bacillus. Dentre o género Bacillus, é preferencialmente utilizada Bacillus
subtilis. Quando citidina for produzida, pode-se utilizar Bacillus subtilis e, dentre
as bactérias Bacillus subtilis, sdo preferencialmente utilizadas as bactérias
pertencentes ao género Bacillus. Dentre o género Bacillus, é preferencialmente
utilizada Bacillus subtilis.

Quando acido nucleico for produzido por meio do método de
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fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, a
separagao e a purificagcéo de acido nucleico contido no liquido de fermentacéo
filtrado/separado podem ser conduzidas preferencialimente por meio de
combinagdo de tratamento de resina de troca de ions, recristalizacdo por
resfriamento/concentracdo, separagdo de membranas e outros métodos. Para
a remogao de impurezas, pode-se utilizar recristalizagdo e adsorgéo de carvao
ativado convencional na purificacao.

Quando aminoacido for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagéo
de aminoacido ndo sdo limitados, desde que sejam microorganismos que
possam produzir aminoacido. Os microorganismos ou células cultivadas que
podem ser utilizados na produgdo de aminoacido podem ser os que possuem
originalmente alta capacidade de produgdo de aminoacido separados do
mundo natural, ou podem ser microorganismos ou células cultivadas que
possuem capacidade de produgao artificialmente aumentada. Quando
aminoacido for produzido por meio do método de fabricagdo de produto
quimico de acordo com a presente invengéo, o aminoacido é preferencialmente
L-treonina, L-lisine, acido L-glutdmico, L-triptofano, L-isoleucina, L-glutamina, L-
arginina, L-alanina, L-histidina, L-prolina, L-fenilalanina, acido L-aspartico, L-
tirosina, metionina, serina, valina ou leucina.

Sao agora descritos os microorganismos ou células cultivadas
que podem ser utilizados na produgdo de aminoacido sobre aminoacidos
especificos. Quando L-treonina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagéo
de L-treonina podem ser microorganismos pertencentes a género selecionado

a partir do género Escherichia, género Providencia, género Corynebacterium,
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género Brevibacterium e género Serratia. Dentre eles, bactérias
particularmente preferidas sdo Escherichia coli, Providencia rettgen,
Corynebacterium  glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium
lactofermentum e Serratia marcescens.

Quando L-lisina for produzida por meio do método de fabricagao
de produto quimico de acordo com a presente invengao, os microorganismos
ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagdo de L-lisina sdo
preferencialmente Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum e
Brevibacterium lactofermentum. Quando &cido L-glutamico for produzido por
meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invengéo, os microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados
na fabricagdo de acido L-glutdmico sdo preferencialmente Corynebacterium
glutamicum, Brevibacterium flavum e Brevibacterium lactofermentum.

Quando L-triptofano for produzido por meio do método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricacao
de L-triptofano sdo preferencialmente Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum, Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens e Escherichia coli.

Quando L-isoleucina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invencdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de L-isoleucina sdo preferencialmente Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum e Serratia marcescens.

Quando L-glutamina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengao, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao

de L-glutamina s&o preferencialmente Corynebacterium glutamicum,
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Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum e Flavobacterium
rigense.

Quando L-arginina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invencéo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricacao
de L-arginina s&o preferencialmente  Corynebacterium  glutamicum,
Brevibacterium flavum, Serratia marcescens, Escherichia coli e Bacillus subtilis.

Quando L-alanina for produzida por meio do método de fabricagéo
de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os microorganismos
ou celulas cultivadas que podem ser utilizados na fabricagéo de L-alanina sao
preferencialmente Brevibacterium flavum e Arthrobacter oxydans.

Quando L-histidina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invencdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de L-histidina s&o preferencialmente Corynebacterium  glutamicum,
Brevibacterium flavum, Brevibacterium ammoniagenes, Serratia marcescens,
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Streptomyces coelicolor.

Quando L-prolina for produzida por meio do método de fabricagso
de produto quimico de acordo com a presente invengéo, os microorganismos
ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagéo de L-prolina sao
preferencialmente Corynebacterium glutamicum, Kurthia catenaforma, Serratia
marcescens e Escherichia coli.

Quando L-fenilalanina for produzida por meio do método de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao
de L-fenilalanina s&o preferenciaimente Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum e Escherichia coli.

Quando acido L-aspartico for produzido por meio do método de
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fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricacgao
de acido L-aspartico sdo preferencialmente Brevibacterium flavum, Bacillus
megatherium, Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens.

Quando L-tirosina for produzida por meio do método de fabricagao
de produto quimico de acordo com a presente invengao, os microorganismos
ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricacao de L-tirosina sao
preferencialmente  Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum,
Brevibacterium lactofermentum e Escherichia coli,

Quando metionina for produzida por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengao, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricacao
de metionina s&o preferencialmente Corynebacterium glutamicum.

Quando serina for produzida por meio do método de fabricagdo de
produto quimico de acordo com a presente invengdo, os microorganismos ou
células cultivadas que podem ser utilizados na fabricacao de serina sao
preferencialmente  Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum,
Brevibacterium lactofermentum e Arthrobacter oxydans.

Quando valina for produzida por meio do método de fabricacéo de
produto quimico de acordo com a presente invengao, os microorganismos ou
células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagdo de valina séao
preferencialmente Brevibacterium lactofermentum, Serratia marcescens e
Klebsiella pneumoniae.

Quando leucina for produzida por meio do método de fabricagao
de produto quimico de acordo com a presente invengdo, os microorganismos
ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagdo de leucina sdo
preferencialmente Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium

lactofermentum e Serratia marcescens.
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Quando aminoacido for produzido por meio do método de
fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invencdo, os
microorganismos ou células cultivadas que podem ser utilizados na fabricagao.
de aminoacido podem ser microorganismos ou células cultivadas derivadas dos
exemplos de microorganismos ou células cultivadas por meio de aumento
artificial da sua capacidade de produgédo de aminoéacido. Os microorganismos
ou células cultivadas que podem ser utilizados na produgdo de aminoacido
podem ser os que possuem propriedades parcialmente modificadas por meio
de mutagdo ou recombinagdo genética. Exemplos dos microorganismos ou
células cultivadas que possuem propriedades parcialmente modificadas que
podem ser utilizadas na produgio de aminoacido incluem Providencia rettgeri
com aumento da produtividade de L-treonina descrito em JP-A n°® 2-219582 e
Corynebacterium glutamicum com aumento da produtividade de L-alanina
descrita no Pedido de Patente Japonés publicado n° 3-500486.

Quando fermentag&o continua for conduzida por meio do método
de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invencao,
velocidade de produgdo de volume mais alta que a de fermentacao em
bateladas convencional pode ser atingida para permitir producéo por
fermentagdo extremamente eficiente. A velocidade de produgcdo em
fermentagéo continua é calculada utilizando a Equagao (3) a seguir:

[Equacao 3]

Velocidade de produgao por fermentagao (g/i/h)= concentragao de
produto em liquido retirado (g/l) x. velocidade de retirada de liquido de
fermentagao (I/h) + quantidade de liquido corrente do aparelho ()] (3)

A velocidade de produgdo por fermentagdo em cultivo de
bateladas é determinada por meio de divisdo da quantidade (g) de produto
mediante consumo de toda a fonte de carbono inicial pelo tempo (h) necessario

para consumo da fonte de carbono e a quantidade (l) de liquido de cultivo
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naquele momento.

E descrito agora o aparelho de fermentagao continua de acordo
com a presente invencdo. O aparelho de fermentagao continua de acordo com
a presente invengdo pode ser utilizado na produgdo de alcoois tais como
etanol, 1,3-propanodiol, 1,4-butanodiol e glicerol, acidos organicos tais como
acido aceético, acido lactico, acido pirtvico, acido succinico, acido malico, acido
itaconico e acido citrico, aminoacidos tais como L-treonina, L-lisina, acido L-
glutamico, L-triptofano, L-isoleucina, L-glutamina, L-arginina, L-alanina, L-
histidina, L-prolina, L-fenilalanina, acido L-aspartico, L-tirosina, metionina,
serina, valina e leucina, acidos nucleicos tais como inosina e guanosina,
compostos de diamina tais como cadaverina, enzimas, antibiéticos e proteinas
recombinantes.

O aparelho de fermentagéo continua de acordo com a presente
invencdo € aparelho de fabricagdo de produto quimico por meio de
fermentagéo continua, que inclui a filtragem de cultivo de fer mentagao de
microorganismo ou células cultivadas com membrana de separagédo para
recuperar produto de filtrado, retengdo simultanea de fluido nao filtrado no
cultivo ou envio para ele em refluxo e adigdo de materiais de fermentacéo ao
cultivo de fermentagao.

O aparelho de fermentagdo continua de acordo com a presente
invengao possui tanque de reagao de fermentagao para cultivo de fermentagéao
de microorganismo ou células cultivadas.

Em uma forma, o aparelho de fermentagdo continua de acordo
com a presente invengao inclui tanque de separagdo de membrana para
filtragem do cultivo de fermentagéo, que é conectado por meios de circulagao
de cultivo de fermentagédo ao tanque de reagdo de fermentacdo e nele
equipado com membrana de separagédo; e meios de regulagem da diferenca de

pressao transmembrana da membrana de separagdo na faixa de 0,1 a 20 kPa,
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em que a membrana de separacdo € membrana porosa que possui tamanho
médio de poro de 0,01 um ou mais a menos de 1 um.

Em outra forma, o aparelho de fermentagéo continua de acordo
com a presente invengao inclui elemento de membrana de separagédo para
filtragem do cultivo de fermentagao, que é disposto no interior do tanque de
reagdo de fermentagdo e equipado no seu interior com membrana de
separagdo; meio de descarga de produto de fermentagdo filtrado, que é
conectado ao elemento de membrana de separagao; e meios de regulagem da
diferenga de pressao transmembrana da membrana de separagédo na faixa de
0,1 a 20 kPa, em que a membrana de separagcao € membrana porosa que
possui tamanho médio de poro de 0,01 pm ou mais a menos de 1 um.

No aparelho de fermentagao continua de acordo com a presente
invengao, o coeficiente de permeabilidade a area purificada para a membrana
porosa é de preferencialmente 2 x 10° m*m%s/Pa ou mais a 6 x 107
m3/m?/s/Pa ou menos.

No aparelho de fermentagédo continua de acordo com a presente
invengao, é preferivel que o tamanho médio de poro da membrana porosa seja
de 0,01 um ou mais a menos de 0,2 um e o desvio padrdo do tamanho de poro
da membrana porosa seja de 0,1 um ou menos.

No aparelho de fermentagdo continua de acordo com a presente
invengdo, a membrana porosa é preferencialmente membrana porosa que
possui aspereza de superficie de 0,1 pm ou menos.

No aparelho de fermentagao continua de acordo com a presente
invencdo, a membrana porosa é preferencialmente membrana porosa que
contém camada de resina porosa. No aparelho de fermentagéo continua de
acordo com a presente invengdo, a camada de resina porosa €
preferencialmente camada de resina porosa fabricada com polimero orgéanico.

No aparelho de fermentagao continua de acordo com a presente invengao, o
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material da membrana de polimero organico é, de maior preferéncia, fluoreto
de polivinilideno.

E agora descrito o aparelho de fermentagao continua utilizado no
método de fabricagédo de produto quimico de acordo com a presente invengao
com referéncia as figuras.

A Fig. 1 é vista lateral esquematica para exibir um exemplo do
aparelho de fermentagédo continua do tipo separagao de membranas utilizado
no método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invengdo. A Fig. 1 é exemplo tipico do aparelho em que elemento de
membrana de separagéo é disposto no lado externo de tanque de reagao de
fermentacéo.

Na Fig. 1, o aparelho de fermentagéo continua do tipo separagao
de membrana é composto essencialmente de tanque de reagao de
fermentagdo 1, camada de separagdo de membrana 12 e aparelho de
regulagem da diferenga de cabega d’agua 3. O elemento de membrana de
separacao 2 inclui membrana porosa integrada no seu interior. Este elemento
de membrana de separagao utiliza preferencialmente, por exemplo, membrana
de separagéo e elemento de membrana de separagio descritos na Patente
Internacional n°® 2002/064240. O tanque de separagdo de membrana 12 é
conectado por meio de bomba de circulagio de liquido de fermentagéo 11 ao
tanque de reagao de fermentacao 1.

Na Fig. 1, é introduzido meio por bomba de alimentagao de meio
7 para o tanque de reagdo de fermentagdo 1, o liquido de fermentagao no
tanque de reagao de fermentagéo 1 € agitado com agitador 5 se necessario e,
se necessario, gas necessario pode ser alimentado por meio de aparelho de
alimentacdo de gas 4. Neste momento, gas de alimentagdao pode ser
recuperado, reciclado e novamente alimentado por meio do aparetho de

alimentagdo de gas 4. Se necessario, o pH do liquido de fermentagao é
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regulado com aparelho de regulagem e sensor de pH 9 e bomba de
alimentacao de solugéo reguladora de pH 8 e, se necessario, a temperatura do
liquido de fermentag&o é regulada por regulador de temperatura 10, por meio
do qué pode ser conduzida produgéo por fermentagao com alto rendimento. O
liquido de fermentacdo no aparelho circula entre o tanque de reagao de
fermentagéo 1 e o tanque de separagéo de membrana 12 por meio da bomba
de circulagdo de liquido de fermentagdo 11. O liquido de fermentacdo que
contém produto de fermentagdo ¢é filtrado e separado pelo elemento de
membrana de separagdo 2 em microorganismos e produto de fermentagao que
pode ser retirado do sistema de aparelho em seguida. Os microorganismos
filtrados/separados podem permanecer no sistema de aparelho, de forma a
atingir alta densidade de microorganismos no aparelho para atingir producao
de fermentagdo com alto rendimento. Filtragem/separagao pelo elemento de
membrana de separagédo 2 é atingida por diferenca de pressdo de cabeca
d’agua a partir da superficie da agua do tanque de separacdo de membrana
12, de forma que n&o necessita de poténcia especial. Conforme o necessirio, a
velocidade de filtragem/separagao com o elemento de membrana de separagao
2 e a quantidade do liquido de fermentacdo no aparelho podem ser
adequadamente controladas com o sensor de nivel 6 e o aparelho de
regulagem da diferenca de pressdo de cabega d'agua 3. Conforme o
necessario, gas necessario pode ser alimentado por meio do aparelho de
alimentacédo de gas 4 para o tanque de separacdo de membrana 12. O ar
alimentado pode ser recuperado, reciclado e novamente alimentado por meio
do aparelho de alimentagdo de gas 4. Filtragem/separacao por meio do
elemento de membrana de separagéo 2 pode também ser atingida por meio de
filtragem de sucgdo com bomba ou similar ou de pressurizagdo no si'stema de
aparelho. Microorganismos ou células cultivadas podem ser cultivadas

continuamente em tanque de cultivo e alimentadas conforme o necessario para
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o fermentador. Cultivando-se os microorganismos ou células cultivadas em
tanque de cultivo e alimentando-os conforme o necessario para o fermentador,
fermentagédo continua com microorganismos ou células cultivadas sempre
novas que possuem alta capacidade de fabricagdo de produto quimico é
possibilitada para permitir fermentagdo continua com alto desempenho
produtivo mantido por longo tempo.

A Fig. 2 e vista lateral esquematica para explicar outro exemplo
do aparelho de fermentagdo continua do tipo separacio de membranas
utilizado na presente invengdo. Exemplo tipico do aparelho de fermentagao
continua em que elemento de membrana de separagéo é disposto no interior
do tanque de reagdo de fermentagdo utilizado no método de fabricagado de
produto quimico de acordo com a presente invengdo & exibido na vista
esquematica da Fig. 2.

Na Fig. 2, o aparelho de fermentag&o continua do tipo separagao
de membrana € composto essencialmente de tanque de reagdo de
fermentacdo 1 e aparelho de regulagem da diferenga de cabega d'agua 3.
Membrana porosa € integrada em elemento de membrana de separagdo 2 no
tanque de reagdo de fermentagdo 1. Esta membrana porosa pode utilizar, por
exemplo, membrana de separagdo e elemento de membrana de separacio
descritos na Patente Internacional n® 2002/064240. O elemento de membrana
de separagéo sera descrito com mais detalhes posteriormente.

Em seguida, é descrita em detalhes a fermentagdo continua no
aparelho continuo do tipo separagdo de membrana da Fig. 2.

Meio € introduzido continua ou intermitentemente por meio de
bomba de alimentagéo de meio 7 para o tanque de reagdo de fermentagéo 1.
Se necessario, o meio pode haver sido esterilizado por meio de aquecimento
ou submetido a esterilizagdo com filtro antes da introdugdo no tanque de

reacdo de fermentagdo. Dura nte a produgdo de fermentagdo, o liquido de
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fermentagdo no tanque de reagédo de fermentagédo 1 é agitado, se necessario,
com agitador 5 no tanque de reagdao de fermentagdo 1. No momento da
produgdo de fermentagdo, gas necessario pode ser alimentado, se necessario,
por meio de aparelho de alimentagdo de gas 4 para o tanque de reagéo de
fermentacéo 1. No momento da produgdo por fermentagéo, o pH do liquido de
fermentagéo no tanque de reacgédo de fermentagao 1 é regulado, se necessario,
com aparelho de regulagem e sensor de pH 9 e bomba de alimentagéao de
solugdo reguladora de pH 8 e a temperatura do liquido de fermentagao no
tanque de reacéo de fermentagdo 1 é regulada, se necessario, por regulador
de temperatura 10, por meio do qué pode ser conduzida produgdo por
fermentacdo com alto rendimento. Neste exemplo, pH e temperatura sao
ilustrados como condigdes fisico-quimicas do liquido de fermentagdo a serem
reguladas com aparelhos de medigdo e aparelhos de controle, mas, se
necessario, oxigénio dissolvido ou ORP podem ser regulados, ou a
concentracdo de produto quimico no liquido de fermentagdo € medida com
analisador tal como sensor quimico on-line e condigées fisico-quimicas podem
ser reguladas utilizando, como indicador, a concentragdo de produto quimico
no liquido de fermentagdo. Em introdugéo continua ou intermitente do meio, €
preferivel que a quantidade e a velocidade do meio introduzido sejam
reguladas adequadamente utilizando, como indicador, certo valor de medigao
no ambiente fisico-quimico do liquido de fermentagdo com o aparelho de
medicéo.

Na Fig. 2, o liquido de fermentagédo é filtrado e separado em
microorganismos e produto de fermentagdo por elemento de membrana de
separagao 2 instalado no tanque de reagao de fermentagdo 1 e o produto de
fermentagdo pode ser retirado do sistema de aparelho. Os microorganismos
filtrados/separados permanecem no sistema de aparelho, de forma a atingir

alta densidade de microorganismos no sistema de aparelho para alangar
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producdo por fermentagdo com alto rendimento. Filtragem/separagdo com o
elemento de membrana de separagdo 2 € atingida por diferenga de pressao de
cabega d'agua a partir da superficie da agua do tanque de reagdo de
fermentagao 1, de forma que nao necessita de poténcia especial. Conforme o
necessario, a velocidade de filtragem/separagao com o elemento de membrana
de separagdo 2 e a quantidade do liquido de fermentagéo no tanque de reagéo
de fermentagéo 1 podem ser adequadamente controladas com sensor de nivel
6 e aparelho de regulagem da diferenca de pressdo de cabega d'agua 3.
Filtragem/separagao por meio do elemento de membrana de separagéo podem
também ser atingidas por meio de filtragem de sucgdo com bomba ou similar
ou de pressuriza¢do no sistema de aparelho, se necessario. Microorganismos
ou células cultivadas podem ser cultivadas continuamente em tanque de cultivo
e alimentadas conforme o necessario para o fermentador. Cultivando-se os
microorganismos ou células cultivadas em tanque de cultivo e alimentando-os
conforme o necessario para o fermentador, fermentagdo continua com
microorganismos ou células cultivadas sempre novas que possuem alta
capacidade de fabricagdo de produto quimico é possibilitada para permitir a
manutengdo de fermentagdo continua com alto desempenho produtivo por
longo tempo.

E agora descrito o elemento de membrana de separagéo utilizado
preferencialmente no aparelho de fermentagao continua empregado no método
de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente invengao.

E descrito o elemento de membrana de separagéo exibido na Fig.
3. Membrana de separagédo e elemento de membrana de separagéo descritos
na Patente Internacional n°® 2002/064240 podem ser preferencialmente
utilizados no aparelho de fermentagdo continua utilizado no meétodo de
fabricacdo de produto quimico de acordo com a presente invencao. Conforme

exibido na Fig. 3, o elemento de membrana de separagéo € constituido pela
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disposicdo de material de passagem 14 e da membrana de separagao 15,
nesta ordem, sobre os dois lados de placa de sustentagdo 13 que possui
rigidez. A placa de sustentagao 13 possui parte concava 16 sobre os seus dois
lados. A membrana de separagédo 15 filtra o liquido de fermentacéo. Pelo
material de passagem 14, agua permeada filtrada através da membrana de
separacdo 15 flui eficientemente para a placa de sustentagdo 13. A agua
permeada que fluiu para a placa de sustentagdo 13 passa através da parte
coéncava 16 da placa de sustentagéo 13 e é descarregada por meio de cano de
coleta de agua 17 para o lado externo do tanque de cultivo de fermentagao. A
poténcia de descarga da agua permeada pode ser gerada por meio de método
que utiliza diferenga de pressao de cabecga d'agua, filtragem de sucgao com
bomba, liquido, gas ou similar, ou pressurizagéo no aparelho.

E descrito agora o elemento de membrana de separagao exibido
na Fig. 4. Conforme exibido na Fig. 4, o elemento de membrana de separagao
¢ composto essencialmente de feixes de membranas de separagao 18
compostos de membranas de fibra oca, camada de vedagéao de resina superior
19 e camada de vedagdo de resina inferior 20. O feixe de membranas de
separagdo é unido e fixado na forma de feixe pela camada de vedagao de
resina superior 19 e a camada de vedagao de resina inferior 20. Por meio de
unidoffixagdo com a camada de vedagao de resina inferior, 0 oco da membrana
de fibra oca é vedado para evitar vazamento do cultivo de fermentag&o. Por
outro lado, a camada de vedagédo de resina superior 19 nao veda o orificio
interno da membrana de fibra oca, para permitir o fluxo de agua permeada para
o cano de coleta de agua 22. Este elemento de membrana de separagao pode
ser disposto por meio de quadro de sustentagdo 21 no aparelho de
fermentacdo continua. A agua permeada filtrada através do feixe de
membranas de separacdo 18 passa através do espago oco da membrana de

fibra oca e é descarregada por meio do cano de coleta de agua 22 para o lado
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externo do tanque de cultivo de fermentagéo. A poténcia de descarga da agua
permeada pode ser gerada por meio de método que utiliza diferenga de
pressao de cabega d'agua, filtragem de sucgdo com bomba, liquido, gas ou
similar, ou pressurizagao no aparelho.

O material que constitui o elemento de membrana de separagéao
do aparelho de fermentacédo continua utilizado no método de fabricagdo de
produto quimico de acordo com a presente invengédo é preferencialmente
membro resistente a esterilizagéo a vapor sob alta pressao. Caso o lado interno
do aparelho de fermentagdo possa ser esterilizado, pode-se evitar
contaminagdo com microorganismos desfavoraveis durante fermentagéo
continua, para permitir fermentagdo continua mais estavel. O membro que
constitui o elemento de membrana de separagéo é preferencialmente resistente
as condigbes (121 °C, quinze minutos) de esterilizagdo a vapor sob alta
pressao. O material do membro de elemento de membrana de separag¢éo pode
ser adequadamente selecionado, por exemplo, a partir de metais tais como ago
inoxidavel e aluminio e resinas tais como resina de poliamida, resina de fluor,
resina de policarbonato, resina poliacetal, resina de tereftalato de polibutileno,
PVDF, resina de polifenileno éter modificado e resina de polissulfona.

No aparelho de fermentagao continua utilizado no método de
fabricagao de produto quimico de acordo com a presente invencgéo, o elemento
de membrana de separagéo pode ser instalado fora do tanque de fermentacéo
ou pode ser instalado dentro do tanque de fermentagao. No caso de instalagéo
fora do tanque de fermentagéo, o elemento de membrana de separagéo pode
ser instalado em tanque de separagdo de membrana disposto separadamente
para circular o liquido de fermentagdo entre o tanque de fermentacdo e o
tanque de separagdo de membrana, durante o qué o liquido de fermentagéo
pode ser filtrado continuamente através do elemento de membrana de

separagao.
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No aparelho de fermentagdo continua utilizado no método de
fabricagcao de produto quimico de acordo com a presente invengéo, o tanque
de separagdo de membrana é desejavelmente capaz de esterilizagado a vapor
sob alta pressdo. Caso o tanque de separagdo de membrana seja capaz de
esterilizagcdo a vapor sob alta pressdo, pode-se facilmente evitar a
contaminagao devido a bactérias saprofiticas.

EXEMPLOS

A seguir, a fim de explicar a presente invengao em mais detalhes,
realizagbes especificas nas quais acido D-lactico, etanol, acido pirGvico, acido
succinico, 1,3-propanodiol, acido itacOnico, cadaverina, &acido nucleico e
aminoacido foram selecionados como o produto quimico e microorganismo ou
células cultivadas que possuem capacidade de fabricar cada produto quimico
foram utilizados em fermentacgao continua utilizando os aparelhos exibidos nas
vistas esquematicas nas Figs. 1 e 2 sdo descritas com referéncia aos
Exemplos.

EXEMPLO DE REFERENCIA 1

PREPARACAO DE LINHAGEM DE LEVEDURA QUE POssuUl CAPACIDADE DE PRODUCAO

pE Acipo L-LAcTico

Linhagem de leveduras que possui capacidade de produgido de
acido L-lactico foi criada conforme segue. Gene LDH derivado de seres
humanos foi ligado abaixo no fluxo de promotor PDC1 sobre genoma de
levedura, de forma a criar linhagem de leveduras que possui capacidade de
producdo de &cido L-lactico. Reagdo em cadeia de polimerase (PCR) foi
conduzida utilizando La-Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) ou KOD-Plus-polimerase
(TOYOBO CO., LTD.) de acordo com as suas instrugées anexas.

Apds o cultivo e recuperagao de linhagem celular estabelecida de
cancer de mama humano (MCF-7), o RNA total foi extraido utilizando Reagente

TRIZOL (Invirogen). Utilizando o RNA total resultante como modelo, reagao de
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transcricao reversa foi conduzida utilizando Sistema de Selegao SuperScript
(Invitrogen) para sintetizar cDNA. Os detalhes da operagao foram de acordo
com os protocolos anexos. O cDNA obtido desta forma foi utilizado como
modelo de amplificagédo para PCR subsequente.

Gene L-ldh foi clonado por meio de PCR com KOD-Plus-
polimerase e conjunto de primers de oligonucleotideos descrito em SEQ ID N°
1 e 2, em que o cDNA obtido por meio da operagao acima foi utilizado como
modelo de amplificagdo. Cada fragmento de amplificagdo de PCR foi
purificado, fosforilado em seguida no seu término com T4 polinucleotideo
quinase (fabricada pela TAKARA) e ligado a vetor pUC118 (que havia sido
tratado por meio de divisdo com enzima de restricao Hincll e submissdo em
seguida da superficie de divisdo a desfosforilagéo). Esta ligagao foi conduzida
com kit de ligagédo de DNA Ver. 2 (fabricado pela TAKARA). O produto de
plasmideo de ligagéo foi utilizado para transformar Escherichia coli DH5¢ do
qual DNA de plasmideo foi recuperado em seguida para gerar plasmideos em
que varios genes L-ldh (SEQ ID N° 3) haviam sido subclonados. Os plasmideos
pUC118 resultantes nos quais o gene L-Idh havia sido inserido foram digeridos
com enzimas de restricdo Xhol e Notl e cada um dos fragmentos de DNA
resultantes foi inserido em local de divisao Xhol/Notl de vetor de expressao de
levedura pTRS11 (Fig. 5). O plasmideo de expresséo de gene L-ldh derivado
de seres humanos pL-ldh5 (gene L-ldh) foi obtido desta forma. O pL-ldh5
mencionado acima que & vetor de expressao de gene L-ldh derivado de seres
humanos foi depositado como plasmideo isolado sob FERM AP-20421 em 21
de fevereiro de 2005 junto ao Depositario do Organismo Internacional de
Patentes (IPOD), Instituto Nacional de Tecnologia e Ciéncia Industrial
Avangada (AIST) (Central 6, 1-1-1 Higashi, Cidade de Tsukuba, Prefeitura de
Ibaraki, Japao).

Fragmento de DNA com 1,3 kb que contém o gene LDH derivado
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de seres humanos e sequéncia de término de gene TDH3 derivado de
Saccharomyces cerevisiae foi amplificada por meio de PCR com conjunto de
primers de oligonucleotideos descrito em SEQ ID N° 4 e 5, em que o plasmideo
pL-ldh5 que contém o gene LDH derivado de seres humanos foi utilizado como
modelo de amplificagdo. Fragmento de DNA com 1,2 kb que contém gene
TRP1 derivado de Saccharomyces cerevisiae foi amplificado por meio de PCR
com conjunto de primers de oligonucleotideos descrito em SEQIDN°6e 7 eo
plasmideo pRS424 na forma de modelo de amplificagdo. Os fragmentos de
DNA correspondentes foram separados por meio de eletroforese de gel de
agarose a 1,5% e purificados de forma habitual. Mistura dos fragmentos de 1,3
kb e 1,2 kb obtidos desta forma foi utilizada como modelo de amplificagédo em
PCR com conjunto de primers de oligonucleotideos descritos em SEQ ID N° 4 e
7 para gerar produtos que foram submetidos em seguida a eletroforese de gel
de agarose a 1,5% para preparar fragmento de DNA de 2,5 kb que consiste do
gene LDH derivado de seres humanos e do gene TRP1 a ele ligado de forma
habitual. Este fragmento de DNA de 2,5 kb foi transformado de forma habitual
em linhagem de levedura de enxerto NBRC10505, de forma a torna-io
triptofano nao auxotréfico.

O fato de que as células transformadas resultantes foram aquelas
que contém o gene LDH derivado de seres humanos ligado abaixo no fluxo de
promotor de PDC1 sobre genoma de levedura foi confirmado pela preparagao,
em primeiro lugar, do DNA de genoma da célula transformada de forma habitual,
utilizando-o como modelo de amplificagdo em PCR com conjunto de primer de
oligonucleotideos descritos em SEQ ID N° 8 e 9 para gerar fragmento de DNA
de amplificagdo com 0,7 kb. A capacidade ou ndo de produgéo de acido lactico
pelas células transformadas foi confirmada por meio de determinagéo, em HPLC
sob as condigbes a seguir, da quantidade de acido lactico contida em

sobrenadante de cultivo das células transformadas cultivadas em meio SC
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(Methods in Yeast Genetics, Edigao 2000, CSHL Press).

Coluna: Shim-Pack SPR-H (fabricada pela Shimadzu Corporation)

Fase movel: 5 mM de &cido p-toluenossulfénico (velocidade de
fluxo de 0,8 mi/min)

Solucéo de reagao: 5 mM de acido p-toluenossulfénico, 20 mM de
Bis-Tris, 0,1 mM de EDTA-Z Na (velocidade de fluxo de 0,8 mi/min)

Método de detecgao: condutividade elétrica

Temperatura: 45 °C

A pureza otica de acido L-lactico foi medida por meio de HPLC
sob as condigdes a seguir.

Coluna: TSK-gel Enantio L1 (fabricada pela Tosoh Corporation)

Fase movel: 1 mM de solugao aquosa de sulfato de cobre

Velocidade de fluxo: 1,0 mi/min

Método de detecgao: UV 254 nm

Temperatura: 30 °C

A pureza otica de acido L-lactico é calculada utilizando a equagao
a seguir:

Pureza ética (%) = 100 x (L-D)/(L+D)

em que L representa a concentragdo de &cido L-lactico e D
representa a concentragdo de acido D-lactico.

Como resultado da analise de HPLC, 4 g/l de &cido L-lactico
foram detectados e acido D-lactico estava abaixo do limite de detecgéo. A partir
do estudo acima, confirmou-se que este transformador possui capacidade de
produgdo de &cido L-lactico. As células transformadas resultantes foram
utilizadas como linhagem de levedura SW-1 nos Exemplos abaixo.

EXEMPLO DE REFERENCIA 2

PREPARACAO DE MEMBRANA POROSA (N° 1)

Resina de fluoreto de poliviniideno (PVDF) e N,N-
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dimetilacetamida foram utilizadas como resina e solvente, respectivamente, e
agitadas suficientemente sob temperatura de 90 °C para gerar solugéo padrao
que possui a composicao a segulir:

fluoreto de polivinilideno: 13,0% em peso; e

N,N-dimetilacetamida: 87,0% em peso

Em seguida, a solugédo padrao foi resfriada até temperatura de 25
°C, aplicada em seguida sobre tecido nédo tecido de fibra de poliéster que
possui densidade de 0,48 g/cm?® e espessura de 220 um previamente fixado a
placa de vidro e que foi imediatamente mergulhado por cinco minutos em
banho de coagulagdo sob temperatura de 25 °C que possui a composi¢ao a
seguir, para gerar material base poroso que contém camada de resina porosa
formada sobre ele.

Agua: 30,0% em peso

N,N-dimetilacetamida: 70,0% em peso

Este material base poroso foi destacado da placa de vidro,
mergulhado por trés vezes em agua quente sob temperatura de 80 °C, de
forma a ser lavado para remover N,N-dimetilacetamida, para gerar membrana
de separacgéo.

A superficie da camada de resina porosa em area de 9,2 pm x
10,4 pm foi observada em ampliagdo de dez mil vezes sob microscopio
eletrdnico de varrimento. O diametro médio de todos os poros observaveis foi
de 0,1 pm.

Em seguida, a membrana de separagdo foi avaliada para
determinar o seu coeficiente de permeabilidade a agua purificada. A medigao
do coeficiente de permeabilidade a agua purificada foi conduzida com agua
purificada tratada com membrana de osmose reversa a 25 °C com altura de
cabega de um metro.

O desvio padrao do tamanho médio de poro foi de 0,035 pm e a
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aspereza da superficie da membrana foi de 0,06 pm. A membrana porosa
preparada desta forma podera ser preferencialmente utilizada na presente
invengao.

EXEMPLO DE REFERENCIA 3

PREPARAGAO DE MEMBRANA POROSA (N° 2)

Resina de fluoreto de polivinilideno (PVDF) foi utilizada como
resina, polietileno glicol (PEG) que possui peso molecular de cerca de 20.000
como agente formador de poros, N,N-dimetilacetamida como solvente e agua
purificada como néo solvente e estes materiais foram agitados suficientemente
sob temperatura de 90 °C para gerar solugdo padrao que possui a composi¢ao
a seguir:

Fluoreto de polivini‘lideno: 13,0% em peso

Polietileno glicol: 5,5% em peso

N,N-dimetilacetamida: 78,0% em peso; e

Agua purificada: 3,5% em peso.

Em seguida, a solugao padrao foi resfriada até temperatura de 25
°C, aplicada em seguida sobre tecido nao tecido de fibra de poliéster que
possui densidade de 0,48 g/cm® e espessura de 220 um, imediatamente
mergulhada por cinco minutos em agua purificada a 25 °C, mergulhada por trés
vezes em agua quente a 80 °C, de forma a ser lavada para remover N,N-
dimetilacetamida e polietileno glicol para gerar membrana de separagéo.

A superficie da camada de resina porosa em area de 9,2 um x
10,4 um no local da membrana de separagdo a qual havia sido aplicada a
solugao padrao foi observada em ampliagao de dez mil vezes sob microscoépio
eletrénico de varrimento. O diametro médio de todos os poros observaveis foi
de 0,02 pm.

A membrana de separacao foi avaliada para determinar o seu

coeficiente de permeabilidade a agua purificada. O coeficiente de
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permeabilidade a agua purificada foi de 2 x 10° m*’m?s-Pa. A medigéo do
coeficiente de permeabilidade a agua purificada foi conduzida com agua
purificada tratada com membrana de osmose reversa a 25 °C com altura de
cabeg¢a de um metro.

O desvio padrao do tamanho médio de poro foi de 0,0055 ym e a
aspereza da superficie da membrana foi de 0,1 um. A membrana porosa
preparada desta forma poderd ser preferencialmente utilizada na presente
invengao.

EXEMPLO DE REFERENCIA 4

PREPARACAO DE MEMBRANA POROSA (N° 3)

Membrana de separagao foi obtida da mesma forma do Exemplo
de Referéncia 3, exceto pelo uso de solugdo padrdo que possui a composi¢ao
a seguir:

Fluoreto de polivinilideno: 13,0% em peso

Polietileno glicol: 5,5% em peso

N,N-dimetilacetamida: 81,5% em peso.

A superficie da camada de resina porosa em area de 9,2 um X
10,4 pm no local da membrana de separagdo a qual havia sido aplicada a
solugdo padréo foi observada em ampliagédo de dez mil vezes sob microscopio
eletrénico de varrimento. O didmetro médio de todos os poros observaveis foi
de 0,19 pm.

O coeficiente de permeabilidade a agua purificada avaliado desta
membrana de separacdo foi de 100 x 10° m%m?s-Pa. A medigao do
coeficiente de permeabilidade a agua purificada foi conduzida com agua
purificada tratada com membrana de osmose reversa a 25 °C com altura de
cabecga de um metro.

O desvio padrao do tamanho médio de poro foi de 0,060 pm € a

aspereza da superficie da membrana foi de 0,08 ym. A membrana porosa
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preparada desta forma podera ser preferencialmente utilizada na presente
invengao.

EXEMPLO DE REFERENCIA §

PREPARACAO DE MEMBRANA POROSA (N° 4)

Resina de fluoreto de polivinilideno (PVDF) e N,N-
dimetilacetamida foram utilizadas como resina e solvente, respectivamente, e
agitadas suficientemente sob temperatura de 90 °C para gerar solugdo padrao
que possui a composigao a seguir:

Fluoreto de polivinilideno: 15,0% em peso; e

N,N-dimetilacetamida: 85,0% em peso

Em seguida, a solugdo padrao foi resfriada até temperatura de 25
°C, aplicada em seguida sobre tecido nao tecido de fibra de poliéster que
possui densidade de 0,48 g/cm® e espessura de 220 um previamente fixado a
placa de vidro e que foi imediatamente mergulhado por cinco minutos em
banho de coagulagdo sob temperatura de 25 °C que possui a composi¢édo a
seguir, para gerar material base poroso que contém camada de resina porosa
formada sobre ele.

Agua: 100,0% em peso

Este material de base porosa foi destacado da placa de vidro,
mergulhada por trés vezes em agua quente sob temperatura de 80 °C, de
forma a ser lavado para remover N,N-dimetilacetamida, para gerar membrana
de separagéo. A superficie da camada de resina porosa em area de 9,2 um x
10,4 um foi observada em ampliagdo de dez mil vezes sob microscopio
eletrénico de varrimento. O didmetro médio de todos os poros observaveis foi
de 0,008 um. O coeficiente de permeabilidade a agua purificada avaliado desta
membrana de separag&o foi de 0,3 x 10° m*m?s-Pa. A medicao do coeficiente
de permeabilidade a agua purificada foi conduzida com agua purificada tratada

com membrana de osmose reversa a 25 °C com altura de cabega de um metro.
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O desvio padrdo do tamanho médio de poro foi de 0,002 um e a aspereza da
superficie da membrana foi de 0,06 um.
EXEMPLO 1

PRODUCAO DE Acipo L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA (N° 1)

A produgao de acido L-lactico foi conduzida utilizando o aparetho
de fermentagéo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1 e meio de
fermentacgdo de &cido lactico de levedura que possui a composigcéo exibida na
Tabela 1. O meio foi utilizado apoés esterilizagdo a vapor em alta pressao (121
°C, quinze minutos). Como material de elemento de membrana de separagao,
utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel. Como
membrana de separagdo, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigées de
operagao do Exemplo 1 sdo as seguintes:

Capacidade de tanque de reagéo: 2 (L)

Capacidade do tanque de separagdo de membrana: 0,5 (L)

Membrana de separacao utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:
60 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeragéao do tanque de reacao: 0,05 (I/min)

Aeracgao do tanque de separagao de membrana: 0,3 (I/min)

Velocidade de agitagéo do tanque de reagao: 100 (rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 1 N NaOH

Velocidade de alimentagdo do meio de fermentagdo de acido
lactico: controle variavel na faixa de 50 a 300 ml/h.

Quantidade de liquido em circulagdo com aparelho de circulagao
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de liquido de fermentagao: 0,1 (I/min)

Regulagem da quantidade de dgua de permeacdo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferen¢a de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagdo continua até cem horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Levedura SW-1 criada no Exemplo de Referéncia 1 foi utilizada
como microorganismo, meio de fermentagdo de &cido lactico que possui a
composicdo exibida na Tabela 1 foi utilizada como meio, a concentragdo de
acido lactico na forma de produto foi avaliada por meio de HPLC exibida no
Exemplo de Referéncia 1 e a concentragédo de glicose foi medida com Teste de
Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

TABELA1

MEIo DE FERMENTAGAO DE Acipo LACTICO DE LEVEDURA

Glicose 100 g
Base de nitrogénio de levedura sem 6,7 g
aminoacido (Difco)

Padrao 19 aminoacidos excluindo 152 mg

leucina

Leucina 760 mg
Inositol 152 mg
Acido p-aminobenzéico 16 mg
Adenina 40 mg
Uracil 162 mg

Unidade (1/litro)
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Em primeiro lugar, a linhagem de SW-1 foi cultivada com agitacgao
por uma noite em 5 ml de meio de fermentagao de acido lactico em tubo de
ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em
100 ml de meio de fermentagdo de acido lactico novo e cultivado com agitagao
por 24 horas a 30 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar).
O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de fermentagao de
acido lactico no aparelho de fermentagédo continua do tipo de separagao de
membrana exibido na Fig. 1, tanque de reagédo 1 foi agitado com agitador a ele
fixado, seguido pela regulagem de aeragéo, controle de temperatura e ajuste
de pH do tanque de reacéo 1 e, sem operar bomba de circulagéo de liquido de
fermentagéo 10, o microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo prévio).
Imediatamente ap6s o término do cultivo prévio, a bomba de circulagao de
liquido de fermentagdo 10 foi operada e o microorganismo foi cuitivado
continuamente sob as condi¢des em que, além das condigées de operagao no
momento do cultivo prévio, tanque de separagdo de membrana 2 foi aerado,
meio de fermentacdo de acido lactico foi alimentado continuamente e a
quantidade de agua de permeagéao de membrana foi regulada de tal forma que
a quantidade do liquido de fermentagao no aparelho de fermentagéo continua
do tipo separagdao de membrana tornou-se 2 L, por meio do qué acido L-lactico
foi produzido por meio de fermentagédo continua. Neste teste de fermentacgéo
continua, a quantidade de agua de permeagdo de membrana foi regulada e
alterada sob as condi¢gdes de controle de agua de permeagédo de membrana
descritas acima, durante o qué a diferenca de cabega d’agua foi medida como
a diferenca de pressdo transmembrana com aparelho de regulagem de
diferenga de cabega d'agua 3. A concentracado de acido L-lactico produzida no
liquido de fermentagéo de permeagdo de membrana e a concentragdao de
glicose residual foram medidas em momento apropriado.

Os resultados no teste de fermentagdo continua por trezentas
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horas s&o exibidos na Tabela 2. A produgéo de acido L-lactico por meio de
fermentagéo continua estavel foi viavel por meio do método de fabricagdo de
produto quimico de acordo com a presente invengao utilizando o aparelho de
fermentacdo continua do tipo de separacio de membrana da Fig. 1. A
diferenga de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de fermentagao continua.

EXEMPLO 2

PRODUGAO DE Acipo L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA (N° 2)

O mesmo teste de fermentacédo continua de acido L-lactico do
Exemplo 1 foi conduzido utilizando a membrana porosa do Exemplo de
Referéncia 3 como membrana de separagéo. Os resultados sdo exibidos na
Tabela 2. Como resultado, tornou-se viavel a produgéo estavel de acido L-
lactico por meio de fermentagdo continua. A diferengca de presséao
transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentacao
continua.

EXEmPLO 3

PRODUCAOG DE AciDO L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA (N° 3)

O mesmo teste de fermentagdo continua de acido L-lactico do
Exemplo 1 foi conduzido utilizando a membrana porosa do Exemplo de
Referéncia 4 como membrana de separacdo. Os resultados sdo exibidos na
Tabela 2. Como resultado, tornou-se viavel a produgao estavel de acido L-lactico
por meio de fermentacdo continua. A diferenga de pressdo transmembrana
variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagao continua.
EXEMPLO 4

PRODUGAO DE ACIDO L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA (N° 4)
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A produgao de acido L-lactico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagdo continua da Fig. 2 e meio de fermentagdo de levedura que
possui a composi¢ao exibida na Tabela 1. O meio foi utilizado apés esterilizacao
a vapor em alta pressdo (121 °C, quinze minutos). Como material de elemento
de membrana de separagéo, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e
ago inoxidavel. Como membrana de separagéo, foi utilizada a membrana porosa
preparada no Exemplo de Referéncia 1. A menos que indicado em contrario, as
condi¢bes de operagdo deste exemplo séo as seguintes:

Capacidade de tanque de reagao: 2 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeragéo do tanque de reagéo de fermentagao: 0,05 (I/min)

Velocidade de alimentagdo do meio de fermentacdo de acido
lactico: controle variavel na faixa de 50 a 300 ml/h.

Velocidade de agitagdo do tanque de reagdo de fermentagao: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 1 N NaOH

Regulagem da quantidade de agua de permeacgéo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagao continua até 80 horas: regulada em 0,1
kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 80 horas a 160 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 160 horas a 240 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20

kPa ou menos).
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Esterilizacdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressé@o em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

A levedura SW-1 criada no Exemplo de Referéncia 1 foi utilizada
comb microorganismo, meio de fermentagdo de acido lactico que possui a
composigao exibida na Tabela 1 foi utilizada como meio, a concentragio de
acido L-lactico na forma de produto foi avaliada por meio de HPLC exibida no
Exemplo de Referéncia 1 e a concentragéo de glicose foi medida com Teste de
Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Em primeiro lugar, a linhagem de SW-1 foi cultivada com agitagao
por uma noite em 5 ml de meio de fermentagéo de acido lactico em tubo de
ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em
100 ml de meio de fermentagao de acido lactico novo e cultivado com agitagcao
por 24 horas a 30 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar).
O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de fermentagao de
acido lactico no aparelho de fermentagao continua do tipo de separagéo de
membrana exibido na Fig. 2, tanque de reagéo 1 foi agitado a 400 rpm com
agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de aeragdo, controle de
temperatura e ajuste de pH do tanque de reagdo 1 e o microorganismo foi
cultivado por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente ap6s o término do cultivo
prévio, o microorganismo foi cuitivado continuamente com meio de
fermentagéo de &cido lactico alimentado continuamente e com a quantidade de
agua de permeagdo de membrana regulada de tal forma que a quantidade do
liquido de fermentagdo no aparelho de fermentagdo continua do tipo de
separagao de membrana tornou-se 1,5 |, por meio do qué foi produzido acido L-
lactico por meio de fermentacdo continua. Neste teste de fermentagéao
continua, a quantidade de agua de permeagido de membrana foi regulada e

alterada sob as condigdes de controle de agua de permeacédo de membrana
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descritas acima, durante o qué a diferenga de cabeca d’agua foi medida como
a diferenca de pressdo transmembrana com aparelho de regulagem de
diferenca de cabega d'agua 3. A concentragéo de acido L-lactico produzida no
liquido de fermentagdo de permeagdo de membrana e a concentragao de
glicose residual foi medida em momento apropriado. O rendimento de acido L-
lactico em agucar e a velocidade de produgdo de acido L-lactico calculada a
partir do acido L-lactico e glicose introduzida calculada a partir da concentragao
de glicose sdo exibidos na Tabela 2.

Como resultado do teste de fermentagéo por 240 horas, producgao
estavel de acido L-lactico por meio de fermentagao continua foi viavel por meio
do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invengao utilizando o aparelho de fermentagao continua da Fig. 2. A diferenga
de pressdo transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de
fermentagao continua.

EXEMPLO §

PRODUGAO DE Acipo L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA (N° 5)

O mesmo teste de fermentagdo continua de acido L-lactico do
Exemplo 4 foi conduzido utilizando a membrana porosa preparada no Exemplo
de Referéncia 3 como membrana de separagdo. Os resultados s3o exibidos na
Tabela 2. Como resultado, tornou-se viavel a produgio estavel de acido L-lactico
por meio de fermentagdo continua. A diferenca de pressdo transmembrana
variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentacso continua.
EXEMPLO 6

PRODUGAO DE AciDo L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA (N° 6)

O mesmo teste de fermentagdo continua de acido L-lactico do

Exemplo 5 foi conduzido utilizando a membrana porosa preparada no Exemplo
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de Referéncia 4 como membrana de separagdo. Os resultados s&o exibidos na
Tabela 2. Como resultado, tornou-se viavel a producgéo estavel de acido L-lactico
por meio de fermentagdo continua. A diferenga de pressdo transmembrana
variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentacgéo continua.

EXEMPLO COMPARATIVO 1

PRODUGAO DE Acipo L-LAcTico POR MEIO DE FERMENTAGAO EM BATELADAS

Como forma de fermentagao utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentagdo em bateladas tipica foi conduzida para avaliar a sua
produtividade de &cido L-lactico. Foi conduzido teste de fermentagdo em
bateladas, em que foi utilizado o meio de fermentag¢éao de acido lactico exibido
na Tabela 1 e foi utilizado o tanque de reagdo 1 somente do aparelho de
fermentagao continua do tipo de separagéo de membrana da Fig. 1. O meio foi
utilizado ap6s esterilizagédo a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos). A
levedura SW-1 criada no Exemplo de Referéncia 1 também foi utilizada como
microorganismo neste exemplo comparativo, a concentragéo de acido L-lactico
na forma de produto foi avaliada por meio de HPLC exibida no Exemplo de
Referéncia 1 e a concentragdo de glicose foi medida com Teste de Glicose
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). As condi¢gdes de operagdo do
Exemplo Comparativo 2 sao as seguintes:

Capacidade do tanque de reagédo (quantidade do meio de
fermentagao de acido lactico): 1 (L)

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeragao do tanque de reagdo: 0.05 (I/min)

Velocidade de agitagao do tanque de reagao: 100 (rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 1 N NaOH

Em primeiro lugar, a linhagem de SW-1 foi cultivada com agitagao
por uma noite em 5 ml de meio de fermentagio de acido lactico em tubo de

ensaio (cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em
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100 ml de meio de fermentagéo de acido lactico novo e cultivado com agitagao
por 24 horas em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio). O cultivo prévio
foi inoculado em 1,5 | de meio de fermentagao de acido lactico em aparelho de
fermentagéo continua do tipo de separagdo de membrana, tanque de reagéo 1
foi agitado a 100 rpm com agitador 5 a ele fixado e o tanque de reagéo 1 foi
aerado. Foram conduzidos ajuste de temperatura e ajuste de pH e, sem operar
bomba de circulagdo de liquido de fermentagédo 10, foi conduzido cultivo de
fermentagdo em bateladas. A quantidade dos microorganismos cultivados
neste cultivo foi de 14 em termos de absor¢do a 600 nm. Os resultados de

fermentacao em bateladas séo exibidos na Tabela 2.

TABELA 2
Ex. Comparativo 1 Ex. 1 Ex. 2 Ex.3 | Ex.4 | Ex.5 | Ex.6
Tempo de
72 300 300 300 300 300 300
fermentagéo (h)
Glicose total
100 2620 2720 2750 | 2120 | 2070 | 2110
introduzida (g)
Acido L-lactico
total produzido 26 1580 1625 1540 § 1350 | 1305 | 1350
(9)
Glicose nao
0 60 75 90 40 30 35
utilizada (g)
Rendimento de
Acido L-lactico
0,26 0,62 0,58 0,58 0,65 0,64 0,65
com relagdo a
acucar (g/g)
Velocidade
de produgdo
0,36 2,6 2,5 25 3,0 2,9 3,0
de acido
L-lactico (g/I/h)

A velocidade de produgao de acido L-lactico foi significativamente

aprimorada pelo método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
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presente invengao utilizando o aparelho de fermentagao exibido nas Figs. 1 e 2.
EXEMPLO COMPARATIVO 2

PRODUGAO DE Acipo L-LAcTico POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA

Fermentagdo continua foi conduzida da mesma forma que no
Exemplo 1, exceto pelo fato de que a membrana porosa que possui pequeno
diametro de poro e baixo coeficiente de permeabilidade a agua purificada,
preparada no Exemplo de Referéncia 5, foi utilizada como membrana de
separacao e a quantidade de agua que penetrou através da membrana foi
regulada por meio de regulagem da velocidade de fluxo com diferenga de
pressao transmembrana (regulada na faixa de 0,1 ou mais a 20 kPa ou menos
em todo o periodo de fermentagao continua).

Como resultado, a diferenga de pressao transmembrana excedeu
20 kPa em 96 horas apds o inicio do cultivo, para causar a obstrugdo da
membrana e, desta forma, foi suspensa a fermentacdo continua.
Conseqlentemente, revelou-se que a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 5 nao € apropriada para a produgao de acido L-lactico.

EXEMPLO COMPARATIVO 3

PRODUCAO DE AciDo L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA

UTILIZANDO LEVEDURA

Fermentagao continua foi conduzida da mesma forma que no
Exemplo 4, exceto pelo fato de que a membrana porosa que possui pequeno
didmetro de poro e baixo coeficiente de permeabilidade a agua purificada,
preparada no Exemplo de Referéncia 5, foi utilizada como membrana de
separagao e a quantidade de agua que penetrou através da membrana foi
regulada por meio de regulagem da velocidade de fluxo com diferenca de
pressao transmembrana (regulada na faixa de 0,1 ou mais a 20 kPa ou menos

em todo o periodo de fermentagao continua).
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Como resultado, a diferenga de presséo transmembrana excedeu

20 kPa em 80 horas apds o inicio do cultivo, para causar a obstrugao da

membrana e, desta forma, foi suspensa a fermentagdo continua.

Consequientemente, revelou-se que a membrana porosa preparada no

Exemplo de Referéncia 5 ndo é apropriada para a produgao de acido L-lactico.
EXEMPLO 7

PRODUCAO DE ETANOL POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 1)

A producao de etanol foi conduzida utilizando o aparelho de
fermentacao continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1 e meio de
fermentagéo de etanol que possui a composigdo exibida na Tabela 3. O meio
foi utilizado ap6s esterilizagdo a vapor em alta pressao (121 °C, quinze
minutos). Como membrana de separagao, foi utilizada a membrana porosa
preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as
condicOes de operagao deste exemplo séo as seguintes:

Capacidade de tanque de reagéo: 2 (L)

Capacidade do tanque de separag¢do de membrana: 0,5 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeracao do tanque de reagao: 0.05 (I/min)

Aeragao do tanque de separacdo de membrana: 0.3 (I/min)

Velocidade de agitagao do tanque de reagao: 100 (rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 1 N NaOH

Velocidade de alimentagdo do meio de fermentagdo de etanol:
controle variavel na faixa de 50 a 300 mi/h.

Quantidade de liquido em circulagao com aparelho de circulagao
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de liquido de fermentagao: 0,1 (I/min)

Regulagem da quantidade de agua de permeagio da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenca de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagdo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: régulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem NBRC10505 foi utilizada como microorganismo, meio
de fermentagdo de etanol que possui a composicdo exibida na Tabela 1 foi
utilizado como meio e a concentragédo de etanol como produto foi quantificada
por meio de cromatografia de gas para avaliagdo. Em cromatografia de gas,
utilizou-se Shimadzu GC-2010 capilar GC TC-1 (GL Science) 15 metros de
comprimento x 0,63 mm de didmetro interno, df 1,5 um, e detector de chama de
hidrogénio (FID) na detecgado e calculo. A concentragéo de glicose foi medida
com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

TABELA 3
MEIO DE FERMENTAGAO DE ETANOL
Glicose 100 ¢

Base de nitrogénio de levedura sem 6,79
aminoacido (Difco)

Padréao 19 aminoacidos excluindo 78 mg
leucina

Leucina 380 mg
Inositol 76 mg
Acido p-aminobenzéico 8 mg
Adenina 40 mg
Uracil 76 mg

Unidade (1/litro)
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Em primeiro lugar, a linhagem de NBRC10505 foi cultivada com
agitagao por uma noite em 5 ml de meio de fermentagéao de etanol em tubo de
ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em
100 ml de meio de fermentagéo de etanol novo e cultivado com agitagdo por 24
horas a 30 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar). O
cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de fermentagao de
etanol no aparelho de fermentagdo continua do tipo de separagdo de
membrana exibido na Fig. 1, tanque de reagdo 1 foi agitado a 100 rpm com
agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de aeragao, controle de
temperatura e ajuste de pH do tanque de reagdo 1 e, sem operar bomba de
circulagao de liquido de fermentagéo 10, o microorganismo foi cultivado por 24
horas (cultivo prévio). Imediatamente apés o término do cultivo prévio, a bomba
de circulagédo de liquido de fermentacédo 10 foi operada e o microorganismo foi
cultivado continuamente sob as condicdes em que, além das condigbes de
operagao no momento do cultivo prévio, tanque de separagédo de membrana 2
foi aerado, meio de fermentagdo de etanol foi alimentado continuamente e a
quantidade de agua de permeagao de membrana foi regulada de tal forma que
a quantidade do liquido de fermentagao no aparelho de fermentagao continua
do tipo separagdo de membrana tornou-se 2 L, por meio do qué etanol foi
produzido por fermentagdo continua. Neste teste de fermentagdo continua, a
quantidade de agua de permeagao de membrana foi regulada e alterada sob as
condi¢gbes de controle de agua de permeagdo de membrana descritas acima,
durante o qué a diferenca de cabega d'agua foi medida como a diferenca de
pressao transmembrana com aparelho de regulagem de diferenga de cabeca
d'agua 3. A concentracao de etanol produzida no liquido de fermentagao de
permeacdo de membrana e a concentragao de glicose residual foram medidas
em momento apropriado. Os resultados sao exibidos na Tabela 4.

A produgéao estavel de etanol por meio de fermentagao continua
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do tipo separagdo de membrana foi vidvel por meio do método de fabricagéo de
produto quimico de acordo com a presente invengao utilizando o aparelho de
fermentagao continua da Fig. 1. A diferenca de pressao transmembrana variou
dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagéo continua.

EXEMPLO 8

PRODUCAO DE ETANOL POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A produgéo de etanol foi conduzida utilizando o aparelho de
fermentagéo continua da Fig. 2 e meio de fermentagao de etanol que possui a
composig¢ao exibida na Tabela 3. O meio foi utilizado apos esterilizagéo a vapor
em alta pressdo (121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de
membrana de separacéo, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e aco
inoxidavel. Como membrana de separagéo, foi utilizada a membrana porosa
preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as
condigbes de operagéo deste exemplo s@o as seguintes:

Capacidade de tanque de reagao: 2 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separacao de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeragao do tanque de reagao de fermentagéo: 0,05 (I/min)

Velocidade de alimentagdo do meio de fermentagdo de &cido
lactico: controle variavel na faixa de 50 a 300 mi/h.

Velocidade de agitacéo do tanque de reagéo de fermentagao: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 1 N NaOH

Regulagem da quantidade de agua de permeacgao da membrana:

regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de presséo transmembrana
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(do inicio da fermentag&o continua até 80 horas: regulada em 0,1
kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 80 horas a 160 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 160 horas a 240 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Esterilizacdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Levedura NBRC10505 foi utilizada como microorganismo, meio
de fermentacdo de etanol que possui a composigdo exibida na Tabela 2 foi
utilizado como meio, a concentragéo de etanol na forma de produto foi avaliada
por meio de cromatografia de gas exibida no Exemplo 7 e a concentragéo de
glicose foi medida com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.).

Em primeiro lugar, a linhagem NBRC10505 foi cultivada com
agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de fermentacgéo de etanol em tubo de
ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em
100 ml de meio de fermentacéo de etanol novo e cultivado com agitagéo por 24
horas a 30 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar). O
cultivo previo preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de fermentagao de
etanol no aparelho de fermentagdo continua do tipo de separagdo de
membrana exibido na Fig. 2, tanque de reagédo 1 foi agitado a 400 rpm com
agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de aeracdo, controle de
temperatura e ajuste de pH do tanque de reagdo 1 e o microorganismo foi
cultivado por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente apés o término do cultivo
prévio, o microorganismo foi cultivado continuamente em meio de fermentagao

de etanol alimentado continuamente e com a quantidade de agua de
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permeacgao de membrana regulada de tal forma que a quantidade do liquido de
fermentagcdo no aparelho de fermentagdo continua do tipo de separagao de
membrana tornou-se 1,5 |, por meio do qué foi produzido etanol por
fermentacao continua. Neste teste de fermentagao continua, a quantidade de
agua de permeagao de membrana foi regulada e alterada sob as condi¢gdes de
controle de agua de permeacao de membrana descritas acima, durante o qué a
diferengca de cabega d’agua foi medida como a diferenca de presséao
transmembrana com aparelho de regulagem de diferenga de cabega d'agua 3.
A concentragao de etanol produzida no liquido de fermentagéo de permeagao
de membrana e a concentragdo de glicose residual foram medidas em
momento apropriado. O rendimento de etanol em agucar e a velocidade de
produgdo de etanol calculada a partir do etanol e glicose introduzida calculada
a partir da concentragao de glicose sao exibidos na Tabela 4.

A producao estavel de etanol por meio de fermentagdo continua
foi viavel por meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com
a presente invengao utilizando o aparelho de fermentagdo continua da Fig. 2. A
diferenga de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de fermentagao continua.

ExXEmMPLO COMPARATIVO 4

PRODUCAO DE ETANOL POR MEIO DE FERMENTAGAO EM BATELADAS

Como forma de fermentagado utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentagdo em bateladas tipica foi conduzida para avaliar a sua
produtividade de etanol. Foi conduzido teste de fermentagdo em bateladas, em
que foi utilizado o meio de fermentagdo de etanol exibido na Tabela 3 e o
tanque de reagado 1 somente do aparelho de fermentagéo continua do tipo de
separagdo de membrana da Fig. 1. O meio foi utilizado apds esterilizagao a
vapor em alta pressdao (121 °C, quinze minutos). Levedura NBRC10505

também foi utilizada como microorganismo neste exemplo comparativo, a
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concentragcdo de etanol na forma de produto foi avaliada por meio de
cromatografia de gas exibida no Exemplo 6 e a concentragédo de glicose foi
medida com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).
As condigbes de operagao deste exemplo comparativo sdo as seguintes:

Capacidade do tanque de reagdo (quantidade do meio de
fermentagao de etanol): 1 (L)

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeracgao do tanque de reagéo: 0,05 (I/min)

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao: 100 (rpm)

Ajusté de pH: ajustado em pH 5 com 1 N NaOH

Em primeiro lugar, a linhagem NBRC10505 foi cultivada com
agitacao por uma noite em 5 ml de meio de fermentagéo de etanol em tubo de
ensaio (cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em
100 m! de meio de fermentagéo de etanol novo e cultivado com agitagdo por 24
horas em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio). O cultivo prévio foi
inoculado em 1,5 | de meio de fermentagdo de etanol no aparelho de
fermentagao continuo do tipo de separagdo de membrana, tanque de reagéo 1
foi agitado a 100 rpm com agitador 5 a ele fixado e o tanque de reagéo 1 foi
aerado. Foram conduzidos ajuste de temperatura e ajuste de pH e, sem operar
bomba de circulagdo de liquido de fermentagdo 10, foi conduzido cultivo de
fermentagdo em bateladas. A quantidade dos microorganismos cultivados
neste cultivo foi de 18 em termos de absor¢gdo a 600 nm. Os resultados de
fermentacéo em bateladas sdo exibidos na Tabela 4.

TABELA 4

Exemplo
Exemplo 7 Exemplo 8
Comparativo 4 :

Tempo de fermentag¢ao (h) 28 300 300

Glicose total introduzida (g) 100 6320 4750
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Exemplo
Exemplo 7 Exemplo 8
Comparativo 4

Total de etanol produzido (g) 47 2900 2120
Glicose nao utilizada (g) 0 50 35
Rendimento de etanol com

0.47 0.46 0.45
relagdo a agucar (g/g)
Velocidade de produgao de

1.7 4.8 47

etanol (g/I/h)

A velocidade de produgdo de etanol foi significativamente
aprimorada pelo método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente invengao utilizando o aparelho de fermentagio exibido nas Figs. 1 e
2.
EXEMPLO 9

PRODUCAO DE AcIDo PIRUVICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 1)

A produgéo de acido piravico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagéo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1 e meio de
fermentagéo de acido pirGvico que possui a composi¢éo exibida na Tabela 5. O
meio foi utilizado apds esterilizagdo a vapor em alta pressio (121 °C, quinze
minutos). Como membrana de separagéo, foi utilizada a membrana porosa
preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as
condigdes de operacao deste exemplo séo as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagéo: 2 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)
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Aeragéao do tanque de reagao de fermentagao: 1,5 (I/min)

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagdo: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5,5 com 4 N NaOH

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagdo, € o meio utilizado, foram esterilizados sob alta
pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Regulagem da quantidade de agua de permeacédo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenca de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagao continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 180 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 180 horas a 264 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem P120-5a de Torulopsis glabrata (FERM P-16745) foi
utilizada como microorganismo, meio de fermentacdo de acido pirGvico que
possui a composi¢cdo exibida na Tabela 5 foi utilizado como meio e a
concentragéo de acido pirtvico como produto foi avaliada por meio de HPLC
sob as condigbes a seguir:

Coluna: Shim-Pack SPR-H (fabricada pela Shimadzu Corporation)

Fase movel: 56 mM de acido p-toluenossulfénico (velocidade de
fluxo de 0,8 ml/min)
Solugdo de reagao: 5 mM de acido p-toluenossulfonico, 20 mM de Bis-Tris, 0,1
mM de EDTA-2Na Na (velocidade de fluxo de 0,8 ml/min)

Método de detecgéo: condutividade elétrica

Temperatura: 45 °C

A concentragao de glicose foi medida com Teste de Glicose Wako
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C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).
TABELA §

MEio DE FERMENTACAO DE AciDo PIRUVICO

Glicose 100 g/l
Sulfato de amdnio 5q/l
Di-hidrogénio fosfato de potassio 149/l
Sulfato de magnésio 7H,0 0,5 g/L
Hidrolisados de soja 2gll
Acido nicotinico 8 mg/!
Cloridrato de piridoxina 1 mg/l
Biotina 0,05 mg/
Cloridrato de tiamina 0,05 mg/l
pH 5,5

Em primeiro lugar, a linhagem de P120-5a foi cultivada com
agitagéo por uma noite em 5 ml de meio de fermentagédo de acido pirGvico em
tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi
inoculado em 100 ml de meio de fermentagdo de acido pirGvico novo e
cultivado com agitag&o por 24 horas a 30 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml
(cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de
meio de fermentagéo de acido pirivico no aparelho de fermentagdo continua
do tipo de separagdo de membrana exibido na Fig. 1, tanque de reagdo de
fermentagéo 1 foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido pela
regulagem de aerag&o, controle de temperatura e ajuste de pH do tanque de
reagao de fermentag&@o 1 e o microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo
prévio). Imediatamente apés o término do cultivo prévio, a bomba de circulagao
de liquido de fermentagdo 10 foi operada e o microorganismo foi cultivado

continuamente sob as condigées em que, além das condigdes de operacdo no
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momento do cultivo prévio, tanque de separagcdo de membrana 2 foi aerado,
meio de fermentagdo de acido piravico foi alimentado continuamente e a
quantidade de agua de permeagdo de membrana foi regulada de tal forma que
a quantidade do liquido de fermentagdao no aparelho de fermentagéo continua
do tipo separagdo de membrana tornou-se 2 L, por meio do qué acido pirtvico
foi produzido por meio de fermentagao continua. Neste teste de fermentacgéo
continua, a quantidade de agua de permeagdo de membrana foi regulada e
alterada sob as condigdes de controle de agua de permeagado de membrana
descritas acima, durante o qué a diferenga de cabega d’agua foi medida como
a diferenga de pressdo transmembrana com aparelho de regulagem de
diferencga d.e cabega d’agua 3. A concentragdo de acido pirtvico produzida no
liquido de fermentagdo de permeagdo de membrana e a concentragdo de

glicose residual foram medidas em momento apropriado. Os resultados no

teste de fermentagao continua por trezentas horas sao exibidos na Tabela 6.

A producado estavel de acido piravico por meio de fermentagao
continua estavel foi viavel por meio do método de fabricagdo de produto
quimico de acordo com a presente invengéo utilizando o aparelho de
fermentacao continua do tipo de separagdo de membrana da Fig. 1. A
diferenca de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de fermentagao continua.

ExemPLO 10

PRoODUCAO DE AciDo PIRUVICO POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA (N° 2)

A produgédo de acido pirtvico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagdo continua da Fig. 2 e meio de fermentagdo de &cido pirtvico
que possui a composicdo exibida na Tabela 5. O meio foi utilizado apés
esterilizagdo a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos). Como material
de elemento de membrana de separacgao, utilizou-se moldagem de resina de

polissulfona e ago inoxidavel. Como membrana de separagéo, foi utilizada a
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membrana porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que
indicado em contrario, as condigdes de operagdo deste exemplo sdo as
seguintes:

Capacidade de tanque de reagao: 2 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separacao de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeracao do tanque de reagao de fermentagao: 1 (I/min)

Velocidade de alimentagdo do meio de fermentagdo de acido
lactico: controle variavel na faixa de 50 a 300 mi/h.

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagéo: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5,5 com 4 N NaOH

Regulagem da quantidade de agua de permeacgdo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagdo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 180 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 180 horas a 264 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Esterilizacdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Linhagem de Torulopsis glabrata P120-5a (FERM P-16745) foi

utilizada como microorganismo, meio de fermentagdo de acido pirivico que



10

15

20

25

82

possui a composi¢do exibida na Tabela 5 foi utilizado como meio e a
concentragao de acido pirGivico como produto foi avaliada por meio de HPLC
sob as condi¢gdes a seguir:

Em primeiro lugar, a linhagem de P120-5a foi cultivada com
agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de fermentacédo de &cido pirtvico em
tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi
inoculado em 100 ml de meio de fermentagdo de acido piruvico novo e
cultivado com agitagdo por 24 horas a 30 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml
(cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de
meio de fermentacéo de acido lactico no aparelho de fermentagéo continua do
tipo de separagdo de membrana exibido na Fig. 2, tanque de reagdo 1 foi
agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de
aeracéo, controle de temperatura e ajuste de pH do tanque de reagédo 1 e o
microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente ap6s
o término do cultivo prévio, meio de fermentagdo de acido piravico foi
alimentado continuamente e o microorganismo foi cultivado continuamente com
a quantidade de agua de permeagao de membrana regulada de tal forma que a
quantidade do liquido de fermentagdo no aparelho de fermentagéo continua do
tipo de separagdo de membrana tornou-se 1,5 |, por meio do qué foi produzido
acido pirtvico por meio de fermentagdo continua. Neste teste de fermentagao
continua, a quantidade de agua de permeagdo de membrana foi regulada e
alterada sob as condi¢ées de controle de agua de permeagdo de membrana
descritas acima, durante o qué a diferenga de cabega d’agua foi medida como
a diferenga de pressdo transmembrana com aparelho de regulagem de
diferenga de cabega d’agua 3. A concentragdo de &cido pirtvico produzida no
liquido de fermentagdo de permeacdo de membrana e a concentragdo de
glicose residual foram medidas em momento apropriado. O rendimento de

acido lactico com relagéo a agucar e a velocidade de produgao de acido lactico



10

15

20

25

83

calculada a partir do acido pirGvico e glicose introduzida calculada a partir da
concentracéo de glicose s&o exibidos na Tabela 6.

Como resultado do teste de fermentagao por 300 horas, produgéo
estavel de acido pirtvico por meio de fermentagao continua foi viavel por meio
do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invencgéao utilizando o aparelho de fermentagdo continua da Fig. 2. A diferenga
de pressdo transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de
fermentagao continua.

ExempLO 11

PRODUCAO DE AciDo PIRUVICO POR MEIO DE FERMENTAGCAO CONTINUA (N° 3)

Foi utilizado o aparelho de fermentagao continua do tipo
separacdo de membrana da Fig. 1, linhagem NBRCO0005 foi utilizada como
microorganismo e todas as demais condigdes foram idénticas ao Exemplo 9.
Os resultados de fermentagdo continua sdo exibidos na Tabela 6. Como
resultado do teste de fermentagdo por 300 horas, produgédo estavel de acido
pirvico por fermentagao continua foi viavel por meio do método de fabricagao
de produto quimico de acordo com a presente invengéo utilizando o aparelho
de fermentagdo continua do tipo de separagdo de membrana da Fig. 1. A
diferenca de press&o transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de ferméntagéo continua.

EXEmMPLO 12

PRODUCAO DE AciDo PIRUVICO POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA (N° 4)

Foi utilizado o aparelho de fermentagdo continua da Fig. 2,
linhagem NBRCO0005 foi utilizada como microorganismo e todas as demais
condicbes foram idénticas ao Exemplo 10. Os resultados de fermentagéo
continua sao exibidos na Tabela 6. Como resultado do teste de fermentagao
por 300 horas, produgéo estavel de acido pirdvico por fermentagéo continua foi

viavel por meio do método de fabricagcéo de produto quimico de acordo com a
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presente invengao utilizando o aparelho de fermentacao continua da Fig. 2. A
diferenca de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de fermentacao continua.

EXEMPLO COMPARATIVO 5

PRODUCAO DE AcIDO PIRUVICO POR MEIO DE FERMENTACAO EM BATELADAS (N° 1)

Como forma de fermentagdo utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentagdao em bateladas tipica foi conduzida em fermentador de
jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de acido pirtivico. Como
meio, foi utilizado o meio exibido na Tabela 5 apés esterilizagdo a vapor em
alta pressao (121 °C, quinze minutos). Linhagem P120-5a foi utilizada como
microorganismo neste exemplo comparativo, a concentragdo de acido pirtvico
na forma de produto foi avaliada por meio de HPLC exibida no Exemplo 9 e a
concentragdo de glicose foi medid_a com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). As condigcdes de operagdo deste exemplo
comparativo s&o as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentacdo (quantidade do
meio de fermentagao de acido pirtvico): 1 (L)

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeragao do tanque de reagao de fermentagao: 1 (I/min)

Velocidade de agitagdo do tanque de reagéo de fermentagao: 600
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5,5 com 4 N NaOH

Em primeiro lugar, a linhagem P120-5a foi cultivada com agitagéo
por uma noite em 5 ml de meio de fermentagéo de acido pirivico em tubo de
ensaio (cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em
50 m! de meio de fermentagao de acido pirGvico novo e cultivado com agitagéao
por 24 -horas em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio). O cultivo prévio

foi inoculado em um litro de meio de fermentagdo de acido pirivico em
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fermentador de jarra e submetido a fermentagao em bateladas. Os resultados

de fermentagao em bateladas séo exibidos na Tabela 6.

EXEMPLO COMPARATIVO 6

PRODUGAO DE AciDO PIRUVICO POR MEIO DE FERMENTACAO EM BATELADAS (N° 2)

Como forma de fermentagéo utilizando microorganismo, a maior

parte da fermentagdo em bateladas tipica foi conduzida em fermentador de

jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de acido piravico. Neste

exemplo comparativo, linhagem NBRC0005 foi utilizada como microorganismo

e todas as demais condigdes foram idénticas ao Exemplo Comparativo 3. Os

resultados de fermentacao em bateladas sao exibidos na Tabela 6.

TABELA 6

Ex. Comparativo3 | Ex. 9 Ex. 10 Ex. Comparativo4 | Ex. 11 Ex. 12
Tempo de fermentagao (h) 72 264 264 45 264 264
Glicose total introduzida (g) 100 3410 2806 100 3440 2660
Totai de piruvato de sédio

70 1790 1237 58 1580 1110
produzido (g)
Glicose nao utilizada (g) 0 320 419 0 190
Rendimento de piruvato de
s6dio com relagdo a agucar 0,70 0,58 0,52 0,58 0,49 0,45
(g/9)
Velocidade de produgao de

1,0 34 3.1 1,28 3,0 2,8
piruvato de sddio (g//h)

A velocidade de produgéo de acido pirtvico foi significativamente

aprimorada pelo método de fabricagao de produto quimico de acordo com a

presente invengdo utilizando o aparetho de fermentagao exibido nas Figs. 1 e

2.

EXEMPLO 13

PRODUGCAO DE ACIDO SUCCiNICO POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA (N° 1)
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A produgao de acido succinico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagao continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1.

A menos que indicado em contrario, acido succinico e glicose na
producdo de acido succinico foram medidos por meio do método a seguir.
Acido succinico em sobrenadante centrifugado de cultivo foi analisado por meio
de HPLC (Shimadzu LC10A, monitor de RI: RID-10A, coluna: Aminex HPX-
87H). A temperatura da coluna era de 50 °C, a coluna foi equilibrada com 0, 01
N H,SO,4 e amostra foi injetada em seguida na coluna e analisada por meio de
eluicdo com 0, 01 H,SO,. Glicose foi medida por sensor de glicose (BF-4, Qji
Scientific Instruments).

O meio foi utilizado apés esterilizagdo a vapor em alta presséao (121
°C, quinze minutos). Como membrana de separagéo, foi utilizada a membrana
porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em
contrario, as condigbes de operagéo deste exemplo s&o as seguintes:

Capacidade de tanque de reagéo: 2 (L)

Capacidade do tanque de separagao de membrana: 0,5 (L)

Membrana de separagao utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:

60 cm?

Controle de temperatura: 39 (°C)

Aeragao de CO, do tanque de reagdo: 10 (ml/min)

Aeracdo de CO; do tanque de separagdo de membrana: 1 00
(ml/min)

Velocidade de agitagao do tanque de reagéo: 100 (rpm)
Ajuste de pH: ajustado em pH 6,4 com 2 M Na,CO3
Velocidade de alimentagdo do meio de fermentagdo de acido

lactico: controle variavel na faixa de 50 a 300 mi/h.
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Quantidade de liquido em circulagdo com aparelho de circulagéo
de liquido de fermentacgao: 0,1 (I/min)

Regulagem da quantidade de agua de permeacgio da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferen¢a de pressao transmembrana

(do inicio da fermentacédo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 264 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Neste exemplo, foi conduzida a produgdo continua de acido
succinico por Anaerobiospirillum succiniciproducens ATCC 53488 como
microorganismo que possui capacidade de produgdo de acido succinico. 100
ml de meio de cultivo de semente que consiste de 20 g/l de glicose, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 3g/l de K;HPO,, 1 g/l de NaCl, 1 g/L
de (NH4)2S04, 0,2 g/l de MgCl; e 0,2 g/l de CaCl,-2H,0 foram introduzidos em
frasco Erlenmeyer de 125 ml e esterilizados por meio de aquecimento. Em
porta-luvas anaerébico, adicionou-se 1 ml de 30 mM Na,CO; e 0,15 ml of 180
mM H.SO, e foram adicionalmente agregados 0,5 ml de solucéo reduzida que
consiste de 0,25 g/l de cisteina-HCI e 0,25 g/L. de Na,S. Em seguida, linhagem
ATCC53488 foi inoculada no meio e mantida em cultivo estacionario a 39 °C
por uma noite (cultivo prévio preliminar). 5 ml de solugao reduzida que consiste
de 0,25 g/l de cisteina-HC! e 0,25 g/l de NayS-9H,0 foram adicionados a 1,5 |
de meio de fermentagdo de acido succinico (Tabela 7) no aparelho de
fermentag&o continua do tipo separagdo de membrana exibido na Fig. 1 e 50
ml do cultivo prévio preliminar foram inoculados. Tanque de reacdo de
fermentacéo 1 foi agitado a 200 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido pela

regulagem de aeragcdo de CO,, controle de temperatura e ajuste de pH do
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tanque de reagéo de fermentagéo 1 e o microorganismo foi cultivado por 24
horas (cultivo prévio). '
TABELA 7

MEio DE FERMENTACAO DE ACIDO SUCCINICO

Meio para Actinobacillus

succinogenes
Glicose 100,0 gll
NaCl 1,0 g/l
CaCl; * 2H,0 0,2 g/l
NaH;PO, - H,O 1.2 g/l
Na;HPO,4 0,3 g/l
KzHPO; - g/l
MgCl, - 6H,0 0,2 g/l
Vitamina B3 10 ng/l
Biotina 200 pg/l
Acido félico 200 ug/|
Tiamina -« HCI 500 ng/l
Riboflavina 500 ug/l
Niacina 500 pg/l
Acido pantoténico 500 ell
Acido p-aminobenzoéico 500 g/l
Vitamina Bg 1 pg/l
Extrato de levedura 50 g/l
Liquido de maceragao de milho 10,0 g/l
Polipeptona - g/l
NH,4CI - g/l

FeSO, - 7H,0 - g/l
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Imediatamente ap6és o término do cultivo prévio, meio de
fermentacdo de acido succinico foi alimentado continuamente e o
microorganismo foi cultivado continuamente enquanto a quantidade de agua de
permeagao de membrana foi regulada de tal forma que a quantidade do liquido
de fermentag&o no aparelho de fermentagéo continua do tipo de separagéo de
membrana tornou-se 2 |, por meio do qué foi produzido acido succinico por
fermentag&do continua. A quantidade de agua de permeacgéo de membrana no
teste de fermentacé&o continua foi regulada por meio de alteragédo adequada da
diferenga de cabega d’agua, de tal forma que a diferenga de cabega d’agua do
tanque de reagédo de fermentagdo fosse de até 2 m, ou seja, a diferenca de
pressao transmembrana foi de 0,1 ou mais a 20 kPa ou menos. A concentragio
de acido succinico produzida no liquido de fermentagdo de permeacéo de
membrana e a concentragédo de glicose residual foram medidas em momento
apropriado. A velocidade de produgao de acido succinico e o rendimento de
acido succinico, calculados a partir da concentragao de acido succinico e de
glicose, sdo exibidos na Tabela 8. A diferenga de pressdo transmembrana
variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagéo continua.

EXEMPLO 14

PRODUCAO DE ACIDO SUCCINICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A produgéao de acido succinico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagdo continua da Fig. 2. O meio foi utilizado ap6s esterilizagdo a
vapor em alta pressdo (121 °C, quinze minutos). As concentragbes de acido
succinico e glicose foram medidas da mesma forma que no Exemplo 13. Como
membrana de separagdo, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigdes de
operagao deste exemplo sdo as seguintes:

Capacidade de tanque de reagao: 2 (L)

Membrana de separacdo utilizada: membrana de filtragem de
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fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 39 (°C)

Aeragéo de CO; do tanque de reagéo de fermentagéo: 10 (mi/min)

Velocidade de alimentagdo do meio de fermentacdo de acido
lactico: controle variavel na faixa de 50 a 300 ml/h.

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentacgéo: 600
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 6,4 com 2 M Na,COs

Regulagem da quantidade de agua de permeacéo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenca de pressédo transmembrana

(do inicio da fermentagéo continua até 80 horas: regulada em 0,1
kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 80 horas a 160 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 160 horas a 280 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta presséo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Neste exemplo, foi conduzida a produgdo continua de acido
succinico por linhagem de Anaerobiospirillum succiniciproducens ATCC
53488 como microorganismo que possui capacidade de produgdo de acido
succinico. 100 ml de meio de cultivo de semente que consiste de 20 g/l de
glicose, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 3g/L de K;HPOy, 1
g/l de NaCl, 1 g/L de (NH4)>SO4, 0,2 g/l de MgCl; e 0,2 g/l de CaCl,-2H,0

foram introduzidos em frasco Erlenmeyer de 125 ml e esterilizados por meio
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de aquecimento. Em porta-luvas anaerdbico, adicionou-se 1 mi de 30 mM
Na,CO3 e 0,15 ml de 180 mM H,SO, e foram adicionalmente agregados 0,5
ml de solug&o reduzida que consiste de 0,25 g/l de cisteina-HCl e 0,25 g/L de
Na,S. Em seguida, linhagem ATCC53488 foi inoculada no meio e mantida em
cultivo estacionario a 39 °C por uma noite (cultivo prévio preliminar). 5 mi de
solugdo reduzida que consiste de 0,25 g/l de cisteina-HCI| e 0,25 g/l de
Na,S-9H,O foram adicionados a 1,5 | de meio de fermentagdo de acido
succinico (Tabela 7) no aparelho de fermentagao continua exibido na Fig. 2 e
50 ml do cultivo prévio preliminar foram inoculados. Tanque de reagao de

fermentacgéo 1 foi agitado a 600 rpm com agitador 5 a ele conectado, seguido

, pela regulagem de aeragéo de CO,, controle de temperatura e ajuste de pH

do tanque de reacdo de fermentagdo 1 e o microorganismo foi cultivado por
24 horas (cultivo prévio).

Imediatamente apés o término do cultivo prévio, meio de
fermentacdo de 4&cido succinico foi alimentado continuamente e o
microorganismo foi cultivado continuamente enquanto a quantidade de agua de
permeacéo de membrana regulada de tal forma que a quantidade do liquido de
fermentagdo no aparelho de fermentagao continua do tipo de separagéo de
membrana tornou-se 1,5 |, por meio do qué foi produzido acido succinico por
fermentagdo continua. A quantidade de agua de permeagao de membrana no
teste de fermentacao continua foi regulada por meio de alteragao adequada da
diferenca de cabeg¢a d'agua com aparelho de regulagem da diferenga de
cabecga d'agua 3, de tal forma que a cabega d’agua do tanque de reagao de
fermentagao fosse de até 2 m, ou seja, a diferenga de pressao transmembrana
foi de 0,1 a 20 kPa. A concentragédo de acido succinico produzida no liquido de
fermentagdo de permeagéao de membrana e a concentragao de glicose residual
foram medidas em momento apropriado. A velocidade de produgéo de acido

succinico e o rendimento de acido succinico, calculados a partir da
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concentragdo de acido succinico e de glicose, sdo exibidos na Tabela 8. A
diferenga de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de fermentagao continua.

EXEmPLO COMPARATIVO 7

PRODUCAO DE Acipo Succinico POR MEIO DE FERMENTAGAO EM BATELADAS

A produgdo de acido succinico por meio de fermentagédo em
bateladas de Anaerobiospirillum succiniciproducens foi conduzida conforme
segue.

100 ml de meio de cultivo de semente que consiste de 20 g/l de
glicose, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 3 g/L de K;HPO,, 1
g/l de NaCl, 1 g/L de (NH,4)2SO4, 0,2 g/l de MgCl; e 0,2 g/l de CaCl,-2H,0 foram
introduzidos em frasco Erlenmeyer de 125 ml e esterilizados por meio de
aquecimento. Em porta-luvas anaerobico, adicionou-se 1 ml de 30 mM Na,CO;
e 0,15 ml de 180 mM H,SO, e foram adicionalmente agregados 0,5 ml de
solugéo reduzida que consiste de 0,25 g/l de cisteina-HCI e 0,25 g/L de Na,S.
Em seguida, linhagem Anaerobiospirillum succiniciproducens ATCC53488 foi
inoculada no meio e mantida em cultivo estacionario a 39 °C por uma noite. Um
litro de meio de fermentacgédo exibido na Tabela 7 foi adicionado a fermentador
de mini-jarra (2 |, tipo BMJ, fabricado pela ABLE) e esterilizado por meio de
aquecimento (120 °C, vinte minutos).

Gas CO; foi introduzido sob velocidade de 10 mi/min com
aspersor, adicionou-se 10 ml de solugado de 3 M Na,COs3 e o pH foi ajustado
em 6,8 com solucdo de acido sulfirico. Adicionou-se 5 ml de solugao
reduzida que consiste de 0,25 g/l de cisteina-HCl e 0.25 g/l de Na;S-9H,0 e
50 ml do cultivo de semente foram inoculados no meio e cultivados sob
velocidade de agitagdo de 200 rpm sob temperatura de 39 °C enquanto o pH
era ajustado em 6,4 com solugdo de 2 M NayCO;. Os resultados sao

exibidos na Tabela 8.
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TABELA S
Exemplo
Exemplo 13 | Exemplo 14

Comparativo 7
Tempo de fermentagao (h) 39 264 280
Glicose introduzida (9) 49 1090 1689
Acido succinico formado (9) 38 871 1394
Glicose néo utilizada (9) 1 16 29
Rendimento (9/9) 0.775 0.81 0.84
Velocidade de produgao (g/l/h) 0.97 2.2 3.3

A velocidade de produgcdo de acido succinico foi

significativamente aprimorada pelo método de fabricagdo de produto quimico
de acordo com a presente invengdo utilizando o aparelho de fermentagao
exibido nas Figs. 1 é 2.

EXEmPLO 15

PRODUCAO DE ACIDO SUCCINICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 3)

A produgéo de acido succinico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagdo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1. As
concentragcdes de acido succinico e glicose foram medidas da mesma forma
que no Exemplo 13. O meio foi utilizado apés esterilizagdo a vapor em alta
pressao (121 °C, quinze minutos). Como membrana de separagao, foi utilizada
a membrana porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2. As condigdes de
operacao neste exemplo sdo idénticas ao Exemplo 13, exceto pela regulagem
da quantidade de agua de permeagao de membrana a seguir.

Regulagem da quantidade de agua de permeagao da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de presséao transmembrana

(do inicio da fermentagado continua até 100 horas: regulada em

0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;
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- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 254 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Neste exemplo, foi conduzida a produgdo continua de acido
succinico por linhagem de Anaerobiospirillum succiniciproducens ATCC 53488
como microorganismo que possui capacidade de produgao de acido succinico.
75 mL de meio de fermentagéo de acido succinico para Actinobacillus exibido
na Tabela 9 e 4,0 g de MgCO3; foram adicionados a tubo de ensaio de 100 ml
de soro, seguidos pela substituicdo do gas no tubo por CO; e esterilizagdo sob
aquecimento. 7,5 ml de suspensao bacteriana da linhagem ATCC55618 foram
inoculados e cultivados a 37 °C por 24 horas para preparar cultivo de semente
(cultivo prévio preliminar).

TABELA 9

MEeio DE FERMENTACAO DE ACIDO SUCCINICO

Meio para  Anaerobiospirillum

succiniciproducens
Glicose 50,0 g/l
NaCl - gll
CaCl, - 2H,0 0,2 gll
NaH,PO, - H,O - gll
Na,HPO, - g/l
K;HPO, 1,0 gll
MgCl, - 6H,0 0,2 gll
Vitamina B, - ng/l
Biotina - ng/l

Acido félico - ug/|
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Meio para  Anaerobiospirillum

succiniciproducens
Tiamina + HCI - ng/l
Riboflavina - ug/l
Niacina - ug/l
Acido pantoténico - g/l
Acido p-aminobenzoéico - ug/!
Vitamina Bs - ng/l
Extrato de levedura 5,0 g/l
Liquido de maceragéo de milho - g/l
Polipeptona 10,0 g/l
NH,CI 0,4 gll
FeSO, + 7H,O 0,001 g/l

O aparelho de fermentagdo continua do tipo separagdo de
membrana exibido na Fig. 1 foi carregado com 1,5 | de meio de fermentacao de
acido succinico (Tabela 9) e 75 ml do cultivo prévio preliminar foram
inoculados. O microorganismo foi cultivado continuamente da mesma forma
que no Exemplo 13, exceto pelo fato de que a aeragdo de CO; no banho de
reacao de fermentacdo 1 foi de 75 ml/min, a aeragdo de CO, no tanque de
membrana de separagao foi de 150 ml/min, a temperatura foi de 39 °C e o pH
foi ajustado em 6, 8 com 5,5 M NaCOj. A concentragdo de acido succinico
produzida no liquido de fermentacdo de permea¢do de membrana e a
concentragdo de glicose residual foram medidas em momento apropriado. A
velocidade de produgao de acido succinico e o rendimento de acido succinico,
calculados a partir da concentragdo de acido succinico e de glicose, sao
exibidos na Tabela 10. A diferen¢a de pressao transmembrana variou dentro de

2 kPa em todo o periodo de fermentacao continua.
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EXEMPLO 16

PRODUCAO DE AcIDO SUCCINICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 4)

A produgéo de acido succinico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagdo continua da Fig. 2. O meio foi utilizado apéds esterilizagao a
vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos). As concentragbes de acido
succinico e glicose foram medidas da mesma forma que no Exemplo 13. Como
membrana de separagao, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. As condigbes de operagdo neste exemplo sédo
idénticas ao Exemplo 14, exceto pela regulagem da quantidade de agua de
permea¢ao de membrana a seguir.

Regulagem da quantidade de agua de permeag¢ao da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenca de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagao continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 280 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos). |

Neste exemplo, foi conduzida a produgdo continua de acido
succinico por linhagem de Actinobacillus succinogenes ATCC 55618 como
microorganismo que possui capacidade de produgédo de acido succinico. O
cultivo continuo foi conduzido da mesma forma que no Exemplo 14, exceto
pelo fato de que, na produgao continua de acido succinico por Actinobacillus
succinogenes, a aeragao de CO; no banho de reagao de fermentacgao foi de 75
ml/min e o pH foi ajustado em 6,8 com 5,5 M de NaCOs.

Em primeiro lugar, 76 mL de meio de fermentagdo de acido
succinico para Actinobacillus exibido na Tabela 9 e 4,0 g de MgCO3 foram

adicionados a tubo de ensaio de 100 ml de soro, seguidos pela substituicdo do
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gas no tubo por CO; e esterilizagao sob aguecimento. 7,5 ml de suspenséo
bacteriana da linhagem ATCC55618 armazenados anteriormente em estado
congelado foram inoculados no meio e cultivados a 37 °C por 24 horas para
preparar cultivo de semente (cultivo prévio preliminar). O aparelho de
fermentagao continua exibido na Fig. 2 foi carregado com 1,5 | de meio de
fermentacgao de acido succinico (Tabela 7) e 75 ml do cultivo prévio preliminar
foram inoculados no meio e cultivados por 24 horas com pH mantido em 6,8
(cultivo prévio). Apds o término do cultivo prévio, o meio de fermentacdo de
acido succinico da Tabela 9 foi alimentado continuamente e a quantidade de
agua de permeagdo de membrana foi regulada de forma que a quantidade do
liquido de fermentagdo no aparelho de fermentagdo continua do tipo de
separagdo da Fig. 2 se tornasse 1,5 |, por meio do qué acido piravico foi
produzido por fermentagdo continua. A concentragdo de acido piravico
produzida no liquido de fermentacdo de permeacdo de membrana e a
concentragdo de glicose residual foram medidas em momento apropriado. A
velocidade de produgéo de acido succinico e o rendimento de acido succinico,
calculados a partir da concentragdo de acido succinico e de glicose, séo
exibidos na Tabela 10. A diferenca de pressao transmembrana variou dentro de
2 kPa em todo o periodo de fermentacao continua.
EXEMPLO COMPARATIVO 8

PRODUCAO DE Acipo Succinico POR MEIO DE FERMENTAGCAO CONTINUA (N° 2)

A produgao de acido succinico por Actinobacillus succinogenes foi

conduzida conforme segue.

50 ml de meio de fermentagdo de acido succinico para
Actinobacillus exibido na Tabela 9 e 4,0 g de MgCO; foram adicionados a tubo
de ensaio de 100 ml de soro, seguidos pela substituicdo do gas no tubo por
CO, e esterilizagdo sob aquecimento. 5 ml de suspensdo bacteriana de

Actinobacillus succinofenes ATCC 55618 anteriormente criopreservada foram
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inoculados no meio e cultivados a 37 °C por 24 horas para preparar cultivo de
semente. Um litro de meio de fermentagéo exibido na Tabela 9 foi ajustado em
pH 6,8 e adicionado a fermentador de mini-jarra (2 |, tipo BMJ, fabricado pela
ABLE) e esterilizado por meio de aquecimento (120 °C, vinte minutos). Gas
5 CO, foi introduzido em velocidade de 50 ml/min com aspersor e a temperatura
foi regulada em 39 °C. 50 ml do cultivo de semente acima foram inoculados no
meio e cultivados mediante agitagdo a 600 rpm com lamina de agitag&o fixada
a ele enquanto o pH era ajustado em 6, 8 com 5, 5 M de NaCOs3. Os resultados

sao exibidos na Tabela 10.

10 TABELA 10
Exemplo Comparativo 8 Exemplo 15 Exemplo 16

Tempo de fermentagéo (h) 49 254 280
Glicose introduzida )} 100 1637 2182
Acido succinico formado ()] 72 1193 1520
Glicose nao utilizada (9) 4 25 11
Rendimento (g/9) 0,75 0,74 0,70
Velocidade de produgéo (g/\/h) 1,12 313 3,62

A velocidade de produgdo de acido succinico foi
significativamente aprimorada pelo método de fabricagéo de produto quimico
de acordo com a presente invengao utilizando os aparelhos de fermentacao
exibidos nas Figs. 1 e 2. |

15 ExEmPLO 17
PRODUCAO CONTINUA DE AciDO SUCCINICO POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA
(N° 5)

A produgdo de acido succinico foi conduzida utilizando o aparelho

de fermentagdo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1. As
20 concentragdes de acido succinico e glicose foram medidas da mesma forma

que no Exemplo 13. O meio foi utilizado apés esterilizagdo a vapor em alta
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pressdo (121 °C, quinze minutos). Como membrana de separaco, foi utilizada
a membrana porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2. As condigbes de
operagao neste exemplo sdo idénticas ao Exemplo 13, exceto pela regulagem
da quantidade de agua de permeagéo de membrana a seguir.

Regulagem da quantidade de agua de permeagao da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagéo continua até 80 horas: regulada em 0,1
kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 80 horas a 140 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 140 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Neste exemplo, foi conduzida a produgédo continua de acido
succinico por linhagem de Escherichia coli B ATCC 11303 como
microorganismo que possui capacidade de produgao de acido succinico. 150
ml de meio de cultivo de semente que consiste de 12 g/l de glicose, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 1 g/L de K;HPO,, 1 g/l de NaCl e 0,2
g/l de MgCl, foram introduzidos em frasco Erlenmeyer de 200 ml e ajustados
em pH 6, 8. Apds a adigao de 7,5 g de MgCOs, o meio foi esterilizado por meio
de aquecimento e resfriado & temperatura ambiente e, em porta-luvas
anaerobica, linhagem ATCC 11303 foi inoculada no meio e mantida em cultivo
estacionario por uma noite a 37 °C (cultivo prévio preliminar). O aparelho de
fermentacdo continua exibido na Fig. 1 foi carregado com 1,5 | de meio de
fermentagéo de acido succinico que consiste de 12 g/l de glicose, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 1 g/l de K;HPO,, 1 g/l de NaCl e 0,2
g/l de MgCl; e 150 ml do cultivo prévio preliminar foi inoculado no meio. A
fermentagcdo continua de acido succinico foi conduzida sob as mesmas

condicbes do Exemplo 13, exceto pelo fato de que a temperatura de
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fermentacao foi de 37 °C.

Apos cultivo prévio por 24 horas, o microorganismo foi cultivado
continuamente enquanto o meio de fermentagao de acido succinico exibido na
Tabela 11 era alimentado continuamente e a quantidade de agua de

5 permeacgao de membrana foi regulada de forma que a quantidade do liquido de
fermentagao no aparelho de fermentagao continua se tornasse 2 1.
TABELA 11

MEio DE FERMENTACAO DE AciDo SucciNico

Glicose 50 gll
Polipeptona 10 g/l
Extrato de levedura 5 g/l
Di-hidrogénio fosfato de potassio 1 g/l
Cloreto de sddio 1 g/l
Cloreto de magnésio 0,2 g/l

A concentragao de acido succinico produzida no liquido de
10 fermentagéo de permeagédo de membrana e a concentragéo de glicose residual
foram medidas em momento apropriado. A velocidade de produgio de acido
succinico e o rendimento de acido succinico, calculados a partir da
concentragéo de acido succinico e de glicose, sdo exibidos na Tabela 12. A
diferenga de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo

15 de fermentacgéao continua.

EXEmPLO 18
PRODUGAO CONTINUA DE Acipo Succinico POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA
(N°6)

A produgéo de acido succinico foi conduzida utilizando o aparelho

20 de fermentagao continua da Fig. 2. O meio foi utilizado apds esterilizagao a

vapor em alta pressdo (121 °C, quinze minutos). As concentragbes de acido
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succinico e glicose foram medidas da mesma forma que no Exemplo 13. Como
membrana de separagéo, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. As condigdes de operagdo neste exemplo sdo
idénticas ao Exemplo 14, exceto pela regulagem da quantidade de agua de
permeagao de membrana a seguir.

Regulagem da quantidade de agua de permeacgdo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentag&do continua até 80 horas: regulada em 0,1

- kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 80 horas a 120 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 120 horas a 180 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Neste exemplo, foi conduzida a produgdo continua de acido
succinico por linhagem de Escherichia coli B ATCC 11303 como
microorganismo que possui capacidade de producdo de acido succinico. 150
ml de meio de cultivo de semente que consiste de 12 g/l de glicose, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 1 g/L de K;HPO,, 1 g/l de NaCl e 0,2
g/l de MgCl, foram introduzidos em frasco Erlenmeyer de 200 ml e ajustados
em pH 6,8. Ap6s a adicéo de 7,5 g de MgCO;3, o meio foi esterilizado por meio
de aquecimento e resfriado a temperatura ambiente e linhagem ATCC 11303
foi inoculada no meio e mantida em cultivo estacionario por uma noite a 37 °C
(cultivo prévio preliminar). O aparelho de fermentagéo continua exibido na Fig.
2 foi carregado com 1,5 | de meio de fermentacao de acido succinico que
consiste de 12 g/l de glicose, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura,
1 g/L de K;HPO,4, 1 g/l de NaCl e 0,2 g/l de MgCl, e 150 ml do cultivo prévio
preliminar foram inoculados no meio. O microorganismo foi cultivado por 24

horas sob temperatura de 37 °C enquanto o pH era ajustado em 6,8 com 5,5 M
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de NaCOj3 (cultivo prévio). Apés o término do cultivo prévio, o microorganismo
foi cultivado enquanto o meio de fermentacido de acido succinico exibido na
Tabela 11 era alimentado continuamente e a quantidade de agua de
permeacao de membrana foi regulada de forma que a quantidade do liquido de
fermentagcdo no aparelho de fermentagdo continua se tornasse 1,5 I. A
velocidade de produgéo de acido succinico e o rendimento de acido succinico,
calculados a partir da concentragdo de acido succinico e de glicose, sao
exibidos na Tabela 12. A diferenga de pressao transmembrana variou dentro de
2 kPa em todo o periodo de fermentagéo continua.

EXEMPLO COMPARATIVO 9

PRODUGAO DE ACIDO SUCCINICO POR MEIO DE FERMENTACAO EM BATELADAS (N° 3)

A produgdo de acido succinico por meio de fermentagdo em
bateladas de Escherichia coli foi conduzida conforme segue.

100 ml de meio de cultivo de semente que consiste de 12 g/l de
glicose, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 1 g/L de K,HPO,, 1
g/l de NaCl e 0,2 g/l de MgCl, foram introduzidos em frasco Erlenmeyer de
1250 ml e ajustados em pH 6,8. Ap6s a adigdo de 5 g de MgCO3;, o meio foi
esterilizado por meio de aquecimento e resfriado a temperatura ambiente e, em
porta-luvas anaerébico, linhagem de Escherichia coli B ATCC 11303 foi
inoculada no meio e mantida em cultivo estacionario por uma noite a 37 °C. Um
litro de meio de fermentagdo que consiste de 12 g/l de glicose, 10 g/l de
polipeptona, 5 g/l de extrato de levedura, 1 g/l de K,HPO,, 1 g/l de NaCl e 0,2
g/l de MgCl, foram ajustados em pH 6,8, adicionados a fermentador de mini-
jarra (2 |, tipo BMJ, fabricado pela ABLE) e esterilizado por meio de
aquecimento (120 °C, vinte minutos). Gas CO, foi introduzido em velocidade de
50 ml/min com aspersor e a temperatura foi regulada em 37 °C. 100 ml do
cultivo de semente acima foram inoculados no meio e cultivados mediante

agitagao a 600 rpm com lamina de agitagao fixada a ele enquanto o pH era
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ajustado em 6,8 com 5,5 M de NaCOj3. O cultivo foi conduzido enquanto 200 mi
de solugéo de 100 g/l de glicose eram adicionados pouco a pouco, de forma
que a concentragao de glicose no cultivo ndo excedesse 20 g/l. Os resultados

sao exibidos na Tabela 12.

TABELA 12
Exemplo
Exemplo 17 | Exemplo 18

Comparativo 9
Tempo de fermentagéo (h) 36 200 180
Glicose introduzida (9 32 732 850
Acido succinico formado (9) 3 72 81
Glicose nao utilizada (9) 0 12 40
Rendimento (9/9) 0,1 0,1 0,1
Velocidade de produgéo (g/l/h) 0,09 0,24 0,30

A velocidade de produgdo de &cido succinico foi
significativamente aprimorada pelo método de fabricagdo de produto quimico
de acdrdo com a presente invengéo utilizando os aparelhos de fermentagéo
exibidos nas Figs. 1 e 2.

EXEmMPLO 19

PRODUCAO DE 1,3-PROPANODIOL POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA (N° 1)

A produgéo de 1,3-propandiol foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagéo continua do tipo separagciao de membrana da Fig. 1 e meio de
produgéo de 1,3-propanodiol com a composic¢éo exibida na Tabela 13.

Em primeiro lugar, € descrito o método de isolamento, identificagdo e medigao
de 1,3-propanodiol como produto.

| A conversdo de glicerol em 1,3-propanodiol foi confirmada por
meio de HPLC. Esta andlise foi conduzida utilizando métodos padrao e

materiais disponiveis para os técnicos no campo da técnica de cromatografia.
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Em metodo apropriado, foi utilizado sistema HPLC Waters Maxima 820
utilizando detecgédo de Rl e UV (210 nm). Amostra recebeu inje¢do em
velocidade de fluxo de 0,5 ml/min em coluna Shodex SH-1011 (8 mm x 300
mm, adquirida da Waters, Milford MA) regulada em temperatura de 50 °C e
equipada com coluna prévia Shodex SH-1011P (6 mm x 50 mm) com 0,01 N
H,SO, como fase moével. Quando a andlise quantitativa estava por ser
conduzida, acido trimetilacético de quantidade conhecida foi utilizado como
padréo externo para preparar a amostra. Os tempos de retengéo de glicose
(deteccao de RI), glicerol, 1,3-propanodiol (deteccdo de RI) e A&cido
trimetilacético (deteccédo de RI e UV) foram de cerca de 15 minutos, 20
minutos, 26 minutos e 35 minutos, respectivamente.

A produgédo de 1,3-propanodiol foi confirmada por meio de GC/MS.
Esta analise foi conduzida utilizando métodos padrao e materiais disponiveis para
os técnicos no campo da técnica de GC/MS. Utilizou-se, por exemplo, sistema
cromatografico de gas Hewlett Packard 5890 Série Il conectado a detector seletivo
de massa Hewlett Packard 5971 Série (El) e coluna HP-INNOWax (comprimento
de 30 m, didmetro interno de 0,25 mm, espessura de filme de 0,25 um). O tempo
de retencao e espectro de massa de 1,3-propanodiol formado foram comparados
com os de 1,3-propanodiol padrao (m/e: 57, 58).

Também foi conduzida a derivagdo de amostra. 30 pl de acido
perclérico concentrado (70% v/v) foram adicionados a 1,0 ml de amostra (tal
como sobrenadante de cultivo). Apoés a mistura, a amostra foi liofilizada.
Mistura 1:1 (300 ul) de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida:piridina foi adicionada
ao material liofilizado, misturada vigorosamente em seguida e mantida a 65 °C
por uma hora. A amostra foi tornada transparente por meio de remogao de
materiais insollveis por centrifugagdo. O liquido resuitante foi separado em
duas fases e a sua fase superior foi utilizada em analise. A amostra foi

submetida a cromatografia sobre coluna DB-5 (48 m, diametro interno de 0,25
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mm, espessura do filme de 0,25 pm, da J&W Scientific) e o tempo de retengéo
e espectro de massa do derivado de 1,3-propanodiol obtido a partir do
sobrenadante de cultivo foram comparados com os obtidos da amostra padrao.
O espectro de massa de 1,3-propanodiol derivado de TMS contém 205, 177,
130 e 115 unidades de massa atémica (AMU) de ions caracteristicos.

O meio foi utilizado apos esterilizagao a vapor em alta presséo
(121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de membrana de
separagao, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel.
Como membrana de separacéo, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigées de
operagéao deste exemplo séo as seguintes:

Capacidade de tanque de reagao: 2 (L)

Membrana de separagédo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:

120 cm?

Controle de temperatura: 37 (°C)

Aeragéo do tanque de reacdo de fermentagao: 0,6 (I/min) de gas
nitrogénio

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagéo: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 7,0 com 5 N NaOH

Esterilizacdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagao, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta presséo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Regulagem da quantidade de agua de permeagio da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de presséo transmembrana

(do inicio da fermentagéo continua até 100 horas: regulada em
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0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 320 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem ATCC 25955 de Klebsiella pneumoniae foi utilizada como
microorganismo, meio de fermentagao de 1,3-propanodiol que possui a composi¢cao
exibida na Tabela 13 foi utilizado como meio e a concentragao de 1,3-propanodiol
como produto foi avaliada por meio do método de HPLC descrito acima.

A concentragao de glicose foi medida com Teste de Glicose Wako
C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

TABELA 13

MEIO DE FERMENTACAO DE 1,3-PROPANODIOL

Glicose 10 g/
Glicerol 40 g/l
Sulfato de amédnio 5,35 g/l
Cloreto de potassio 0,75 g/l
Di-hidrogénio fosfato de sodio 1,38 g/l
Sulfato de magnésio - 7 H,O 0,26 g/l
Sulfato de sodio 0,28 g/l
Acido citrico 0,42 g/l
Extrato de levedura 149/
Cloreto de calcio - 2H,0 0,29 mg/L
Cloreto de ferro - 6H,0 0,025 g/l
Cloreto de manganés - 6 H,O 0,01 g/l
Cloreto de zinco 0,003 g/l
Cloreto de cobalto - 6 H,O 0,002 g/l
Cloreto de cobre - 6 H,O 0,85 mg/l

pH 7,0
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Em primeiro lugar, a linhagem Klebsiella pneumoniae ATCC
25955 foi cultivada com agitagao por uma noite em 5 ml de meio de produgao
de 1,3-propanodiol em tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O
cultivo resultante foi inoculado em 50 ml de meio de produgdo de 1,3-
propanodiol novo e cultivado com agitagdo por 24 horas a 30 °C em frasco
Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi
inoculado em 1,5 | de meio de fermentagao de 1,3-propanodiol no aparelho de
fermentagao continua do tipo de separagdo de membrana exibido na Fig. 1,
tanque de reagéo de fermentagéo 1 foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele
fixado, seguido pela regulagem de aeragdo, controle de temperatura e ajuste
de pH do tanque de reagdo 1 e o microorganismo foi cultivado por 24 horas
(cultivo prévio). Imediatamente apés o término de cultivo prévio, a bomba de
circulagdo de liquido de fermentagdo e o microorganismo foi cultivado
continuamente sob as condigées em que, além das condigdes de operacdo no
momento do cultivo prévio, tanque de separagdo de membrana 2 foi aerado,
meio de produgéo de 1,3-propanodiol (concentragéo de glicerol: 100 g/l) foi
alimentado continuamente e a quantidade de agua de permeagdo de
membrana foi regulada de forma que a quantidade do liquido de fermentacao
no aparelho de fermentag&o continua se tornasse 1,5 |, por meio do qué 1,3-
propanodiol foi produzido por fermentacdo continua. Neste teste de
fermentagéo continua, a quantidade de agua de permeacdo de membrana foi
regulada e alterada sob as condi¢des de controle de agua de permeagdo de
membrana descritas acima, durante o qué a diferenga de cabecga d'agua foi
medida como a diferenga de pressdo transmembrana com aparelho de
regulagem de diferenca de cabeg¢a d'agua 3. A concentragdo de 1,3-
propanodiol produzida no liquido de fermentagdo de permeagdo de membrana
e a concentragao de glicose residual foram medidas em momento apropriado.

A velocidade de produgdo de 1,3-propanodiol calculada a partir do 1,3-
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propanodiol e glicerol introduzido é exibida na Tabela 14.

Como resultado do teste de fermentagdo por 320 horas,
produgao estavel de 1,3-propanodiol por fermentagdo continua foi viavel por
meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invencdo utilizando o aparelho de fermentagdo continua do tipo de
separacao de membrana exibido na Fig. 1. A diferenca de pressao
transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagéo
continua.

EXEMPLO 20

PRODUGAO DE 1,3-PROPANODIOL POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A producéo de 1,3-propanodiol foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagéo continua da Fig. 2 e meio de produgéo de 1,3-propanodiol com
a composicao exibida na Tabela 13.

O meio foi utilizado apds esterilizagdo a vapor em alta pressao
(121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de membrana de
separagao, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel.
Como membrana de separagao, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigdes de
operacgao deste exemplp sao as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagao: 2 (L)

Membrana de separagao utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separa¢ao de membrana:

120 cm?

25 .. . Controle de temperatura: 37(°C) - . _ __ .~ _ __ ..

Aeragéo do tanque de reagdo de fermentagéo: 0,6 (I/min) de gas
nitrogénio

Velocidade de agitagdo do tanque de reacéo de fermentacao: 800
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(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em bH 7,0 com 5 N NaOH

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagao, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Regulagem da quantidade de agua de permeagdo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagéo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 264 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem ATCC 25955 de Klebsiella pneumoniae foi utilizada
como microorganismo, meio de produgdo de 1,3-propanodiol que possui a
composicao exibida na Tabela 9 foi utilizado como meio e a concentragdo de
1,3-propanodiol como produto foi medida por meio do método de HPLC
descrito acima. A concentragdo de glicose foi medida com Teste de Glicose
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Em primeiro lugar, a linhagem Klebsiella pneumoniae ATCC
25955 foi cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de produgéo
de 1,3-propanodiol em tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O
cultivo resultante foi inoculado em 50 ml de meio de produgédo de 1,3-
propanodiol novo e cultivado com agitagdo por 24 horas a 30 °C em frasco
Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi
inoculado em 1,5 | de meio de fermentagéo de 1,3-propanodiol no aparelho de
fermentag&o continua do tipo de separagdo de membrana exibido na Fig. 2,

tanque de reagao de fermentacéo 1 foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele
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fixado, seguido pela regulagem de aeragao, controle de temperatura e ajuste
de pH do tanque de reagéo de fermentagéo 1 e o microorganismo foi cultivado
por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente apés o término do cultivo prévio, o
microorganismo foi cultivado continuamente em que meio de produgao de 1,3-
propanodiol (concentragéao de glicerol: 100 g/l) foi alimentado continuamente e
a quantidade de agua de permeagéo de membrana foi regulada de forma que a
quantidade do liquido de fermentagdo no aparelho de fermentagdo continua
integrada por membrana se tornasse 1,5 I, por meio do qué 1,3-propanodiol foi
produzido por fermentag&o continua. Neste teste de fermentacdo continua, a
quantidade de agua de permeagéo de membrana foi regulada e alterada sob as
condigbes de controle de agua de permeagio de membrana descritas acima,
durante o qué a diferenga de cabega d'agua foi medida como a diferenca de
pressao transmembrana com aparelho de regulagem de diferenga de cabega
dagua 3. A concentragdo de 1,3-propanodiol produzida no liquido de
fermentagao de permeagdo de membrana e a concentragéo de glicose residual
foram medidas em momento apropriado. A velocidade de produgdo de 1,3-
propanodiol calculada a partir do 1,3-propanodiol medido e glicerol introduzido
€ exibida na Tabela 14. Como resultado do teste de fermentagdo por 264
horas, produgéo estavel de 1,3-propanodiol por fermentagéo continua foi viavel
por meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente invengéo utilizando o aparelho de fermentagéo continua da Fig. 2. A
diferenga de pressé&o transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de fermentagao continua.

E XempLO COMPARATIVO 10

PRODUCAOQ DE 1,3-PROPANEDIOL POR MEIO DE FERMENTACAO EM BATELADAS

ALIMENTADAS
Como forma de fermentagéo utilizando microorganismo, a maior

parte da fermentagdo em bateladas tipica foi conduzida em fermentador de
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jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de 1,3-propanodiol. O meio
foi utilizado apds esterilizagdo a vapor em alta pressdo (121 °C, quinze
minutos). Linhagem de Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 foi utilizada como
microorganismo neste exemplo comparativo, a concentragdo de 1,3-
propanodiol na forma de produto foi avaliada por meio de HPLC e a
concentragao de glicose foi medida com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). As condi¢Ges de operagéo do Exemplo Comparativo
10 s&o as seguintes:

Capacidade do tanque de reacdo (quantidade do meio de
produgéo de 1,3-propanodiol): 1,0 (L)

Controle de temperatura: 37 (°C)

Aeragao do tanque de reagéo de fermentagéo: 0,4 (I/min) de gas
nitrogénio

Velocidade de agitagdo do tanque de reagéo de fermentagao: 300
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 7,0 com 5 N NaOH

Em primeiro lugar, a linhagem Klebsiella pneumoniae ATCC
25955 foi cultivada com agitagéo por uma noite em 5 ml de meio de producao
de 1,3-propanodiol em tubo de ensaio (cultivo prévio preliminar). O cultivo
prévio preliminar foi inoculado em 50 ml de meio de produgdo de 1,3-
propanodiol novo e cultivado com agitagéo por 24 horas em frasco Sakaguchi
de 500 ml (cultivo prévio). O cultivo prévio foi inoculado em 1,5 | de meio de
producao de 1,3-propanodiol em fermentador de jarra. O microorganismo foi
submetido a fermentag&o por bateladas alimentadas por meio de alimentagao
continua de meio de produgédo de 1,3-propanodiol (concentragéo de glicerol:
500 g/l), de forma que a concentragédo de glicerol aumentasse de 0 g/l para 10
g/l. Os resultados sao exibidos na Tabela 14.

TABELA 14
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Exemplo
Exemplo 19 | Exemplo 20

Comparativo 10
Tempo de fermentagéo (h) 42 320 264
Glicerol introduzido (@) 200 1620 1320
1,3-Propanodiol produzido (9) 53 391 313
Glicerol ndo utilizado (9) 5 55 50
Rendimento de 1,3-propanediol (9/9) 0.27 0.25 0.25
Velocidade de produgao de (g/litro/h)

: 1.26 2.50 3.33

1,3-propanodiol

A velocidade de produgao de 1,3-propoanodiol  foi
significativamente aprimorada pelo método de fabricagdo de produto quimico
de acordo com a presente invengao utilizando os aparelhos de fermentacgéo
exibidos nas Figs. 1 e 2.

EXEMPLO 21

PRODUCAO DE Acipo ITACONICO POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA (N° 1)

A produgédo de acido itaconico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentacdo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1. Foi
utilizado o meio que possui a composicdo exibida na Tabela 15 apos
esterilizagao a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos). Como material
de elemento de membrana de separacéo, utilizou-se moldagem de resina de
polissulfona e ago inoxidavel. Como membrana de separacéo, foi utilizada a
membrana porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que
indicado em contrario, as condigbes de operagdo deste exemplo sdo as
seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagéo: 2 (L)

Membrana de separagio utilizada: membrana de filtragem de

fluoreto de polivinilideno
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Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:

120 cm?
Controle de temperatura: 35 (°C)
Aeragéo do tanque de reagéo de fermentago: 1.5 (I/min)
Velocidade de agitagédo do tanque de reagio de fermentagéo: 200
(rpm)

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 4 N NaOH

Regulagem da quantidade de agua de permeacéo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagéo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem de Aspergillus terreus ATCC 10020 foi utilizada como
microorganismo, meio de fermentacdo de acido itacOnico que possui a
composicao exibida na Tabela 11 foi utilizado como meio, a concentragao de
acido itacdnico na forma de produto foi medida por meio de método de
Koppeshaar (Biseibutsu Kogaku Kouza (Bacterial Optics Coourse), Vol. 5,
Kabino Riyou Kogyo (Use and Industry of Mold), pags. 72-73, publicado pela
Kyoritsu Shuppan Co., Ltd. (1956)). A concentragao de glicose foi medida com
Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

TABELA 15

Meio DE FERMENTACAO DE AcIDO ITACONICO
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Fermentagao

Cultivo prévio continua/em bateladas

Glicose 55 70 g/l
Liquido de maceragéo de milho 3 2,0 g/l
Nitrato de aménio 5 3,0 gll
Sulfato de magnésio 2 0,1 a/l
Adecanol LG126 (agente - 0,1 gll
antiespumante)

Em primeiro lugar, linhagem de Aspergillus terreus ATCC 10020
foi cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de cultivo prévio
exibido na Tabela 15 em tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O
cultivo resultante foi inoculado em 100 ml de meio de cultivo prévio novo e
cultivado com agitagdo por 48 horas a 35 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml
(cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de
meio de fermentagdo continua/em bateladas no aparelho de fermentacéo
continua do tipo de separagdo de membrana exibido na Fig. 1, tanque de
reagdo de fermentagdo 1 foi agitado a 200 rom com agitador 5 a ele fixado,
seguido pela regulagem de aeragéo e controle de temperatura do tanque de
reagao de fermentagéo 1 e o microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo
prévio). Imediatamente apds o término do cultivo prévio, a bomba de circulagéo
de liquido de fermentagdo foi operada e o microorganismo foi cultivado
continuamente sob as condi¢gdes em que, além das condi¢gdes de operagido no
momento do cultivo prévio, tanque de separagdo de membrana 2 foi aerado,
meio de fermentagdo de &cido itaconico foi alimentado continuamente e a
quantidade de agua de permeagédo de membrana foi regulada de tal forma que
a quantidade do liquido de fermentagéo no aparelho de fermentagéo continua

do tipo separagdao de membrana tornou-se 2 |, por meio do qué acido itaconico
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foi produzido por fermentagao continua. Neste teste de fermentagéo continua,
a quantidade de agua de permeagéo de membrana foi regulada e alterada sob
as condigbes de controle de agua de permeacdo de membrana descritas
acima, durante o qué a diferenga de cabega d'agua foi medida como a
diferenga de presséao transmembrana com aparelho de regulagem de diferenca
de cabega d'agua 3. A concentragédo de acido itaconico produzida no liquido de
fermentagao de permeacgdo de membrana e a concentragdo de glicose residual
foram medidas em momento apropriado. A velocidade de produgéo de acido
itacOnico calculada a partir do acido itaconico e glicose introduzida calculada a
partir da concentragao de glicose sao exibidas na Tabela 16.

A produgao estavel de acido itaconico por fermentagédo continua
foi viavel por meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com
a presente invencao utilizando o aparelho de fermentagéo continua do tipo de
separacao de membrana da Fig. 1. A diferenga de presséo transmembrana
variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagéo continua.

EXEMPLO 22

PRODUCAO DE AciDo ITACONICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A producgéo de acido itacénico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagdo continua da Fig. 2. Foi utilizado o meio que possui a
composigéo exibida na Tabela 15 ap6s esterilizagdo a vapor em alta presséo
(121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de membrana de
separagao, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel.
Como membrana de separacgéao, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigdes de
operacgao deste exemplo sdo as seguintes:

Capacidade do tanque de reacao de fermentacao: 2 (L)

Membrana de separagdo utilizada: Membrana de filtragem de

PVDF
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Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:

120 cm?
Controle de temperatura: 35 (°C)
Aeracgéo do tanque de reagao de fermentagéo: 1,5 (I/min)
Velocidade de agitagdo do tanque de reagéo de fermentagao: 200
(rpm)

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado foram esterilizados com vapor sob
alta presséo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 4 N NaOH

Regulagem da quantidade de agua de permeagio da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagédo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Levedura ATCC10020 de Aspergillus terreus foi utilizada como
microorganismo, meio de fermentagdo de acido itacdnico que possui a
composi¢ao exibida na Tabela 11 foi utilizado como meio e a concentragéo de
acido itaconico na forma de produto foi medida por meio do método exibido no
Exemplo 17. A concentracéo de glicose foi medida com Teste de Glicose Wako
C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Em primeiro lugar, linhagem de Aspergillus terreus ATCC 10020
foi cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de cuitivo prévio
exibido na Tabela 15 em tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O

cultivo resultante foi inoculado em 100 ml de meio de cultivo prévio novo e
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cultivado com agitagdo por 48 horas a 35 °C em frasco Sakaguchi de 500 ml
(6u|tivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de
meio de fermentagdo continua/em bateladas no aparelho de fermentagéo
continua do tipo de separagdo de membrana exibido na Fig. 2, tanque de
reacao de fermentagdo 1 foi agitado a 200 rpm com agitador 5 a ele fixado,
seguido pela regulagem de aeragdo e controle de temperatura do tanque de
reacdo de fermentagéo 1 e o microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo
prévio). Imediatamente apds o término do cultivo prévio, o microorganismo foi
cultivado continuamente enquanto meio de fermentagéo continua/em bateladas
foi alimentado continuamente e a quantidade de agua de permeagéo de
membrana foi regulada de tal forma que a quantidade do liquido de
fermentagéo no aparelho de fermentagédo continua tornou-se 1,5 |, por meio do
qué foi produzido &cido itaconico por fermentagdo continua. Neste teste de
fermentagdo continua, a quantidade de agua de permeagéo de membrana foi
regulada e alterada sob as condigdes de controle de dgua de permeacao de
membrana descritas acima, durante o qué a diferenca de cabega d'agua foi
medida como a diferenga de pressdo transmembrana com aparelho de
regulagem de diferenga de cabega d’agua 3. A concentragdo de acido itaconico
produzida no liquido de fermentagdo de permeagdo de membrana e a
concentragdo de glicose residual foram medidas em momento apropriado. A
velocidade de producéo de acido itaconico calculada a partir do acido itacénico
e glicose introduzida calculada a partir da concentragéo de glicose séo exibidas
na Tabela 16.

A producdo estavel de acido itaconico por meio de fermentagao
continua foi viavel por meio do método de fabricagdo de produto quimico de
acordo com a presente invengao utilizando o aparelho de fermentag&o continua
da Fig. 2. A diferenga de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em

todo o periodo de fermentagao continua.
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EXEMPLO COMPARATIVO 11

PRODUCAO DE AcIDO ITACONICO POR MEIO DE FERMENTACAO EM BATELADAS

Como forma de fermentagéo utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentagdo em bateladas tipica foi conduzida em fermentador de
jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de acido itacénico. O meio
exibido na Tabela 15 foi utilizado apés esterilizagdo a vapor em alta presséo
(121 °C, quinze minutos). No Exemplo Comparativo 11, linhagem de
Aspergillus terreus ATCC 10020 foi utilizada como microorganismo, a
concentragao de acido itaconico na forma de produto foi avaliada por meio do
método exibido no Exemplo 17 e a concentragido de glicose foi medida com
Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). As condi¢ées
de operagé@o do Exemplo Comparativo 11 séo as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagdo (quantidade de
meio de fermentagao de acido itaconico): 1,5 (L)

Controle de temperatura: 35 (°C)

Aeracao do tanque de reagao de fermentagao: 1,5 (I/min)

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagao: 200
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5 com 4 N NaOH

Em primeiro lugar, linhagem ATCC 10020 foi cultivada com
agitagado por uma noite em 5 ml de meio de cultivo prévio exibido na Tabela 1
em tubo de ensaio (cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi
inoculado em 50 ml de meio de cultivo prévio novo e cultivado com agitagéo
por 48 horas em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio). O cultivo prévio
foi inoculado em 1,5 | do meio de fermentagao continua/em bateladas exibido
na Tabela 15 em fermentador de jarra e submetido a fermentacdo em
bateladas. Os resultados de fermentagdo em bateladas sao exibidos na Tabela

16.



10

15

20

119

TABELA 16
Exemplo
Exemplo 21 Exemplo 22

Comparativo 11
Tempo de fermentagao (h) 80 300 300
Glicose introduzida (9) 105 2090 1650
Acido itacénico formado  (Q) 55 1020 790
Glicose nao utilizada (9) 1 50 50
Rendimento (9/9) 0.53 0.50 0.49
Velocidade de produgao (g/l/h) 0.46 17 1.7

A velocidade de produgéo de acido itacénico foi significativamente
aprimorada pelo método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a
presente inveng&o utilizando os aparelhos de fermentagéo exibidos nas Figs. 1
e2
EXEmMPLO 23

PRODUCAO DE CADAVERINA POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA (N° 1)

A produgdo de cadaverina foi conduzida utilizando o aparelho de
fermentagdo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1 e meio de
fermentacéo de cadaverina com a composi¢éo exibida na Tabela 17.

Em primeiro lugar, é descrito método de avaliagdo de cadaverina
como produto. Cadaverina foi avaliada por meio do método de HPLC a seguir.

Coluna utilizada: CAPCELL PAK C18 (Shiseido Co., Ltd.)

Fase mével: 0,1% (p/p) acido fosforico aquoso: acetonitrila = 4,5:
5,5

Detecgdo: UV 360 nm

Tratamento prévio de amostra: 25 ul de 1,4-diaminobutano (0,03
M) como padréo interno, 150 pl de bicarbonato de sédio e solugdo em etanol
de 2,4-dinitrofluorobenzeno (0,2 M) foram adicionados a 25 pul de amostra de

analise, a ela misturados e a mistura foi mantida sob temperatura de 37 °C por
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uma hora. 50 ul da solugao de reacao foram dissolvidos em 1 ml de acetonitrila,
centrifugados em seguida a 10.000 rpm por cinco minutos e 10 pl do
sobrenadante resultante foram analisados por meio de HPLC.

O meio foi utilizado apds esterilizagdo a vapor em alta presséao
(121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de membrana de
separagao, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel.
Como membrana de separacao, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigdes de
operagao deste exemplo sao as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagao: 2 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:

120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeracao do tanque de reagao de fermentagao: 1,5 (I/min) ar

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagao: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 7,0 com 3 M HCI e 3 M de agua
com amdnia

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagao, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta.presséo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Regulagem da quantidade de agua de permeag¢ao da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagao continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
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kPa ou menos; e

- 200 horas a 320 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem de Corynebacterium glutamicum TR-CAD1 descrita em
JP-A n® 2004-222569 foi utilizada como microorganismo produtor de
cadaverina e meio de producdo de cadaverina que possui a composicdo
exibida na Tabela 17 foi utilizado como meio. A concentragido de cadaverina
como produto foi medida por meio do método de HPLC. A concentragdo de
glicose foi medida com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.).

TABELA 17

MEIO DE FERMENTACAO DE CADAVERINA

Glicose 150 g/l
Acido citrico 1g/l
Uréia 15 g/l
Di-hidrogénio fosfato de potassio 0,59/
Hidrogénio fosfato de dipotassio 0,5 g/l
Sulfato de magnésio - 7 H,0O 0,59/
L-treonina 0,8 g/
L-metionina 0,6 g/l
L-leucina 1,5 g/l
Sulfato de ferro - 7H,0 6,0 mg/l
Monoidrato de manganés 4,2 mg/l
Biotina 1,0 mg/I
Tiamina 2,0 mg/l

Ajustado em pH 7,0 com 3 M de agua

com amonia
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Em primeiro lugar, linhagem de Corynebacterium glutamicum TR-
CAD1 foi cultivado com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de
fermentagdo de cadaverina que contém canamicina (25 pg/ml) em tubo de
ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em
50 ml de meio de produgdo de cadaverina novo que contém adicao de
canamicina (25 ug/ml) e cultivado por 24 horas sob temperatura de 30 °C a 180
rom com amplitude de 30 cm em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio
preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 2,0 | de meio de
fermentacéo de cadaverina no aparelho de fermentagdo continua do tipo de
separagao de membrana exibido na Fig. 1, tanque de reagao de fermentacgao 1
foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de
aeragao, controle de temperatura e ajuste de pH do tanque de reagao de
fermentagéo 1, enquanto o microorganismo era cultivado por 24 horas (cultivo
prévio).

Imediatamente apés o término do cultivo prévio, a bomba de
circulagéo de liquido de fermentagéo 10 foi operada e o microorganismo foi
cultivado continuamente sob as condigées em que, além das condigbes de
operagac no momento do cultivo prévio, tanque de separagcio de membrana 2
foi aerado, meio de fermentagdo de cadaverina foi alimentado continuamente e
a quantidade de agua de permeagao de membrana foi regulada de tal forma
que a quantidade do liquido de fermentagdo no aparelho de fermentagéao
continua tornou-se 2 L, por meio do qué cadaverina foi produzida por
fermentagéo continua. Neste teste de fermentacao continua, a quantidade de
agua de permeagéo de membrana foi regulada e alterada sob as condi¢des de
controle de agua de permeagao de membrana descritas acima, durante o qué a
diferenca de cabega d’'agua foi medida como a diferenga de presséao
transmembrana com aparelho de regulagem de diferenca de cabecga d’'agua 3.

A concentragdo de acido lactico produzida no liquido de fermentagao de
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permeagao de membrana e a concentrag:é'o de glicose residual foram medidas
em momento apropriado.

Os resultados no teste de fermentagdo continua por 160 horas
sdo exibidos na Tabela 18. A produgdo estavel de cadaverina por meio de
fermentagédo continua foi viavel por meio do método de fabricacdo de produto
quimico de acordo com a presente invengdo utilizando o aparelho de
fermentagao continua do tipo de separagdo de membrana da Fig. 1. A
diferenca de presséo transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo
de fermentagao continua.

EXEMPLO 24

PRODUGAO DE CADAVERINA POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A produgéo de cadaverina foi conduzida utilizando o aparelho de
fermentagdo continua da Fig. 2 e meio de fermentacao de cadaverina com a
composi¢ao exibida na Tabela 17. O meio foi utilizado apés esterilizacdo a
vapor em alta pressdo (121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de
membrana de separagéo, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago
inoxidavel. Como membrana de separacéo, foi utilizada a membrana porosa
preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as
condigdes de operagao deste exemplo sdo as seguintes:

Cépacidade do tanque de reagao de fermentacgéo: 2 (L)

Membrana de separagéo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeragao do tanque de reagdo de fermentagéo: 1.5 (I/min) ar

Velocidade de agitagéo do tanque de reagéo de fermentacao: 800

(rpm)
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Ajuste de pH: ajustado em pH 7,0 com 3 M HCl e 3 M de agua
com amoénia '

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Regulagem da quantidade de agua de permeagéo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de presséo transmembrana

(do inicio da fermentagdo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 200 horas a 264 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem TR-CAD1 de Corynebacterium glutamicum foi utilizada
como microorganismo, meio de fermentagdo de cadaverina que possui a
composicao exibida na Tabela 7 foi utilizado como meio e a concentragdo de
cadaverina como produto foi medida por meio do método de HPLC. A
concentragao de glicose foi medida com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.).

Em primeiro lugar, linhagem de Corynebacterium glutamicum TR-
CAD1 foi cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de produgéo
de cadaverina que contém canamicina (25 pg/ml) adicionada em tubo de
ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em
50 ml de meio de produgdo de cadaverina novo que contém adicdo de
canamicina (25 pg/ml) cultivado por 24 horas sob temperatura de 30 °C a 180
rpm com amplitude de 30 cm em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio
preliminar).

O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de
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producido de cadaverina no aparelho de fermentagdo continua do tipo de
separagdo de membrana exibido na Fig. 2, tanque de reagéo de fermentagao 1
foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de
aeracéo, controle de temperatura e ajuste de pH do tanque de reagdo de
fermentagdo 1, enquanto o microorganismo era cultivado por 24 horas (cultivo
prévio). Imediatamente apds o término do cultivo prévio, o microorganismo foi
cultivado continuamente enquanto meio de fermentacdo de cadaverina foi
alimentado continuamente e a quantidade de agua de permeagado de
membrana foi regulada de tal forma que a quantidade do liquido de
fermentagéao no aparelho de fermentagéo continua tornou-se 1,5 |, por meio do
qué foi produzida cadaverina por meio de fermentagéo continua. A regulagem
da quantidade de agua de permeagdo de membrana no teste de fermentagao
continua foi conduzida por meio de alteragdo adequada da diferenga de cabega
d’agua com aparelho de regulagem da diferenga de cabega d'agua 3, de tal
forma que a diferenga de cabega d'adgua do tanque de reagéo de fermentagao
fosse de até 2 m, ou seja, a diferencga de pressao transmembrana foi de ate 20
kPa. A concentragdo de cadaverina produzida no liquido de fermentagdo de
permeagio de membrana e a concentragédo de glicose residual foram medidas
em momento apropriado. A velocidade de produgao de cadaverina calculada a
partir da cadaverina e glicose introduzida é exibida na Tabela 18.

Os resultados no teste de fermentagao continua por 320 horas
sdo exibidos na Tabela 18. A producgido estavel de cadaverina por meio de
fermentacéo continua foi viavel por meio do método de fabricagdo de produto
quimico de acordo com a presente invengdo utilizando o aparelho de
fermentacéo continua da Fig. 2. A diferenga de pressao transmembrana variou
dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentag¢do continua.

ExXemPLO COMPARATIVO 12

PRODUCAO DE CADAVERINA POR MEIO DE FERMENTACAO EM BATELADAS
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Como forma de fermentagéo utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentacdo em bateladas tipica foi conduzida em fermentador de
jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de cadaverina. O meio foi
utilizado apods esterilizagao a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos).
Neste exemplo comparativo, linhagem de Corynebacterium glutamicum TR-
CAD1 foi utilizada como microorganismo, a concentragdo de cadaverina na
forma de produto foi avaliada por meio do método de HPLC e a concentragéo
de glicose foi medida com Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.). As condi¢des de operagcdo do Exemplo Comparativo 8 séo as
seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagao (quantidade do
meio de produg¢ao de cadaverina): 1,0 (L)

Controle de temperatura: 35 (°C)

Aeragao do tanque de reagao de fermentacéo: 1,5 (I/min) ar

Velocidade de agitagao do tanque de reacao de fermentagao: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 7,0 com 3 M HCl| e 3 M de agua
com amonia

Em primeiro lugar, linhagem de Corynebacterium glutamicum TR-
CAD1 foi cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de produgao
vde cadaverina que contém canamicina (25 pg/ml) adicionada em tubo de
ensaio (cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em 50 mi de
meio de produgdo de cadaverina novo que contém adigcdo de canamicina (25
pug/ml) e cultivado por 24 horas sob temperatura de 30 °C a 180 rpm com
amplitude de 30 cm em frasco Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio).

O cultivo prévio foi inoculado em 1,0 | de meio de producdo de
cadaverina (concentragcao de glicose: 100 g/l) em fermentador de jarra. O

microorganismo foi submetido a fermentagdo em bateladas com o meio de
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produgéo de cadaverina. Os resultados s&o exibidos na Tabela 18.

TABELA 18

Exemplo
Exemplo 23 | Exemplo 24
Comparativo 12

Tempo de fermentagao (h) 30 160 144
Glicose introduzida (9) 100 2460 2210
Cadaverina produzida (9) 26 60.4 56.2
Glicose nao utilizada (9) 0 45 50
Rendimento de cadaverina (9/9) 2,6 2,5 2,5

Velocidade de produgao de
(g/i’n) {0,087 0,200 0,260

cadaverina

Poder-se-a revelar que a velocidade de producédo de cadaverina
foi significativamente aprimorada pelo método de fabricagcdo de produto
quimico de acordo com a presente invengio utilizando os apérelhos de
fermentagéo exibidos nas Figs. 1 e 2.

EXEMPLO 25

PRODUCAO DE Acipos NUCLEICOS POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 1)

A producdo de acidos nucleicos foi conduzida utilizando o
aparelho de fermentagéo continua do tipo separagao de membrana da Fig. 1. O
meio exibido na Tabela 19 foi utilizado apés esterilizagdo a vapor em alta
pressao (121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de membrana
de separagéo, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel.
Como membrana de separagao, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrério, as condi¢ées de
operagao deste exemplo sdo as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagéo: 2 (L)

Membrana de separagédo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:
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120 cm?,
Controle de temperatura: 30 (°C)
Aeracéao do tanque de reagdo de fermentacgao: 1000 (ml/min)
Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagao: 800
(rpm)

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta presséo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Ajuste de pH: ajustado em pH 6,8 com aménia aquosa a 25%

Regulagem da quantidade de agua de permeagédo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagéo continua até 150 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 150 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 300 horas a 400 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Corynebacterium ammoniagenes ATCC 21479 foi utiliiado como
microorganismo procariético e meio de fermentagdo de acido nucleico que
possui a composi¢do exibida na Tabela 19 foi utilizado como meio. As
concentragbes de guanosina e inosina contidas em liquido de fermentagéo
foram confirmadas por meio de medi¢do das quantidades dos acidos nucleicos
correspondentes por meio de HPLC sob as condigées a seguir:

Condi¢des de analise:

Coluna: Asahipak GS-220 (7,6 mm de didmetro interno x 500 mm
de comprimento), tampé&o: 0,2 M de NaH,PO4 (pH 3,98) com pH ajustado com
acido fosforico, temperatura: 55 °C, velocidade de fluxo: 1,5 ml/min, detecgao:

UV 254 nm, tempo de retengao (min): inosina 16,1, guanosina 20,5.
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A concentragao de glicose foi medida com Teste de Glicose Wako
C (marca registrada) (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).
TABELA 19

Meio DE FERMENTACAO DE Acipo NUCLEICO

Fermentagdo em Fermentagéo

Cultivo prévio  bateladas continua
Glicose 20 150 150 g/l
Di-hidrogénio  fosfato 10 10 g/l
de potassio
Hidrogénio fosfato de 10 10 g/l
potassio
Sulfato de magnésio 10 10 g/l
Cloreto de calcio 1 1 g/l
Sulfato de ferro 10 10 mg/|
Sulfato de zinco 1 1 mg/l
Tiamina 5 5 mg/|
Pantotenato de calcio 10 10 mg/l
Cisteina 20 20 mg/|
Biotina 30 30 ug/l
Uréia 2 2 gll
Extrato de carne 10 10 10 g/l
Adenina 300 300 mg/l
Hipoxantina 100 100 mg/I
Peptona 10 10 1 g/l
Extrato de levedura 10 10 1 g/l

Cloreto de sédio 3 3 3 g/l
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Em primeiro lugar, Corynebacterium ammoniagenes ATCC 21479
foi cultivado com agitagdo em 150 ml do meio de cultivo prévio exibido na
Tabela 15 por 24 horas sob temperatura de 30 °C em frasco Sakaguchi (cultivo
prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1 | de meio de
cultivo prévio no aparelho de fermentagao continua do tipo de separagao de
membrana exibido na Fig. 1, tanque de reag¢édo de fermentagao 1 foi agitado a
800 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de aeragéo e
controle de temperatura a 30 °C do tanque de reagdo 1, enquanto o
microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente apds
o término do cultivo prévio, a bomba de circulagdo de liquido de fermentagdo
foi operada e o microorganismo foi cultivado continuamente sob as condigbes
em que, além das condigcdes de operagdao no momento do cultivo prévio, o
tanque de separacdo de membrana 2 foi aerado, meio de fermentacgao
continua foi alimentado continuamente e, apés o término do cultivo prévio, o
meio de fermentagdo continua foi alimentado continuamente, o meio de
fermentagao foi circulado entre o tanque de reagcdo de fermentagdo 1 e o
tanque de separagdo de membrana 12 pela bomba de circulagéo de liquido de
fermentacdo 11 e a quantidade de agua de permeagdao de membrana foi
regulada de tal forma que a quantidade do liquido de fermentagao no aparelho
de fermentagao continua do tipo separagao de membrana tornou-se 2 L, por
meio do qué acidos nucleicos foram produzidos por meio de fermentagao
continua. Neste teste de fermentagdo continua, a quantidade de agua de
permeagdo de membrana foi regulada e alterada sob as condigdes de controle
de agua de permeacao de membrana descritas acima, durante o qué a
diferenca de cabegca d’agua foi medida como a diferenga de pressédo
transmembrana com aparelho de regulagem de diferenga de cabec¢a d’agua 3.
A concentragao de acidos nucleicos produzida no liquido de fermentagao de

permeacdo de membrana e a concentragao de glicose residual foram medidas



10

15

20

25

131

em momento apropriado. A velocidade de produgdo de acidos nucleicos
calculada a partir de acido nucléico e glicose introdleida calculada a partir da
concentragdo de glicose € exibida na Tabela 20.

Como resultado do teste de fermentagao por 400 horas, produgéao
estavel de acidos nucleicos por meio de fermentagdo continua foi viavel por
meio do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invengao utilizando o aparelho de fermentagéo continua da Fig. 1. A diferenga
de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de
fermentagao continua.

EXEMPLO 26

PRODUCAO DE Acipos NUCLEICOS POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A produgdo de acidos nucleicos foi conduzida utilizando o
aparelho de fermentagao continua da Fig. 2. O meio exibido na Tabela 19 foi
utilizado ap6s esterilizagao a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos).
Como material de elemento de membrana de separagéo, utilizou-se moldagem
de resina de polissulfona e ago inoxidavel. Como membrana de separagéo, foi
utilizada a membrana porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos
que indicado em contrario, as condigdes de operagdo deste exemplo sao as
seguintes:

Capacidade do tanque de reagéo de fermentagéo: 2 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:
120 cm?;

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeracéo do tanque de reagao de fermentagdo: 1000 (ml/min)

Velocidade de agitagédo do tanque de reagdo de fermentagao: 800

(rpm)
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Esterilizacdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separacgéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta presséao em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Ajuste de pH: ajustado em pH 6,8 com aménia aquosa a 25%

Regulagem da quantidade de dgua de permeacgdo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de presséo transmembrana

(do inicio da fermentagdo continua até 150 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 150 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 300 horas a 400 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Corynebacterium ammoniagenes ATCC 21479 foi utilizado
como microorganismo procaridético e meio de fermentacdo de acido
nucleico que possui a composi¢ado exibida na Tabela 19 foi utilizado como
meio. As concentragbes de guanosina, inosina e glicose contidas em
liquido de fermentagdo foram confirmadas por meio de medicado das
quantidades dos acidos nucleicos correspondentes da mesma forma que
no Exemplo 1.

Em primeiro lugar, Corynebacterium ammoniagenes ATCC
21479 foi cultivado com agitacao por 24 horas sob temperatura de 30 °C em
150 ml de meio de cultivo prévio exibido na Tabela 19 em frasco Sakaguchi
(cultivo preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1 | de meio
de cultivo prévio no aparelho de fermentagéo continua do tipo de separagéo
de membrana exibido na Fig. 2, tanque de reagdao de fermentagdo 1 foi
agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de
aeracao e controle de temperatura a 30 °C do tanque de reacao 1, enquanto

o microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente
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apos o téermino do cultivo prévio, o meio de fermentagdo continua foi
alimentado continuamente e o microorganismo foi cultivado continuamente
enquanto a quantidade de agua de permeagdo de membrana foi regulada de
tal forma que a quantidade do liquido de fermentagdo no aparelho de
fermentagéo continua tornou-se 1,5 I, por meio do qué foram produzidos
acidos nucleicos por fermentagdo continua. Neste teste de fermentagéo
continua, a quantidade de dgua de permeagao de membrana foi regulada e
alterada sob as condi¢gbes de controle de agua de permeacgéo de membrana
descritas acima, durante o qué a diferenga de cabeca d’agua foi medida
como a diferenga de pressdo transmembrana com aparelho de regulagem
de diferenga de cabega d'agua 3. A concentracdo de acidos nucleicos
produzida no liquido de fermentagdo de permeagido de membrana e a
concentragéo de glicose residual foram medidas em momento apropriado. A
velocidade de produgdo de acidos nucleicos calculada a partir de a cido
nucleico e glicose introduzida calculada a partir da concentragéo de glicose
€ exibida na Tabela 20.

Como resultado do teste de fermentagao por 400 horas, produgao
estavel de acidos nucleicos por fermentagéo continua foi viavel por meio do
método de fabricagéo de produto quimico de acordo com a presente invengao
utilizando o aparelho de fermentagdo continua da Fig. 2. A diferenca de
pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de
fermentagao continua.

EXEmMPLO COMPARATIVO 13

PRODUCAO DE Acipos NUCLEICOS POR MEIO DE FERMENTAGCAO EM BATELADAS

Como forma de fermentagédo utilizando microorganismo, a
maior parte da fermentacdo em bateladas tipica foi conduzida em
fermentador de jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de acido

nucleico. O meio de fermentagdo continua exibido na Tabela 19 foi
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utilizado apds esterilizagdo a vapor em alta pressao (121 °C, quinze
minutos). Neste exemplo comparativo, Corynebacterium ammoniagenes
ATCC 21479 foi utilizado como microorganismo procariético, as
concentragées de acidos nucleicos na forma de produto foram avaliadas
por meio do método exibido no Exemplo 21 e a concentragao de glicose foi
medida com Teste de Glicose Wako C (marca registrada) (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). As condigdes de operacao deste exemplo
comparativo sao as seguintes:

Capacidade do tanque de reagso de fermentacao: 2 (L)

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeragéo do tanque de reagao de fermentagso: 1000 (ml/min)

Velocidade de agitagio do tanque de reagao de fermentagao: 800
(rpm)

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagao, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressao em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Ajuste de pH: ajustado em pH 6,8 com aménia aquosa a 25%

Em primeiro lugar, Corynebacterium ammoniagenes ATCC
21479 foi cultivado com agitagdo por 24 horas sob temperatura de 30 °C
em 150 ml do meio de cultivo prévio exibido na Tabela 19 em frasco
Sakaguchi (cultivo prévio). O cultivo prévio resultante foi inoculado em 1 |
do meio de fermentagao continua exibido na Tabela 19 em fermentador de
jarra e submetido a fermentacdo em bateladas. Apdés o inicio da
fermentagdo, adicionou-se 5% de glicose de forma a prosseguir com a
fermentagdo. Os resultados de fermentacdo em bateladas por 120 horas
séo exibidos na Tabela 20.

TABELA 20
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Exemplo
Exemplo 25 Exemplo 26
Comparativo 13

Tempo de fermentagio (h) 120 400 400

Glicose introduzida (9) 200 4530 4690

Acido nucleico formado

Inosina ' Guanosina (g) 50 ‘ 2 906 ‘ 23 878 ) 23

Glicose néo utilizada (9) 0 80 70

Rendimento

Inosina l Guanosina (g/g) | 0,25 ' 0,01 0.20 l 0.005 | 0.19 ‘ 0.005
Velocidade de produgéo (g//h) | 0.47 2,3 2,3

(inosina + guanosina)

Péde-se revelar que a velocidade de produgdo de acidos
nucleicos foi significativamente aprimorada pelo método de fabricacdo de
produto quimico de acordo com a presente invengéo utilizando o aparelho de
fermentagéo exibido nas Figs. 1 e 2.

EXEmPLO 27

PRODUGAO DE L-TREONINA POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 1)

A produgédo de L-treonina foi conduzida utilizando o aparelho de
fermentagéo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1 e meio de
fermentagdo com a composigao exibida na Tabela 21.

Em primeiro lugar, é descrito método de avaliacdo de L-treonina
como produto. A quantidade de L-treonina contida em cultivo foi medida por
meio do método a seguir. 25 pl de cultivo que contém L-treonina a ser medido
foram removidos e receberam em seguida adicdo de 150 ul de NaHCOs; (75
mM) e 25 pl de L-metionina padréo interno (2 g/l). Além disso, 900 pl de etanol
e 150 ul de DNFB (0,2 M) foram adicionados a solugdo acima e com ela

misturados. A solugao resultante foi mantida a 37 °C por uma hora e analisada
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por meio de HPLC sob as condigdes a seguir:

Coluna utilizada: CAPCELLPAK C18 TIPO SG120 (Shiseido Co.,
Ltd.)

Fase moével: 0,1% (p/v) H3PO,: acetonitrila = 7: 3 (velocidade de
fluxo 1,2 ml/min)

Detecgao: UV (360 nm)

Temperatura: 23 °C

Curva de calibragem foi preparada por meio de analise de
amostras de L-treonina com concentragéo conhecida como amostra e plotagem
das suas concentragées de L-treonina sobre a abscissa e a razdo de area
(razéo area de L-treonina/area de L-metionina (padrao interno)) sobre a
ordenada. O meio foi utilizado ap6s esterilizagao a vapor sob alta pressao (121
°C, quinze minutos). Como membrana de separagao, foi utilizada a membrana
porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2.

A menos que indicado em contrario, as condigdes de operagéo
deste exemplo s&o as seguintes:

Capacidade de tanque de reagéo: 2 (L)

Capacidade do tanque de separagéo de membrana: 0.5 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:
60 cm?

Controle de temperatura: 37 (°C)

Aeragao do tanque de reagzo: 1,5 (I/min)

Aeragao do tanque de separagdo de membrana: 1 (I/min)

Velocidade de agitagao do tanque de reagéo: 800 (rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 7 com aménia aquosa a 28%

Velocidade de alimentagao do meio de fermentagao de I-treonina:
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controle variavel na faixa de 50 a 300 mi/h.

Regulagem da quantidade de agua de permeacédo da membrana:

regulagem da velocidade de fluxo por diferenca de pressdo transmembrana

(do inicio da fermentagdo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos; e

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2

kPa ou menos).

Em Providencia rettgeri, Providencia rettgeri SGR 588-77 (FERM
P-10528) foi utilizado como o microorganismo que produz L-treonina, meio de
fermentagéo que possui a composigao exibida na Tabela 21 foi utilizado como
meio, a concentragdo de L-treonina como produto foi medida por meio do

método de HPLC descrito acima e a concentragao de glicose foi medida com

Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

TABELA 21

MEIO DE FERMENTACAO DE L-TREONINA

Componentes do meio

Glicose

Sulfato de aménio
Di-hidrogénio fosfato de
potassio

Sulfato de magnésio - 7 H,0
Sulfato de ferro - 7H,0
Sulfato de magnésio - 5 H,O

L-isoleucina

g/l
g/l

g/l

g/l
ppm
ppm

mg/l

Meio de Meio

fermentagao

120

0.4

10

cultivo prévio

50

04

50

de Meio adicional

em bateladas

750

200

Em primeiro lugar Providencia rettgeri SGR 588-77 raspado de
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meio agar foi inoculado em 100 ml de meio de caldo de glicose (1% de glicose,
3% de caldo (fabricado pela Nissui Co., Ltd.)) em frasco Erlenmeyer de 500 m|
e cultivado a 37 °C sob agitacao a 140 rpm (cultivo prévio preliminar). O cultivo
prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de cultivo prévio (Tabela 21) no
aparelho de fermentagéo continua do tipo de separagdo de membrana exibido
na Fig. 1, tanque de reacédo 1 foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele fixado,
seguido pela regulagem de aeracdo e controle de temperatura a 37 °C do
tanque de reagdo 1, enquanto o microorganismo foi cultivado por 24 horas
(cultivo prévio). Imediatamente apés o término do cultivo prévio, a bomba de
circulagdo de liquido de fermentagado foi operada e o microorganismo foi
cultivado continuamente sob as condicbes em que, além das condigbes de
operacao no momento do cultivo prévio, o tanque de separagdo de membrana
2 foi aerado, meio de fermentagao que possui a composicdo exibida na Tabela
17 foi alimentado continuamente e a quantidade de agua de permeacao de
membrana foi regulada de tal forma que a quantidade do liquido de
fermentagéo no aparelho de fermentagdo continua tornou-se 2 L, por meio do
qué L-treonina foi produzida por fermentagdo continua. Neste teste de
fermentagao continua, a quantidade de agua de permeag¢ao de membrana foi
regulada e alterada sob as condigées de controle de agua de permeacgao de
membrana descritas acima, durante o qué a diferenga de cabega d'agua foi
medida como a diferenga de pressao transmembrana com aparelho de
regulagem de diferenca de cabega d'agua 3. A concentragdo de L-treonina
produzida no liquido de fermentagdao de permeagcdo de membrana e a
concentragao de glicose residual foram medidas em momento apropriado. A
diferenca de cabeca d'agua foi apropriadamente alterada, de tal forma que a
cabega d'agua do tanque de reagao de fermentacao fosse de 2 m ou menos no
maximo, ou seja, a diferenca de presséo transmembrana estava dentro de 20

kPa. A concentragdo de L-treonina produzida no liquido de fermentagao de
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permeagao de membrana e a concentragéao de glicose residual foram medidas
em momento apropriado. Os resultados do teste de fermentagao continua por
200 horas sao exibidos na Tabela 22.

A produgédo estavel de L-treonina por meio de fermentagao
continua foi viavel por meio do método de fabricagdo de produto quimico de
acordo com a presente invengao utilizando o aparelho de fermentagéo continua
do tipo de separacéo da Fig. 1. A diferen¢a de pressao transmembrana variou
dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagao continua.

EXEMPLO 28

PRODUCAO DE L-TREONINA POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A produgao de L-treonina foi conduzida utilizando o aparelho de
fermentagdo continua da Fig. 2 e meio de fermentacdo com a composicao
exibida na Tabela 21. O meio foi utilizado apés esterilizagdo a vapor em alta
pressao (121 °C, quinze minutos). Como material de elemento de membrana
de separacao, utilizou-se moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel.
Como membrana de separagéo, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigdes de
operagao deste exemplo sdo as seguintes:

Capacidade de tanque de reagao: 2 (L)

Membrana de separagao utilizada: Membrana de filtragem de
PVDF

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 37 (°C)

Aeracéao do tanque de reagdo: 1.5 (I/min)

Velocidade de agitagao do tanque de reacao: 800 (rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 7 com aménia aquosa a 25%

Velocidade de alimentagao do meio de fermentagao de I-treonina:



10

15

20

25

140

controle variavel na faixa de 50 a 300 ml/h.

Regulagem da quantidade de agua de permeagao da membrana:

regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana
(do inicio da fermentagao continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos; e

- 100 horas a 200 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos).

- Esterilizagao: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagao, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressao em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Em Providencia rettgeri, Providencia rettgeri SGR 588-77 (FERM
P-10528) foi utilizado como o microorganismo que produz L-treonina, meio de
fermentagédo que possui a composigdo exibida na Tabela 21 foi utilizado como
meio, a concentragdo de L-treonina como produto foi medida por meio de
HPLC exibido no Exemplo 23 e a concentragao de glicose foi medida com
Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Em primeiro lugar, Providencia rettgeri SGR 588-77 raspado de
meio agar foi inoculado em 100 ml de meio de caldo de glicose (1% de glicose,
3% de caldo (fabricado pela Nissui Co., Ltd.)) em frasco Erlenmeyer de 500 ml.
O microorganismo foi cultivado a 37 °C sob agitagcao a 140 rpm (cultivo prévio
preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de cuitivo
prévio (Tabela 21) no aparelho de fermentagdo continua exibido na Fig. 1,
tanque de reagao 1 foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele fixado, seguido
pela regulagem de aeragdo, controle de temperatura e ajuste de pH do tanque
de reagdo 1, enquanto o microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo
prévio). Imediatamente apds o término do cultivo prévio, o microorganismo foi
cultivado continuamente enquanto meio de fermentagdo que possui a

composicao exibida na Tabela 21 foi alimentado continuamente e a quantidade
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de agua de permeagdo de membrana foi regulada de tal forma que a
quantidade do liquido de fermentagdo no aparelho de fermentagdo continua
tornou-se 1,5 |, por meio do qué foi produzida L-treonina por meio de
fermentagéo continua. Neste teste de fermentagdo continua, a quantidade de
agua de permeagéo de membrana foi regulada e alterada sob as condi¢des de
controle de agua de permeagao de membrana descritas acima, durante o qué a
diferenca de cabeca d'dgua foi medida como a diferenca de pressao
transmembrana com aparelho de regulagem de diferenga de cabeca d’agua 3.
A concentragdo de L-treonina produzida no liquido de fermentagdo de
permeac¢ao de membrana e a concentragao de glicose residual foram medidas
em momento apropriado. O rendimento de L-treonina com relagéo a aglcar e a
velocidade de produgédo de &acido lactico com base na L-treonina e glicose
introduzida calculada a partir da concentragdo de glicose sdo exibidos na
Tabela 18.

Como resultado do teste de fermentagdo por 200 horas, produgéo
estavel de L-treonina por meio de fermentagao continua foi viavel por meio do
método de fabricagéo de produto quimico de acordo com a presente invengao
utilizando o aparelho de fermentagdo continua da Fig. 2. A diferenca de
pressdo transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de
fermentagao continua.

EXEMPLO COMPARATIVO 14

PRODUGAO DE L-TREONINA POR MEIO DE FERMENTACAO EM BATELADAS
Como forma de fermentagéo utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentacdo em bateladas tipica foi conduzida em fermentador de
jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de L-treonina. O meio de
cultivo prévio exibido na Tabela 21 foi utilizado como meio ao iniciar-se o
cultivo em bateladas. Estes meios foram utilizados apos esterilizagdo a vapor

em alta pressdo (121 °C, quinze minutos). Neste exemplo comparativo,
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Providencia reftgeri SGR 588-77 foi utilizada como microorganismo e as
concentragbes de L-treonina e glicose contidas no liquido de fermentacgéo
foram medidas por meio do método exibido no Exemplo 27. As condigdes de
operacao deste exemplo comparativo sdo as seguintes:

Capacidade do tanque de reacgédo de fermentagéo (quantidade do
meio de fermentagao de L-treonina): 1 (L)

Controle de temperatura: 37 (°C)

Aeragéao do tanque de reagéo de fermentagao: 1 (I/min)

Velocidade de agitagao do tanque de reagao de fermentagéo: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajuétado em pH 7 com amdnia aquosa a 28%

Em primeiro lugar, Providencia rettgeri SGR 588-77 raspado de
meio agar foi inoculado em 90 ml de meio de caldo de glicose (1% de glicose,
3% de caldo (fabricado pela Nissui Co., Ltd.)) em frasco Erlenmeyer de 500 ml.
O microorganismo foi cultivado a 37 °C sob agitagdo a 140 rpm (cultivo prévio).
O cultivo prévio foi inoculado em 810 ml do meio de cultivo prévio exibido na
Tabela 17 em fermentador de minijarra e submetido a fermentagdo em
bateladas. A composi¢do de meio adicionada durante o cultivo é exibida em
meio adicional na Tabela 9. O meio foi adicionado em 24, 32, 40 e 48 horas
apés o inicio de cultivo em quantidade de 50 ml, respectivamente. Os
resultados de fermentagdo em bateladas s&o exibidos na Tabela 22.

TABELA 22

Exemplo
Exemplo 27 | Exemplo 28
Comparativo 14

Tempo de fermentagao (h) 55 200 200

Glicose introduzida (9) 195 2350 2290

L-treonina formada (9) 67.3 766 727
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Exemplo
Exemplo 27 Exemplo 28
Comeparativo 14

Glicose néo utilizada (9) 0 98 87
Rendimento (9/9) 0,345 0,34 0,33
Velocidade de produgéo (g/l/h) 1,11 1,9 25

Poder-se-a revelar que a velocidade de producéo de L-treonina foi
significativamente aprimorada pelo método de fabricagdo de produto quimico
de acordo com a presente invencao utilizando o a parelho de fermentagao
exibido nas Figs. 1 e 2.

EXEMPLO 29

PRODUCAO DE AcCIDO L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA

UTILIZANDO BACTERIA DE AciDO LACTICO (N° 1)

A produgao de acido L-lactico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagéo continua do tipo separagcdo de membrana da Fig. 1. O meio de
fermentagéao de acido lactico por bactérias de acido lactico exibido na Tabela
23 foi utilizado apods esterilizagado a vapor em alta pressdo (121 °C, quinze
minutos). Como membrana de separagao, foi utilizada a membrana porosa
preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as
condicoes de operacgao deste exemplo sao as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagao: 2 (L)

Membrana de separag¢ao utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 37 (°C)

Aeragao do tanque de reagao de fermentagdo: 50 (ml/min)

nitrogénio



10

15

20

144

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagao: 600
(rpm)

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Ajuste de pH: ajustado em pH 6,5 com 8 N de aménia aquosa

Regulagem da quantidade de agua de permeagdo da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de presséo transmembrana

(do inicio da fermentagdo continua até 150 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 150 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 300 horas a 400 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem de Lactococcus lactis JCM 7638 foi utilizada como
microorganismo procariético e meio de fermentagdo de acido lactico por
bacterias de acido lactico que possui a composigdo exibida na Tabela 23 foi
utilizado como meio. A concentragédo de acido L-lactico contida em liquido de
fermentagéo foi avaliada por meio do mesmo método do Exemplo de
Referéncia 1. A concentragdo de glicose foi medida com Teste de Glicose
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

TABELA 23

MEIO DE FERMENTAGCAO DE AciDo LACTICO POR BACTERIAS LACTEAS

Glicose 60 g/l
Extrato de levedura 54ql/l
Polipeptona 5 g/l
Cloreto de sédio 59/l

o
—_— T TS
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Em primeiro lugar, linhagem de Lactococcus lactis JCM 7638 foi
cultivada de forma estatica em 5 ml do meio de fermentagéo de acido lactico
purgado com gas nitrogénio exibido na Tabela 23 por 24 horas sob temperatura
de 37 °C em tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo
resultante foi inoculado em 50 ml de meio de fermentagdo de &cido lactico
purgado com gas nitrogénio novo e cultivado de forma estatica por 48 horas a
37°C (cﬁltivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5
| de meio de fermentagdo de acido lactico purgado com gas nitrogénio no
aparelho de fermentagéo continua do tipo de separagdo de membrana exibido
na Fig. 1, tanque de reacdo de fermentagdo 1 foi agitado a 600 rpm com
agitador 5 a ele fixado, seguido pela regulagem de aeragéo e controle de
temperatura a 37 °C do tanque de reagédo 1, enquanto o microorganismo foi
cultivado por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente apés o término do cultivo
prévio, o microorganismo foi cultivado continuamente em meio de fermentagao
de acido lactico alimentado continuamente enquanto a quantidade de agua de
permeacgdo de membrana foi regulada de tal forma que a quantidade do liquido
de fermentagdo no aparelho de fermentagéo continua tornou-se 2 |, por meio
do qué foi produzido acido L-lactico por meio de fermentagéo continua. Nesse
momento, gas nitrogénio foi alimentado de aparelho de alimentagéo de gas
para o tanque de reagao de fermentagédo e o gas descarregado foi recuperado
e novamente alimentado para o tanque de reagdo de fermentagéo. Isso
significa que o gas que contém gas nitrogénio foi fornecido por meio de
reciclagem. Neste teste de fermentagdo continua, a quantidade de agua de
permeacgdo de membrana foi regulada e alterada sob as condigbes de controle
de agua de permeagdo de membrana descritas acima, durante o qué a
diferenca de cabega d'agua foi medida como a diferenga de pressao
transmembrana com aparelho de regulagem de diferenga de cabega d’'agua 3.

A concentra¢do de acido L-lactico produzida no liquido de fermentagdo de
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permeacgao de membrana e a concentragéo de glicose residual foi medida em
momento apropriado. O rendimento de &cido L-lactico com relagéo a agucar e a
velocidade de produgao de acido L-lactico calculada a partir do acido L-lactico
e glicose introduzida calculada a partir da concentragdo de glicose sao exibidos
na Tabela 24.

Como resultado do teste de fermentagao por 400 horas, produgéo
estavel de acido L-lactico por meio de fermentagao continua foi viavel por meio
do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invencao utilizando o aparelho de fermentagéo continua do tipo de separagao
de membrana. A diferenca de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa
em todo o periodo de fermentagao continua.

EXEMPLO 30

PRODUCAO DE AcIDO L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTAGAO CONTINUA

UTILIZANDO BACTERIA DE Acibo LAcTICO (N° 2)

A produgao de acido L-lactico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagdo continua da Fig. 2. Como meio, o0 meio de fermentagéo de
acido lactico por bactérias de acido lactico exibido na Tabela 23 foi utilizado
apos esterilizagdo a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos). O meio foi
utilizado apés esterilizagao a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos).
Como membrana de separagio, foi utilizada a membrana porosa preparada no
Exemplo de Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condigdes de
operacgao deste exemplo sdo as seguintes:

Capacidade do tanque de reagéo de fermentagéo: 2 (L)

Membrana de separagédo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 37 (°C)
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Aeragdao do tanque de reagdao de fermentagdo: 50 (ml/min)
nitrogénio

Velocidade de agitagdo do tanque de reagdo de fermentagao: 600
(rpm)

Esterilizacdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta press@o em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Ajuste de pH: ajustado em pH 6,5 com 8 N de aménia équosa

Regulagem da quantidade de agua de permeag¢ao da membrana:
regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagao continua até 150 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 150 horas a 300 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 300 horas a 400 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem de Lactococcus lactis JCM 7638 foi utilizada como
microorganismo procariético e cuitivada da mesma forma que no Exemplo 29
até o cultivo prévio. Imediatamente apés o término do cultivo prévio, o
microorganismo foi cultivado continuamente em meio alimentado
continuamente enquanto a quantidade de agua de permeacao de membrana foi
regulada de tal forma que a quantidade do liquido de fermentagéo no aparelho
de fermentagao continua tornou-se 1,5 |, por meio do qué foi produzido acido L-
lactico por fermentagdo continua. Nesse momento, gas nitrogénio foi
alimentado de aparelho de alimentagdo de gas para o tanque de reagéo de
fermentacdo e o gas descarregado foi recuperado e novamente alimentado
para o tanque de reagao de fermentagéo. Isso significa que o gas que contem

gas nitrogénio foi fornecido por meio de reciclagem. Neste teste de
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fermentagao continua, a quantidade de agua de permeacado de membrana foi
regulada e alterada sob as condi¢gées de controle de agua de permeacéao de
membrana descritas acima, durante o qué a diferengca de cabega d'agua foi
medida como a diferenga de pressdo transmembrana com aparelho de
regulagem de diferenga de cabega d'agua 3. A concentragéao de acido L-lactico
produzida no liquido de fermentagdo de permeagdo de membrana e a
concentragdo de glicose residual foram medidas em momento apropriado. O
rendimento de acido L-lactico com relagao a agucar calculado a partir do acido
L-lactico e glicose introduzida calculada a partir da concentragéo de glicose e a
velocidade de producao de acido L-lactico sédo exibidos na Tabela 24.

Como resultado do teste de fermentagao por 400 horas, produgao
estavel de acido L-lactico por meio de fermentagao continua foi viavel por meio
do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invencgéo utilizando o aparelho de fermentagdo continua da Fig. 2. A diferenga
de pressao transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de
fermentagao continua.

ExemMpPLO COMPARATIVO 15

PRODUCAO DE Acipo L-LACTICO POR MEIO DE FERMENTAGAO EM BATELADAS

Corﬁo forma de fermentagdo utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentagdo em bateladas tipica foi conduzida em fermentador de
jarra de dois litros para avaliar a sua produtividade de &cido L-lactico. O meio
exibido na Tabela 23 foi utilizado apos esterilizagdo a vapor em alta pressao
(121 °C, quinze minutos). Neste exemplo comparativo, linhagem de
Lactococcus lactis JCM7638 foi utilizada como microorganismo procariético e a
concentragao de acido L-lactico como produto foi avaliada por meio do método
exibido no Exemplo de Referéncia 1. A concentragéo de glicose foi medida com
Teste de Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). As condigdes

de operagao deste exemplo comparativo s&o as seguintes:
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Capacidade do tanque de reagao de fermentagao: 1 (L)

Controle de temperatura: 37 (°C)

Aeragdo do tanque de reagdo de fermentagdo: 50 (ml/min)
nitrogénio

Velocidade de agitagdo do tanque de reagao de fermentagéo: 200
(rom)

Ajuste de pH: ajustado em pH 6,5 com 8 N de aménia aquosa

Em primeiro lugar, linhagem de Lactococcus lactis JCM 7638 foi
cultivada de forma estatica em 5 ml do meio de fermentagao de acido lactico
purgado com gas nitrogénio exibido na Tabela 23 por 24 horas sob temperatura
de 37 °C (cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi inoculado em 50 ml
de meio de fermentagao de acido lactico purgado com gas nitrogénio novo e
cultivado de forma estatica por 48 horas sob temperatura de 37 °C (cultivo
prévio). O cultivo prévio resultante foi inoculado em 1 | do meio de fermentagao
continua/lem bateladas exibido na Tabela 23 em fermentador de jarra e
submetido a fermentacdo em bateladas. Os resultados de fermentagdo em

bateladas s&o exibidos na Tabela 24.

TABELA 24
Exemplo
Exemplo 29 Exemplo 30

Comparativo 15
Tempo de fermentagéo (h) 40 400 400
Glicose introduzida (9) 90 4460 3550
Acido L-lactico formado (9) 83 3920 3060
Glicose ndo utilizada (9) 0 60 70
Rendimento (9/9) 0.92 0.89 0.88
Velocidade de producgéo {(g/l’h) 21 49 5.1

Poder-se-a

revelar que a velocidade de produgdo de &acido L-




10

15

20

25

150

lactico foi significativamente aprimorada pelo método de fabricagéo de produto
quimico de acordo com a presente invencdo utilizando o aparelho de
fermentagao exibido nas Figs. 1 e 2.

EXEMPLO DE REFERENCIA 6

PREPARACAO DE DNA CROMOSSOMICO DE LINHAGEM DE BACILLUS LAEVOLACTICUS

JCM2513

Linhagem de Bacillus laevolacticus JCM2513 foi inoculada em
100 ml de meio GYP (meio GYP descrito em JP-A n° 2003-088392) e cultivada
sob temperatura de 30 °C por 24 horas para obter cultivo. O cultivo resultante
foi centrifugado a 3000 rpm por quinze minutos para obter 0,5 g de
microorganismo umedecido e, a partir do microorganismo umedecido, DNA
cromossOmico foi obtido por meio de método de Saito e Miura (Biochem.
Biophys. Acta., 72, 619 (1963)). Em seguida, 60 ug do DNA cromossdmico e 3
U de enzima de restricdo Sau3Al foram misturados em 10 mM de tampao Tris-
HC! (50 mM de NaCl, 10 mM de MgSO4 e 1 mM de ditiotreitol (pH 7,4)) e
reagidos sob temperatura de 37 °C por trinta minutos. A solugdo de reagéao foi
extraida com fenol e precipitada com etanol de forma habitual para obter 50 nug
de fragmento de DNA cromossémico digerido por Sau3Al de linhagem de
Baciillus laevolacticus JCM2513.

EXEMPLO DE REFERENCIA 7

PREPARAGCAO DE BIBLIOTECA DE GENES DE LINHAGEM JCM2513 DE BACILLUS

LAEVOLACTICUS UTiLIZANDO DNA DE VETOR DE PLASMIDEO

20 pg de DNA de vetor de plasmideo (pUC19) capaz de
reproducdo auténoma em Escherichia coli e 200 U de enzima de restricao
BamHI foram misturados em 50 mM de tampé&o Tris-HCI (que contém 100 mM
de NaCl, 10 mM de sulfato de magnésio (pH 7,4)) e reagiram sob temperatura
de 37 °C por duas horas para obter solugdo de digestdo e a solugéo de

digestao foi extraida com fenol e precipitada com etanol de forma habitual.
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Em seguida,_ o fragmento de DNA derivado de vetor de plasmideo
foi desfosforilado por meio de tratamento com fosfatase alcali bacteriana para
evitar nova unido, extraido com fenol e precipitado com etanol de forma
habitual.

1 ng deste pUC19 digerido com BamHI e 1 pg do fragmento de
DNA cromossdmico de linhagem de Bacillus laevolacticus JCM 2513 digerida
com Sau3Al, obtido no Exemplo de Referéncia 3, e 2 U de T4 DNA ligase
(fabricada pela Takara Shuzo Co., Ltd.) foram adicionados a 66 mM de tampao
Tris-HCI (pH 7,5) que contém 66 mM de cloreto de magnésio, 10 mM de
ditiotreitol e 10 mM de ATP e reagiram sob temperatura de 16 °C por dezesseis
horas para ligar os DNAs. Em seguida, a mistura de DNA resultante foi utilizada
de forma habitual para transformar Escherichia coli JM109 que foi colocado em
placas em seguida sobre meio LB agar contendo 50 pg/ml de ampicilina sédio,
para obter cerca de vinte mil colénias para uso como biblioteca genética. Das
cerca de vinte mil coldnias, foi recuperado DNA recombinante. O método de
recuperagao seguiu-se ao método de Saito & Miura descrito acima.

EXEmMPLO DE REFERENCIA 8

PREPARAGCAO DE HOSPEDEIRO PARA SELECAO DE GENE D-LACTATO

DESIDROGENASE

Selegdo de gene D-LDH de linhagem JCM2513 de Bacillus
laevolacticus foi conduzida por meio de complementagao funcional. O principio
é descrito em detalhes em Dominique, G., Appl. Environ. Microbiol., Estados
Unidos (1995), 61 266-272. Isso significa que é necessario preparar linhagem
de Escherichia coli com deficiéncia na atividade de D-lactato desidrogenase e
na atividade de piruvato formato-liase. Linhagem de Escherichia coli tornada
deficiente por meio da destruigdo de gene D-lactato desidrogenase (ldhA) e
gene de piruvato forméto—liase (pfiB e pfID) foi preparada por meio de método

de Kirill et al (Kirill, A., PNAS, Estados Unidos (2000) 97 6640-6645). A



10

15

20

25

152

linhagem preparada desta forma foi denominada linhagem TM33 (E. coli AldhA
ApfiB::Km' ApflD::Cm") e utilizada como hospedeiro para a sele¢édo de gene D-
lactato desidrogenase.

EXEMPLO DE REFERENCIA 9

SELECAO DE GENE D-LACTATO DESIDROGENASE

Linhagem TM33 de Escherichia coli foi inoculada em 100 ml de
meio LB que contém 50 pg/ml de sulfato de canamicina e 15 pg/mi de
cloranfenicol e cultivada sob temperatura de 37 °C por 24 horas para obter
cultivo. O cultivo obtido desta forma foi centrifugado a 3000 rpm por quinze
minutos para obter 0,8 g de microorganismo Umido. O microorganismo Umido
obtido foi lavado por trés vezes com 10 ml de glicerol a 10% e suspenso em
seguida em 0,1 ml de glicerol a 10% para obter células competentes. 1 ul da
biblioteca genética derivada de linhagem de Bacillus laevolacticus JCM2513
obtida no Exemplo de Referéncia 8 foi adicionado e introduzido de forma
habitual por meio de eletroporagdo as células competentes e as linhagens
resultantes foram colocadas sobre meio agar M9GP (meio M9 + 0,4% glicose +
0,2% peptona) que contém 50 pg/ml de ampicilina sédio para obter diversas
linhagens capazes de cultivo sob condigbes anaerdbicas.

EXeEmMPLO DE REFERENCIA 10

ANALISE DE SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DE DNA QUE CONTEM O GENE D-

LACTATO DESIDROGENASE

A partir da linhagem de Escherichia coli TM33/pBL2 que contém o
DNA recombinante obtido acima, foi preparado plasmideo de forma habitual e o
DNA recombinante resultante foi utilizado em seqiienciamento de nucleotideos.
Sequienciamento de nucleotideos foi conduzido de acordo com o meétodo de
Sanger utilizando Kit de Sequenciamento de Ciclos de Término Taq DyeDeoxy
(fabricado pela Applied Biochemical). A sequéncia de nucleotideos resuitante

do DNA que contém o gene D-lactato desidrogenase foi de 2995 pares de
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bases. Conduziu-se pesquisa de quadro de leitura aberta para esta sequéncia
e sequéncia de DNA (SEQ ID N° 10) do gene D-lactato desidrogenase com
1011 bp foi determinada temporariamente utilizando Genetyx (fabricado pela
Software Kaihatsu Co., Ltd.).

EXEMPLO DE REFERENCIA 11

PREPARAGAO DE VETOR DE EXPRESSAO PARA GENE D-LACTATO DESIDROGENASE

Gene D-LDH foi clonado de Bacillus laevolacticus. O gene D-LDH
foi clonado por meio de PCR e introduzido da mesma forma em vetor de
expressao. O método de clonagem é descrito abaixo.

Bacillus laevolacticus foi cultivado e recuperado em seguida por
meio de centrifugacao, seguido por extragdo de DNA de genoma com Kit de
Isolamento de DNA Microbiano UltraClean (fabricado pela MO BIO). A
operagédo especifica seguiu o protocolo ligado ao kit. O DNA de genoma
resultante foi utilizado em seguida como modelo em PCR. O DNA obtido acima
foi utilizado como modelo na clonagem de gene D-LDH por meio de PCR. Na
reacdao de amplificacdo por PCR, utilizou-se KOD-Plus-polimerase (fabricada
pela Toyobo) estimada como possuindo precisdo de cinqienta vezes com
relagdo a Tag. O tampéo de reagao, mistura de dNTP etc. utilizados foram os
ligados ao kit. Primers de amplificagdo de gene D-LDH (SEQ ID N° 11 e 12)
foram preparados de tal forma que sequéncia de reconhecimento de Xhol e
sequiéncia de reconhecimento de Notl foram adicionadas aos lados 5 e 3-
terminais, respectivamente.

Cada fragmento de amplificagdo de PCR foi purificado, fosforilado
em seguida no seu término com T4 polinucleotideo quinase (fabricada pela
TAKARA) e ligado a vetor pUC118 (que havia sido tratado por meio de divisao
com enzima de restricao Hincll e submissdo em seguida da superficie de
divisdo a desfosforilagido). Esta ligagao foi conduzida com kit de ligacdo de

DNA Ver. 2 (fabricado pela TAKARA). O produto de ligagao foi utilizado para
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transformar Escherichia coli DH5a do qual DNA de plasmideo foi recuperado
em seguida para obter plasmideo em que cada gene D-LDH havia sido
subclonado. O vetor pUC118 resultante no qual o gene D-LDH havia sido
inserido foi digerido com enzimas de restricdo Xhol e Notl e cada um dos
fragmentos de DNA resultantes foi inserido em local de divisdo de Xhol/Not! de
vetor de expresséo de levedura pTRS11 (Fig. 5). O vetor de expresséo de gene
D-LDH preparado desta forma foi denominado pTM63.

EXEMPLO DE REFERENCIA 12

INTRODUGAO DO VETOR DE EXPRESSAO DE GENE D-LDH EM LEVEDURA

pTM63 obtido no Exemplo de Referéncia 11 foi transformado em
linhagem de levedura Saccharomyces cerevisiae NBRC 10505. Esta
transformagéo foi conduzida por meio do método de acetato de litio utilizando
Sistema de Transformacdo de Levedura YEASTMAKER (fabricado pela
CLONTECH). A operagéo especifica seguiu o protocolo ligado ao kit. A
linhagem de Saccharomyces cerevisiae NBRC 10505 utilizada como
hospedeiro é linhagem com deficiéncia na capacidade de produg¢do de uracil e
o seu transformador ao qual havia sido introduzido pTM63 pode ser
selecionado sobre meio livre de uracil pela fungao de gene URA3 possuida por
pTM63.

A introdugdo do vetor de expressao de gene D-LDH no
transformador obtido desta forma foi confirmada por meio da extragdo de DNA
de genoma que contém DNA de plasmideo por meio de kit de extragao de DNA
de genoma Gentrukun (fabricado pela TAKARA) e utilizagdo em seguida do
DNA de genoma como modelo em PCR com Mistura Prévia de Taq (fabricada
pela TAKARA). Como primer, foi utilizado o primer empregado na clonagem do
gene D-LDH. Como resultado, confirmou-se que todos os transformadores
continham gene D-LDH neles introduzido.

Linhagem de Saccharomyces cerevisiae NBRC 10505 na qual
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havia sido introduzidlo pTM63 é designada a seguir linhagem NBRC
10505/pTM63.

EXeEmpPLO 31

PRODUGAO DE AciDo D-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 1)

A producao de acido L-lactico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagéo continua do tipo separagdo de membrana da Fig. 1 e meio de
producgio de acido D-lactico que possui a composigao exibida na Tabela 25. O
meio foi utilizado apds esterilizagdo a vapor em alta pressao (121 °C, quinze
minutos). Como material de elemento de membrana de separagédo, utilizou-se
moldagem de resina de polissulfona e ago inoxidavel. Como membrana de
separacéo, foi utilizada a membrana porosa preparada no Exemplo de
Referéncia 2. A menos que indicado em contrario, as condi¢gbes de operagao
deste exemplo sdo as seguintes:

Capacidade do tanque de reagao de fermentagéo: 2,0 (L)

Membrana de separagao utilizada: membrana de filtragem de

PVDF

Area de filtragem eficaz do elemento de separagdo de membrana:
120 cm?

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeracgéo do tanque de reagao de fermentagao: 0.2 (I/min) ar

Velocidade de agitacdo do tanque de reagdo de fermentagéo: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5,0 com 5 N NaOH

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagdo, e o meio utilizado foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Regulagem da quantidade de 4gua de permeagéo da membrana:

regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de presséo transmembrana
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(do inicio da fermentagdo continua até 100 horas: regulada em
0,1 kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 100 horas a 200 horas: regulada em 2 kPa ou menos; e

- 200 horas a 320 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem NBRC10505/pTM63 foi utilizada como microorganismo,
meio de produgdo de acido D-lactico que possui a composicdo exibida na
Tabela 25 foi utilizado como meio e a concentragiao de acido D-lactico como
produto foi medida por meio do mesmo método de HPLC do Exemplo de
Referéncia 1. A concentracdo de glicose foi medida com Teste de Glicose
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

TABELA 25

MEio DE FERMENTACAO DE AciDo LACTICO DE LEVEDURA

Glicose 100g
Base de nitrogénio de levedura sem 6,79

aminoacido (Difco)

Padr&o 19 aminoacidos excluindo leucina 162 mg
Leucina 760 mg
Inositol 162 mg
Acido p-aminobenzéico 16 mg
Adenina 40 mg

Unidade (1/litro)

Em primeiro lugar, a linhagem de NBRC10505/pTM63 foi
cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de produgéo de acido
D-lactico em tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo

resultante foi inoculado em 50 ml de meio de produgédo de acido D-lactico novo
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e cultivado com agitagéo por 24 horas sob temperatura de 30 °C em frasco
Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar). O cultivo prévio preliminar foi
inoculado em 2,0 | de meio de produgdo de &cido D-lactico no aparelho de
fermentagéo continua do tipo de separagdo de membrana exibido na Fig. 1,
tanque de reagao de fermentagao 1 foi agitado a 800 rpm com agitador 5 a ele
ﬂxadd, seguido pela regulagem de aeragéo, controle de temperatura e ajuste
de pH do tanque de reagdo 1 e o microorganismo foi cultivado por 24 horas
(cultivo prévio).

Imediatamente apdés o término do cultivo prévio, a bomba de
circulagao de liquido de fermentagédo 10 foi operada e o microorganismo foi
cultivado continuamente sob as condigbes em que, além das condi¢es de
operagao no momento do cultivo prévio, tanque de separagédo de membrana 2
foi aerado, meio de fermentagdo de acido D-lactico foi alimentado
continuamente e a quantidade de agua de permeacdo de membrana foi
regulada de tal forma que a quantidade do liquido de fermentag&o no aparelho
de fermentagdo continua do tipo separagdo de membrana tornou-se 2 |, por
meio do qué cadaverina foi produzida por meio de fermentagédo continua. Neste
teste de fermentagdo continua, a quantidade de agua de permeagdo de
membrana foi regulada e alterada sob as condigbes de controle de agua de
permeacao de membrana descritas acima, durante o qué a diferenca de
cabeca d'agua foi medida como a diferenga de presséo transmembrana com
aparelho de regulagem de diferenga de cabega d'agua 3. A concentragdo de
acido lactico produzida no liquido de fermentagao de permeagao de membrana
e a concentragdo de glicose residual foram medidas em momento apropriado.
Os resultados no teste de fermentagao continua por 320 horas séo exibidos na
Tabela 26.

A produgao estavel de acido D-lactico por meio de fermentagao

continua foi viavel por meio do método de fabricagao de produto quimico de
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acordo com a presente invengéo utilizando o aparelho de fermentagéo continua
do tipo de separagédo de membrana. A diferenga de pressdo transmembrana
variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentacéo continua.

EXEMPLO 32

PRODUCAO DE AciDO D-LACTICO POR MEIO DE FERMENTACAO CONTINUA (N° 2)

A produgéo de acido D-lactico foi conduzida utilizando o aparelho
de fermentagéo continua da Fig. 2 e meio de producido de acido D-lactico que
possui a composicdo exibida na Tabela 25. O meio foi utilizado apés
esterilizagao a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos). Como material
de elemento de membrana de separagao, utilizou-se moldagem de resina de
polissulfona e ago inoxidavel. Como membrana de separagéao, foi utilizada a
membrana porosa preparada no Exemplo de Referéncia 2. A menos que
indicado em contrario, as condigbes de operagdo deste exemplo sdo as
seguintes:

Capacidade do tanque de reagéo de fermentagao: 1,5 (L)

Membrana de separagdo utilizada: membrana de filtragem de
fluoreto de polivinilideno

Area de filtragem eficaz do elemento de separagao de membrana:

120 cm?
Controle de temperatura: 30 (°C)
Aeragéo do tanque de reagdo de fermentagao: 0,2 (I/min) ar
Velocidade de agitagao do tanque de reagéo de fermentagéo: 800
(rpm)

Ajuste de pH: ajustado em pH 5,0 com 5 N NaOH

Esterilizagdo: o tanque de cultivo, incluindo o elemento de
membrana de separagéo, e o meio utilizado, foram esterilizados com vapor sob
alta pressdo em autoclave a 121 °C por vinte minutos.

Regulagem da quantidade de agua de permeagéo da membrana:
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regulagem da velocidade de fluxo por diferenga de pressao transmembrana

(do inicio da fermentagéo continua até 90 horas: regulada em 0,1
kPa ou mais a 5 kPa ou menos;

- 90 horas a 180 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 2
kPa ou menos; e

- 180 horas a 264 horas: regulada em 0,1 kPa ou mais a 20
kPa ou menos).

Linhagem NBRC10505/pTM63 foi utilizada como microorganismo,
meio de produgdo de acido D-lactico que possui a composigdo exibida na
Tabela 25 foi utilizado como meio e a concentragio de acido D-lactico como
produto foi medida por meio do mesmo método de HPLC do Exemplo de
Referéncia 1. A concentragdo de glicose foi medida com Teste de Glicose
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Em primeiro lugar, a linhagem de NBRC10505/pTM63 foi
cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de produgdo de acido
D-lactico em tubo de ensaio (antes do cultivo prévio preliminar). O cultivo
resultante foi inoculado em 50 ml de meio de produgdo de acido D-lactico novo
e cultivado com agitagdo por 24 horas sob temperatura de 30 °C em frasco
Sakaguchi de 500 ml (cultivo prévio preliminar).

O cultivo prévio preliminar foi inoculado em 1,5 | de meio de
produgdo de &cido D-lactico no aparelho de fermentagao continua exibido na
Fig. 2, tanque de reagao de fermentagao 1 foi agitado a 800 rpm com agitador
5 a ele fixado, seguido pela regulagem de aeragao, controle de temperatura e
ajuste de pH do tanque de reagdo de fermentagdo 1, enquanto o
microorganismo foi cultivado por 24 horas (cultivo prévio). Imediatamente apoés
o término do cultivo prévio, o microorganismo foi cultivado continuamente
enquanto meio de produgao de acido D-lactico era alimentado continuamente e

a quantidade de agua de permeagdo de membrana foi regulada de tal forma
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que a quantidade do liquido de fermentagdo no aparelho de fermentagio
continua se tornasse 1,5 |, por meio do qué foi produzido acido D-lactico por
fermentagéo continua. Neste teste de fermentagédo continua, a quantidade de
agua de permeacgédo de membrana foi regulada e alterada sob as condigdes de
controle de agua de permeagéo de membrana descritas acima, durante o qué a
diferenca de cabega d'agua foi medida como a diferenga de presséo
transmembrana com aparelho de regulagem de diferenga de cabega d'agua 3.
A concentragdo de acido D-lactico produzida no liquido de fermentagio de
permeagao de membrana e a concentragdo de glicose residual foram medidas
em momento apropriado. A velocidade de producdo de &acido D-lactico
calculada a partir do acido D-lactico e glicose introduzida é exibida na Tabela
26.

Como resultado do teste de fermentagao por 264 horas, produgéo
estavel de acido D-lactico por meio de fermentagéao continua foi viavel por meio
do método de fabricagdo de produto quimico de acordo com a presente
invengao utilizando o aparelho de fermentagéo continua da Fig. 2. A diferenga
de pressdo transmembrana variou dentro de 2 kPa em todo o periodo de
fermentagéo continua.

EXEMPLO COMPARATIVO 16

PRODUGAO DE AciDo D-LACTICO POR MEIO DE FERMENTAGAO EM BATELADAS

Como forma de fermentagéo utilizando microorganismo, a maior
parte da fermentag&o de bateladas tipica foi conduzida em fermentador de jarra
de dois litros para avaliar a sua produtividade de acido D-lactico. O meio foi
utilizado apos esterilizagdo a vapor em alta pressao (121 °C, quinze minutos).
Neste exemplo comparativo, linhagem NBRC10505/pTM63 foi utilizada como
microorganismo, a concentragdo de acido D-lactico como produto foi avaliada
por meio de HPLC e a concentragdo de glicose foi medida com Teste de

Glicose Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). As condigbes de
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operagao deste exemplo comparativo sdo as seguintes:

Capacidade do tanque de reag¢ao de fermentagéo (quantidade do
meio de produc¢ao de acido D-lactico): 1,0 (L)

Controle de temperatura: 30 (°C)

Aeracao do tanque de reagao de fermentagao: 0,2 (I/min) ar

Velocidade de agitagao do tanque de reagdo de fermentagao: 300
(rpm) |

Ajuste de pH: ajustado em pH 5,0 com 5 N NaOH

Em primeiro lugar, a linhagem de NBRC10505/pTM63 foi
cultivada com agitagdo por uma noite em 5 ml de meio de produgéo de acido
D-lactico em tubo de ensaio (cultivo prévio preliminar). O cultivo resultante foi
inoculado em 50 ml de meio de produgao de acido D-lactico novo e cultivado
com agitagéo por 24 horas sob temperatura de 30 °C em frasco Sakaguchi de
500 ml (cultivo prévio). O cultivo prévio resultante foi inoculado em 1,5 | de
meio de produ¢cdo de acido D-lactico em fermentador de jarra. O
microorganismo foi submetido a fermentagdo em bateladas com o meio de
producao de acido D-lactico. Os resultados s&o exibidos na Tabela 26.

TABELA 26

Exemplo
Exemplo 31 Exemplo 32
Comparativo 16

Tempo de fermentagao (h) 75 320 268
Glicose introduzida (9) 100 2790 2340
Acido D-lactico produzido (9) 18.8 533 442
Glicose n&o utilizada (9) 0 55 50
Rendimento de acido D-lactico (9/9) 18,8 19,5 19,3

Velocidade de produgdo de
(g/lfh) 0,25 0,93 1,10

acido D-lactico
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Pdde-se revelar que a velocidade de produgao de acido D-lactico
foi significativamente aprimorada pelo método de fabricacdo de produto
quimico de acordo com a presente invengdo utilizando o aparelho de
fermentagao exibido nas Figs. 1 e 2.

EXEMPLO DE REFERENCIA 13

PREPARACAO DE MEMBRANA POROSA (N° 5)

Homopolimero de fluoreto de vinilideno que possui peso
molecular ponderal médio de 417.000 e y-butirolactona foram fundidos sob
temperatura de 170 °C em quantidades de 38% em peso e 62% em peso,
respectivamente, para preparar solugdo padrao. Esta solugdo padrao,
acompanhada por y-butirolactona como liquido de formagao de espagos ocos,
foi descarregada de base e resfriada em banho de resfriamento que consiste
de solugdo aquosa de y-butirolactona a 80% sob temperatura de 20 °C para
preparar membrana de fibra oca.

Em seguida, 14% em peso de homopolimero fluoreto de vinilideno
que possui peso molecular ponderal médio de 284.000, 1% em peso de
propionato acetato de celulose (CAP482-0.5 fabricado pela Eastman Chemical),
77% em peso de N-metil-2-pirrolidona, 5% em peso de acido graxo de dleo de
coco de polioxietileno sorbitan (nome comercial: lonet T-20C, fabricado pela
Sanyo Chemical Industries, Ltd.) e 3% em peso de agua foram misturados e
fundidos sob temperatura de 95 °C para preparar solugdo padrao. Esta solugéo
padrao foi aplicada uniformemente sobre a superficie da membrana de fibra oca
e imediatamente coagulada em banho de agua para preparar membrana de fibra
oca. A membrana de fibra oca resultante apresentou tamanho médio de poro de
0,05 um sobre a superficie do lado tratado com agua. Quando a membrana de
separagéo foi avaliada para determinar o seu coeficiente de permeabilidade a
agua purificada, o coeficiente de permeabilidade a agua purificada foi de 5,5 x

10° m*m2-s-Pa. A medigio do coeficiente de permeabilidade a agua purificada
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foi conduzida com agua purificada tratada com membrana de osmose reversa a
25 °C com altura de cabeg¢a de um metro. O desvio padrao do tamanho médio de
poro foi de 0,006 um.

EXEMPLO 33

PREPARACAO DE AciDO L-LACTICO coM MEMBRANA DE FIBRA OcA (N° 1)

E descrito o elemento de membrana de separagao exibido na Fig.
4 que possui area de filtragem efetiva de 120 cm? preparada utilizando
membrana porosa preparada no Exemplo de Referéncia 13 como membrana de
separagao no mesmo teste de fermentacdo continua de acido L-lactico do
Exemplo 1. Os resultados, junto com os resultados do Exemplo Comparativo 1,
sdo exibidos na Tabela 27. A producao estavel de acido L-lactico por meio de
fermentagao continua foi viavel. A diferenga de pressao transmembrana variou
dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagao continua.

EXEMPLO 34

PREPARACAO DE AcIDO L-LACTICO com MEMBRANA DE FIBRA OcA (N° 2)

E descrito o elemento de membrana de separagéo exibido na Fig. 4
que possui area de filtragem efetiva de 120 cm? preparada utilizando membrana
porosa preparada no Exemplo de Referéncia 13 como membrana de separagao
no mesmo teste de fermentagdo continua de acido L-lactico do Exemplo 4. Os
resultados, junto com os resultados do Exemplo Comparativo 1, sdo exibidos na
Tabela 27. Péde-se confirmar que a produgao estavel de acido L-lactico por meio
de fermentagao continua foi viavel. A diferenga de pressao transmembrana variou
dentro de 2 kPa em todo o periodo de fermentagao continua.

TABELA 27

Exemplo
Exemplo 33 | Exemplo 34
Comparativo 1

Tempo de fermentagéo (h) 72 300 300

Glicose introduzida (9) 100 3210 2600
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Exemplo
Exemplo 33 | Exemplo 34
Comparativo 1
Acido L-lactico total produzido (9) 26 1980 1570
Glicose nao utilizada (@) 0 70 60
Rendimento de acido L-lactico
(g9/g) 0,26 0,63 0,62
com relagéo a agulcar
Velocidade de produgdo de
(g/i/h) 0,36 3.3 3.5
acido L-lactico

APLICACAO INDUSTRIAL

A presente invengao refere-se a método de fabricagéo de produto

quimico por meio de fermentagdo continua, mantendo alta produtividade de

forma estavel por longo periodo por meio de método simples de operagao.

Segundo a presente invengdo, a fermentacdo continua mantendo alta

produtividade de forma estavel por longo tempo sob condigées simples de

operagao torna-se viavel e produto quimico que é produto de fermentagéo pode

ser amplamente fabricado de forma estavel sob baixo custo na industria de

fermentacgao.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
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<130> 06082

<160> 12

<170> PatentIn version 3.1
<210> 1

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 1

ctcgagatgg caactctaaa ggatca

<210> 2

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> primer

<400> 2

gcggccgctt aaaattgcag
<210> 3

<211> 999

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 3

atggcaactc taaaggatca
aataagatta cagttgttgg
atgaaggact tggcagatga
gagatgatgg atctccaaca
aaagactata atgtaactgc
caagagggag aaagccgtct

ctcctttt

gctgatttat
ggttggtgct
acttgctctt
tggcagcctt
aaactccaag

taatttggtc

aatcttctaa
gttggcatgg
gttgatgtca
ttccttagaa
ctggtcatta

cagcgtaacg

aggaagaaca
cctgtgccat
tcgaagacaa
caccaaagat
tcacggctgg

tgaacatatt
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gaccccccag
cagtatctta
attgaaggga
tgtctctgge
ggcacgtcag

taaattcatc

26

28

60

120

180

240

300

360



attcctaatg
gatatcttga
agtggttgca
cacccattaa
tggagtggaa
gataaagata
gtgatcaaac
gagagtataa
tacggaataa
tcagaccttg
gatacacttt
<210> 4
<211> 80
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 4

ttgtaaaata
cctacgtggc
atctggattc
gctgtcatgg
tgaatgttgc
aggaacagtg
tcaaaggcta
tgaagaatct
aggatgatgt
tgaaggtgac

gggggatcca

Artificial

primer

cagcccgaac
ttggaagata
agcccgattc
gtgggtcctt
tggtgtctct
gaaagaggtt
cacatcctgg
taggcgggtg
cttccttagt
tctgacttct

aaaggagctg

tgcaagttgc
agtggttttc
cgttacctga
ggggaacatg
ctgaagactc
cacaagcagg
gctattggac
cacccagttt
gttccttgca
gaggaagagg

caattttaa

ttattgtttc
ccaaaaaccg
tgggggaaag
gagattccag
tgcacccaga
tggttgagag
tctctgtage
ccaccatgat
ttttgggaca

cccgtttgaa

aaatccagtg
tgttattgga
gctgggagtt
tgtgcctgta
tttagggact
tgcttatgag
agatttggca
taagggtctt
gaatggaatc

gaagagtgca

tctcaattat tattttctac tcataacctc acgcaaaata acacagtcaa atcaatcaaa

atggcaactc taaaggatca
<210> 5

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> primer

<400> 5

aggcgtatca cgaggccctt

<210> 6

<211> 60

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

999

60

80

20



<223> primer

<400> o6
gaattaattc ttgaagacga aagggcctcg tgatacgcct agattgtact gagagtgcac

<210> 7
<211> 80
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 7
tatttttcgt tacataaaaa tgcttataaa actttaacta ataattagag attaaatcgc

ctgtgcggta tttcacaccg

<210> 8
<211> 25
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 8
caaatatcgt ttgaatattt ttccg

<210> 9
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 9
aatccagatt gcaaccactt

<210> 10
<211> 1011
<212> DNA

<213> Bacillus laevolacticus

<400> 10

atgaaattct tgatgtatgg agtacaagat catgagagag caacgatcga gaattgggca
aatcaacatc aggtggagat cgcaacaacc tcagatttcc tctcagaaga tacagtcgct

caatcgaaag gctttgacgg tatctgcatt caacagccga ttgcactcgg aggcccgaat

60

60

80

25

20

60

120

180



ttatacactc
gacatgattg
tactcccctt
attcctgaat
agagaaatcc
gcacagctct
cggctaaacg
atcatttctc
ttaaaactga
actgaagatc
tttgaaaatg
ctttcgaaac
gagaccgcca
acaggaacaa
<210>
<211>

<212>
<213>

11
30
DNA

<220>

<223>

<400> 11

aattaaaaaa
atttgaacga
acgcagtcgc
tcaataaacg
gatcattaac
tcaaaggact
gtatccttga
ttcacacgcc
tgaaaaatag
tgattgaagc
aactcatgat
ttctcgatat
ttcaaaacat

gcaaaaatct

Artificial

primer

caacggtatc
agccgagaaa
cgagctcgcg
tgttgcaggce
ggtcggcata
aggggcaaaa
ctatcggcct
gctttttgat
tgcctatcta
acttgaaaac
taataaagat
ggaacaagtg
tgttgaaggt

tgttcaagca

ctcgagatga aattcttgat gtatggagta

<210>
<211>
<212>
<213>

12
30
DNA

<220>

<223>

<400> 12

Artificial

primer

gcggccgectt attttgccga tagcggttgt

aaacagattg
aacagtttgt
gtcactcagg
aaagattttc
gtcggcaccg
atcattggtt
tcacttgaag
tcgactcgge
atcaatgttg
ggcgaaattg
ctgagtaagc
ctgctcacac
gccttagaca

caaccgctat

ctacacgaac
tggtgaccaa
cgatgcagct
gctggtcagg
gccgcatcgg
ttgatcaata
acgtgcttaa
acatgatcaa
ccagaggcgg
ccggtgcagce
agccgctcaa
cgcatgtcgg
gtgttgtcga

cggcaaaata

agccggttac
tgttccagca
cgtccgcecat
ccttatttcc
tgcaacggcc
tcccaacgat
ggaagctgat
taaaagcaca
cttaattaaa
gttagatacc
tgatccgcett
cttctttact
ggttttgaag

a

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1011

30

30
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REIVINDICAGOES
1. METODO DE FABRICAQAO DE PRODUTO QUIMICO, por

meio de fermentacdo continua que inclui a fitragem de cultivo de
microorganismo ou ceélulas cultivadas com membrana de separagdo para
recuperar produto de filtrado, retengdo simultanea de fluido nao filtrado no
cultivo ou envio para ele em refluxo e adigdo de materiais de fermentagao ao
cultivo, em que membrana porosa que possui tamanho médio de poro de 0,01
pm ou mais a menos de 1 um é utilizada como membrana de separagéo e a
filtragem é conduzida com diferenga de pressdo transmembrana na faixa de 0,1
a 20 kPa.

2. METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagao 1, em que o coeficiente de permeabilidade a area
purificada para a membrana porosa é de preferencialmente 2 x 10° m*m?/s/pa
ou mais a 6 x107 m®*m?/s/pa ou menos.

3. METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagao 1, em que o tamanho médio de poro da membrana
porosa € de 0,1 um ou mais a menos de 0,2 um e o desvio padrao do tamanho
de poro da membrana porosa € de 0,1 um ou menos.

4, METODO DE FABRICAGCAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagao 1, em que a membrana porosa é preferencialmente
membrana porosa que possui aspereza de superficie de 0,1 um ou menos.

5. METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagao 1, em que a membrana porosa € preferencialmente
membrana porosa que contém camada de resina porosa.

6. METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicacao 5, em que a camada de resina porosa € camada de
resina porosa fabricada com polimero orgéanico.

7. METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
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acordo com a reivindicagdo 5, em que o material da membrana de polimero
organico é fluoreto de polivinilideno.

8. METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o cultivo do microorganismo ou células
cultivadas e os materiais de fermentagéo contém agucares.

9. METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagéo 1, em que o produto quimico é acido organico.

10. METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto quimico é acido L-lactico.

11.  METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto quimico é acido D-lactico.

12.  METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagéo 1, em que o produto quimico é acido piravico.

13.  METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto quimico é acido succinico.

14.  METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto quimico é acido itaconico.

15.  METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto quimico é cadaverina.

16. METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto quimico é alcool.

17.  METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagdo 1, em que o produto quimico é etanol.

18.  METODO DE FABRICAGCAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagéo 1, em que o produto quimico é 1,3-propanodiol.

19.  METODO DE FABRICACAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindica¢édo 1, em que o produto quimico é acido nucleico.

20. METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
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acordo com a reivindicagao 1, em que o produto quimico é inosina.

21. METODO DE FABRICAGCAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagao 1, em que o produto quimico é aminoacido.

22. METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO, de
acordo com a reivindicagao 1, em que o produto quimico é L-treonina.

23. APARELHO DE FERMENTAGAO CONTINUA, que é
aparelho de fabricagao de produto quimico por meio de fermentagdo continua,
que inclui a filtragem de cultivo de microorganismo ou células cultivadas com
membrana de separagdo para recuperar produto de filtrado, retencéo
simultanea de fluido néao filtrado no cultivo de fermentagdo ou envio para ele
em refluxo e adicdo de materiais de fermentagédo ao cultivo de fermentagao,
que compreende:

- tanque de reagdo de fermentagcdo para cultivo de
fermentaga@o de microorganismo ou células cultivadas; tanque de separagéao de
membrana para filtragem do cultivo de fermentagdo, que & conectado por
meios de circulagdo de cultivo de fermentacdo ao tanque de reagdo de
fermentagdo e nele equipado com membrana de separagdo; e meios de
regulagem da diferengca de pressdo transmembrana da membrana de
separagao na faixa de 0,1 a 20 kPa;

em que a membrana de separagdo &€ membrana porosa que
possui tamanho médio de poro de 0,01 pm ou mais a menos de 1 um.

24, APARELHO DE FERMENTACAO CONTINUA, que é
aparelho de fabricagao de produto quimico por meio de fermentagéo continua,
que inclui a filtragem de cultivo de fermentagdo de microorganismo ou células
cultivadas com membrana de separagdo para recuperar produto de filtrado,
retencdo simultanea de fluido nédo filtrado no cultivo ou envio para ele em
refluxo e adigdo de materiais de fermentagao ao cultivo de fermentagéo, que

compreende:
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- tanque de reagdo de fermentagdo para fermentagdo de
microorganismo ou células cultivadas; elemento de membrana de separagao
para filtragem do cultivo de fermentagao, que é disposto no interior do tanque
de reagdo de fermentacdo e equipado no seu interior com membrana de
separagéo; meios de descarga de produto de fermentagao filtrado, que sao
conectados ao elemento de membrana de separagdo; e meios de regulagem
da diferenga de pressao transmembrana da membrana de separagdo na faixa
de 0,1 a 20 kPa;

em que a membrana de separagdo & membrana porosa que
possui tamanho médio de poro de 0,01 um ou mais a menos de 1 um.

25. APARELHO DE FERMENTAGCAO CONTINUA, de acordo
com qualquer das reivindicagdes 23 ou 24, em que o coeficiente de
permeabilidade a agua purificada da membrana porosa é de 2 x 10°
m3/m?/s/pa ou mais a 6 x 107 m®/m?/s/pa ou menos.

26. APARELHO DE FERMENTAGAO CONTINUA, de acordo
com qualquer das reivindicagdes 23 ou 24, em que o tamanho médio de poro
da membrana porosa é de 0,01 um ou mais a menos de 0,2 um e o desvio

padrao do tamanho de poro da membrana porosa é de 0,1 um ou menos.
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REsumo
“METODO DE FABRICAGAO DE PRODUTO QUIMICO E APARELHOS DE
FERMENTAGAO CONTINUA”

A presente invengado fornece método de fabricagdo de produto
quimico por meio de fermentagéo continua, que inclui a filtragem de cultivo de
microorganismo ou células cultivadas com membrana de separagao para
recuperar produto de filtrado, retengdo simultdnea de fluido nao filtrado no
cultivo ou envio para ele em refluxo e adigdo de materiais de fermentagéo ao
cultivo, em que membrana porosa que possui tamanho médio de poro de 0,01
pm ou mais a menos de 1 um é utilizada como membrana de separagéo € a
filtragem é cond\uzida com diferenga de pressao transmembrana na faixa de 0,1

a 20 kPa. Segundo este método, a produtividade de fermentac&o do produto

quimico pode ser grandemente elevada sob alta estabilidade e baixo custo.
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