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PROCESSO DE FERMENTACAO
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[1] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido n® U.S.
14/329.881, depositado em 11 de julho de 2014, o conteido do qual é
incorporado ao presente documento a titulo de referéncia.
CAMPO DA INVENCAO
[2] Aspectos da invencdo referem-se a iniciacdo de processos para
a fermentacdo microbiana de substratos que contém CO em etanol, por
exemplo, para alcancar operacdes continuas e em estado estavel. Aspectos
especificos se referem a forma na qual pardmetros de operacdo sao
controlados, levando a resultados vantajosos.
DESCRICAO DA TECNICA RELACIONADA

[3] Preocupacdes ambientais sobre emissdes de gis de efeito
estufa (GHG) de combustivel fossil levaram a uma énfase crescente em fontes
de energia renovaveis. Como resultado, etanol estd se tornando rapidamente
um combustivel de transporte liquido rico em hidrogénio importante em todo
o mundo. O crescimento continuo no mercado global para a industria de
etanol combustivel € esperado em um futuro préximo, com base em énfase
aumentada em producdo de etanol na Europa, Japao e Estados Unidos, assim
como em diversas nagdes em desenvolvimento. Por exemplo, nos Estados
Unidos, o etanol é usado para produzir E10, uma mistura de 10% de etanol
em gasolina. Em mesclas E10, o componente etanol atua como um agente
oxigenante, que aprimora a eficiéncia de combustdo e reduz a producdo de
poluentes de ar. No Brasil, o etanol satisfaz aproximadamente 30% da
demanda de combustivel de transporte, tanto como um agente oxigenante
mesclado em gasolina quanto como um combustivel puro por si s6. Além
disso, a Unidao Europeia (UE) estabeleceu alvos, para cada um de seus paises
membros, para o consumo de combustiveis de transporte sustentdveis, tais

como etanol derivado de biomassa.
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(4] A vasta maioria de etanol combustivel é produzida por meio
de processos tradicionais de fermentagdo a base de levedura que usam
carboidratos derivados de colheita, tais como sacarose extraida de cana-de-
acucar ou amido extraido de colheitas de grdo, como a principal fonte de
carbono. Entretanto, o custo dessas matérias-primas de carboidratos &
influenciado por seu valor no mercado para usos concorrentes, a saber, como
fontes de alimentos tanto para humanos quanto para animais. Além disso, o
cultivo de colheitas de producdo de amido ou sacarose para producdo de
etanol ndo € economicamente sustentdvel em todas as geografias, visto que
essa € uma funcdo tanto de valores de terra locais quanto do clima. Por essa
razdo, ¢ de interesse particular desenvolver tecnologias para converter
recursos de carbono de custos menores e/ou mais abundantes em etanol
combustivel. A esse respeito, o0 monoxido de carbono (CO) é um principal
subproduto rico em energia da combustao incompleta de materiais organicos,
tais como carvao, 6leo e produtos derivados de 6leo. Gases de refugo ricos em
CO resultam de uma variedade de processos industriais. Por exemplo, a
inddstria de aco na Austrédlia € relatada para produzir e liberar na atmosfera
mais de 500.000 toneladas métricas de CO anualmente.

[5] Mais recentemente, alternativas de processo com base em
micro-organismos (bacterianos) para produzir etanol a partir de CO em uma
escala industrial se tornaram um objeto de interesse e investimento comercial.
A capacidade de culturas de micro-organismos de crescer, em que CO ¢é a
unica fonte de carbono, foi primeiramente constatada em 1.903.
Posteriormente, determinou-se que essa caracteristica reside em um uso do
organismo da via bioquimica de acetilcoenzima A (acetii CoA) de
crescimento autotréfico (também conhecida como a via Wood-Ljungdahl e a
via de mondéxido de carbono desidrogenase/acetii CoA  sintase
(CODH/ACS)). Desde entao, mostrou-se que uma grande quantidade de

organismos anaerébios que incluem organismos carboxidotroficos,
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fotossintéticos, metanogénicos e acetogénicos metaboliza CO. Sabe-se que as
bactérias anaerdbias, tais como aquelas do género Clostridium, produzem
etanol a partir de CO, CO; e H, por meio da via bioquimica de acetil CoA.
Por exemplo, varias cepas de Clostridium ljungdahlii que produzem etanol a
partir de gases sao descritas nos documentos n® WO 00/68407; n® EP 1117309
Al; n® US 5.173.429; n® US 5.593.886; n°® US 6.368.819; n® WO 98/00558; e
n? WO 02/08438. A bactéria Clostridium autoethanogenum sp também ¢&
conhecida por produzir etanol a partir de gases (Abrini et al, ARCHIVES OF
MICROBIOLOGY 161: 345-351 (1994)).

[6] Visto que cada enzima de um organismo promove sua
conversao bioldgica designada com seletividade essencialmente perfeita, rotas
de sintese microbiana podem alcancar rendimentos mais altos com custos de
energia inferiores em comparacdo as rotas cataliticas convencionais. Por
exemplo, as exigéncias de energia para separar subprodutos, que resultam de
reacOes laterais ndo seletivas, dos produtos desejados podem ser reduzidas.
Além disso, preocupacdes a respeito do envenenamento de catalisadores,
devido as impurezas no meio de reacdo, sdo diminuidas.

[7] Entretanto, apesar dessas vantagens aparentes, a técnica deve
abordar certos desafios associados a sintese microbiana de etanol a partir de
CO, especialmente em termos de assegurar que a taxa de producdo seja
competitiva com outras tecnologias. Ao usar CO como sua fonte de carbono,
as bactérias anaerObias descritas acima produzem etanol através de
fermentagdo, mas também produzem pelo menos um metabdlito, por
exemplo, CO,, H,, metano, n-butanol e/ou 4cido acético. A formacdo de
qualquer um desses metabdlitos tem o potencial para impactar
significativamente a produtividade e a viabilidade econdmica total de um
dado processo, visto que o carbono disponivel é perdido para o metabdlito (ou
metabolitos) e a eficiéncia de produ¢do do produto final desejado ¢é

comprometida. Além disso, a menos que um metabdlito (por exemplo, dcido

Petica0 870200027371, de 28/02/2020, pég. 14/52



4/36

acético) em si tenha valor no momento e local do processo de fermentacao
microbiana, o mesmo pode representar um problema de descarte de refugo.
Virias propostas para abordar a formacdo de produtos diferentes do produto
final desejado na fermentacdo anaerdbia de gases que contém CO para
produzir etanol sdo discutidas nos documentos n® WO2007/117157, n®
W02008/115080 e n® W0O2009/022925.

[8] A taxa de producdo de etanol, que é um determinante-chave
tanto para se um dado processo de fermentacdo € economicamente atrativo
quanto para se € altamente dependente de gerenciamento das condicoes
apropriadas para crescimento bacteriano. Por exemplo, sabe-se, a partir do
documento n® W02010/093262, que o substrato que contém CO deve ser
fornecido para uma cultura microbiana a uma taxa de resulta em crescimento
microbiano ideal e/ou producdo de metabdlito desejada. Caso substrato
insuficiente seja fornecido, o crescimento microbiano retarda, e o0s
rendimentos de produto de fermentacio mudam em dire¢ao ao acido acético a
custa do etanol. Caso excesso de substrato seja fornecido, pode resultar em
pobre crescimento microbiano e/ou morte de célula. Informacdes adicionais a
respeito das relacdes entre pardmetros de operagdo nesses processos Sao
encontradas no documento n® W0O2011/002318.

9] O controle de parametros de operacdo é particularmente
importante durante o periodo inicial de operacdo, no qual os objetivos de
processamento estdo focados ndo somente no crescimento da cultura celular
para um nivel suficiente e no estabelecimento de outras condi¢des para
operacao continua, mas também no equilibrio do produto e das produtividades
de subproduto. A reduc¢do no tempo necessdria para conduzir uma operaciao
de cultura em batelada, antes da operacdo continua de biorreator, tem maiores
implicacdes para aprimorar a economia do processo. Isso é particularmente
verdade visto que micrObios com capacidade para crescer em gases que

contétm CO geralmente o fazem a uma taxa mais lenta do que micrébios
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usados em tecnologias concorrentes com acticares como uma fonte de
alimento. A partir da perspectiva comercial de operacdo de um processo de
fermentagcdo, o tempo exigido para uma populagdo microbiana se tornar
estabelecida, isto €, atingir uma densidade celular suficientemente alta para a
sintese de niveis economicamente favoraveis de produto, representa um custo-
chave de operacdo que afeta a rentabilidade total. A capacidade de melhorar
taxas de crescimento de cultura e/ou produtividades durante um periodo
inicial de operagdo, por exemplo, sob condi¢des de batelada, e assim, reduzir
o tempo exigido para atingir densidades celulares desejadas e/ou niveis de
produto, é um determinante importante para o sucesso total na
comercializacdo de processos biologicos para produzir etanol a partir de gas
de refugo que contém CO.
SUMARIO DA INVENCAO

[10] Aspectos da invencdo se referem a métodos para controlar a
iniciagdo de processos bioldgicos de conversdo de CO, com base em dados
disponiveis. Normalmente, no comeco de tais processos, o biorreator é
carregado (inoculado) com um meio de cultura que contém bactérias
carboxidotréficas (isto €, que tém a capacidade para derivar energia a partir de
CO). De acordo com processos representativos, o etanol é o produto final
desejado, enquanto acetato é gerado como um metabdlito indesejado, na
forma de 4cido acético. Conforme discutido acima, o biorreator precisa ser
abastecido criteriosamente com CO para atender objetivos concorrentes. Em
particular, um subabastecimento de CO pode resultar em formacgdo de acetato
excessiva a custa de etanol, enquanto um sobreabastecimento de CO pode
impactar negativamente o crescimento bacteriano. Em vista dessas
consideracdes, um perfil especificado para a taxa de fluxo ao longo do tempo
de CO ou gas que contém CO pode ser usado, com base no crescimento
bacteriano esperado durante a operagdo em batelada, em conjunto com

informacdes derivadas de outros processos.
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[11] O objetivo principal de operacdo durante um periodo inicial de
operacao (por exemplo, um periodo de operacdo em batelada) € aumentar a
concentragdo de bactérias (biomassa) no meio de cultura. Portanto, o perfil de
fluxo de gas durante o periodo de operacdo em batelada é normalmente
conservador e busca evitar o sobreabastecimento de CO. Isso pode resultar na
formacdo de acido acético em uma quantidade significativa que, em alguns
casos, excede a do produto final de etanol desejado. Visto que qualquer dcido
acético que é gerado ao longo de todos os processos de conversdao bacteriana
diminui o valor de pH do meio de cultura, um agente neutralizante basico, tal
como hidréxido de amoOnio aquoso, pode ser introduzido. O agente
neutralizante pode ser dosado para o biorreator para manter um valor de pH
(por exemplo, um pH de 5,0) do meio de cultura adequado para o crescimento
bacteriano.

[12] As modalidades da invencao sao direcionadas aos processos de
fermentacdo bioldgica para converter CO em um produto final desejado, tal
como etanol, que compreendem alimentar um biorreator que compreende um
meio de cultura que contém bactérias carboxidotréficas tanto com um
substrato que contém CO quanto com um agente neutralizante basico (por
exemplo, hidréxido de amdnio aquoso). Os processos geram tanto o produto
final desejado assim como um metabdlito acido (por exemplo, dcido acético),
que € convertido pelo agente neutralizante (por exemplo, em um sal, tal como
acetato de amdnio), a fim de evitar niveis de pH inaceitdveis no meio de
cultura. De acordo com uma modalidade representativa, a taxa de fluxo do
agente neutralizante basico pode ser controlada com base em uma propriedade
medida, tal como uma concentracio medida ou produtividade medida das
bactérias carboxidotroficas ou do metabdlito acido, no meio de cultura.
Alternativamente, caso tal propriedade medida esteja indisponivel, por
exemplo, caso careca de equipamento analitico e de amostragem em linha

adequado, a taxa de fluxo do agente neutralizante basico pode ser controlada

Peticao 870200027371, de 28/02/2020, pég. 17/52



7136

com base em uma taxa de fluxo medida do substrato que contém CO ou, de
outra forma, com base em um ponto de ajuste para esse substrato.

[13] Outras modalidades da invencao sido direcionadas aos sistemas
que compreendem um biorreator e um controlador configurado para controlar
a taxa de fluxo do agente neutralizante basico para o biorreator, com base em
uma propriedade medida do meio de cultura, conforme descrito acima, ou,
alternativamente, com base em uma taxa de fluxo medida do substrato que
contém CO ou, de outra forma, com base em um ponto de ajuste para esse
substrato. No caso de controle com base em uma propriedade medida do meio
de cultura, o sistema pode compreender adicionalmente o aparelho de
amostragem necessario, configurado para isolar uma amostra do meio de
cultura do biorreator para andlise, além de um analisador, configurado para
analisar a amostra isolada. Em quaisquer alternativas de método de controle
acima, sistemas representativos podem, opcionalmente, compreender um
segundo controlador configurado para controlar uma taxa de fluxo de
substrato que contém CO com base em um valor de pH medido, um aparelho
de amostragem configurado para isolar, a partir do biorreator, uma amostra do
meio de cultura, e/ou um analisador configurado para analisar a amostra e,
entdo, inserir, no controlador, o valor de pH medido.

[14] Adicionalmente, as modalidades da invenc¢ao sao direcionadas
aos produtos de programa de computador que compreendem uma midia
legivel por computador ndo transitéria que tem programas de computador
incorporados na mesma. Esses programas de computador incluem instrucdes
para fazer com que um processador realize etapas necessdrias para realizar os
processos de controle descritos no presente documento. Esses processos
incluem receber informagdes que sdo inseridas em um controlador
configurado para controlar uma taxa de fluxo de neutralizante bdsico para um
biorreator. As informag¢des que podem ser recebidas e inseridas, dessa

maneira, incluem informacdes recebidas a partir de um analisador
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configurado para analisar uma amostra de meio de cultura do biorreator para
uma propriedade medida, conforme descrito acima. Alternativamente, as
informacdes podem ser a taxa de fluxo medida do substrato que contém CO,
recebida a partir de um sensor ou dispositivo de medicao de taxa de fluxo que
¢ configurado para medir esse fluxo. As informacdes recebidas também
podem incluir um ponto de ajuste de taxa de fluxo de substrato que contém
CO. Independentemente do tipo de informagdes que sdo recebidas e inseridas
em um controlador, os processos representativos podem compreender
adicionalmente receber um valor de pH medido, por exemplo, de um medidor
de pH ou outro analisador configurado para medir o pH do meio de cultura
diretamente ou, de outra forma, de uma amostra do meio de cultura do
biorreator. O valor de pH medido pode ser inserido em um segundo
controlador configurado para controlar a taxa de fluxo de substrato que
contém CO, em que o valor de pH medido é a base para controle.

[15] Essas e outras modalidades e aspectos relacionados a presente
invenc¢do sdo evidentes a partir da Descri¢ao Detalhada a seguir.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[16] Uma compreensdao mais completa das modalidades
exemplificativas da presente invencdo e das vantagens das mesmas pode ser
adquirida em referéncia a descricdo a seguir em consideracdo das Figuras
anexas.

[17] A Figura 1 é um fluxograma de uma metodologia
representativa para controlar parametros de operacdo de um processo
bioldgico para converter um substrato que contém CO em etanol.

[18] A Figura 2 € um grafico de concentracdes medidas de etanol,
bactérias carboxidotréficas e dcido acético, em um meio de cultura ao longo
do tempo, para um processo bioldgico para converter um substrato que
conttm CO em etanol, com o uso de uma metodologia de controle

convencional.
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[19] A Figura 3 € um gréafico de concentracdes medidas de etanol,
bactérias carboxidotréficas e acido acético em um meio de cultura ao longo
do tempo, para um processo bioldgico para converter um substrato que
contém CO em etanol, com o uso de uma metodologia de controle conforme
descrito no presente documento.

[20] A Figura 4 é um grafico comparativo da taxa de fluxo de
substrato que contém CO ao longo do tempo, para processos bioldgicos para
converter um substrato que contém CO em etanol, com o uso de uma
metodologia de controle convencional e uma metodologia de controle
conforme descrita no presente documento.

[21] A Figura 5 é um grafico comparativo da concentracdo de
bactérias carboxidotréficas em um meio de cultura ao longo do tempo, para
processos biologicos para converter um substrato que contém CO em etanol,
com o uso de uma metodologia de controle convencional e uma metodologia
de controle conforme descrita no presente documento.

[22] A Figura 6 € um grafico de concentracdes medidas de etanol,
bactérias carboxidotrdficas e acido acético em um meio de cultura ao longo
do tempo, assim como da taxa de fluxo medida de meio de cultura fresco,
para um processo bioldgico para converter um substrato que contém CO em
etanol, com o uso de uma metodologia de controle representativa conforme
descrita no presente documento.

[23] A Figura 7 € um grafico de concentracdes medidas de etanol,
bactérias carboxidotréficas e acido acético em um meio de cultura ao longo
do tempo, assim como das taxas de fluxo medidas de solu¢do de agente
neutralizante de NH4OH e substrato que contém CO, para um processo
bioldgico para converter um substrato que contém CO em etanol, com o uso
de uma metodologia de controle alternativa conforme descrita no presente

documento.
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DESCRICAO DETALHADA

[24] A presente invenc¢do se refere aos processos para produzir um
produto final desejado, tal como etanol, alimentando-se o biorreator que
compreende um meio de cultura que contém bactérias carboxidotroficas com
CO em um substrato que contém CO. Além do produto final desejado, os
processos representativos geram adicionalmente metabdlitos indesejados ou
menos desejados. Um exemplo de um metabdlito dcido que pode ser gerado
além de um produto desejado, tal como etanol, é o acetato (por exemplo, na
forma de &cido acético). Bactérias carboxidotrdficas representativas ou
microbios (isto €, micro-organismos que obtém energia e carbono a partir de
CO), sao aquelas do género Moorella, Clostridia, Ruminococcus,
Acetobacterium, Eubacterium, Butyribacterium, Oxobacter, Methanosarcina,
Methanosarcina e Desulfotomaculum. Exemplos particulares de bactérias que
sdao Clostridia incluem C. [jundahlii, C. autoethanogenum, C. ragsdalei e C.
beijerenckei.

[25] Substratos que conttm CO representativos incluem
amplamente qualquer gas que contém CO, ou possivelmente liquido, no qual
mondxido de carbono pode ser disponibilizado para uma ou mais cepas de
bactérias para crescimento e/ou fermentacdo. Tais substratos que contém CO
preferencialmente n@o incluem contaminantes, na medida em que tais
contaminantes podem ter um efeito adverso no crescimento das bactérias
carboxidotréficas (por exemplo, um ou mais contaminantes ndo estdo
presentes em concentragcdes ou quantidades de modo que a taxa de
crescimento seja reduzida em mais do que 10% sob um dado conjunto de
condi¢des, em comparagdo a taxa de crescimento sob as mesmas condigdes,
mas sem o contaminante (ou contaminantes)). Substratos que contém CO
gasoso representativos contém tipicamente uma proporcao significativa de
CO, preferencialmente, de pelo menos 5% a 100% de CO em volume. Tais

substratos sdo frequentemente produzidos como produtos de refugo de
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processos industriais, tais como processos de fabricacdo de a¢o ou processo
de fabricacdo de produto ndo ferroso. Outros processos nos quais substratos
que contém CO gasoso sdo gerados incluem a gaseificagdo de matéria
organica, tal como metano, etano, propano, carvao, gas natural, 6leo cru,
residuos de baixo valor de refinaria de 6leo (que incluem coque de petréleo
ou petcoke), refugo sdlido urbano ou biomassa. A biomassa inclui
subprodutos obtidos durante a extracdo e processamento de géneros
alimenticios, tais como acucar de cana-de-aciicar, ou amido de milho ou
graos, ou refugo de biomassa ndo alimentar gerado pela industria florestal.
Qualquer um desses materiais carbondceos pode ser gaseificado, isto é,
parcialmente queimado com oxigénio, para produzir gis de sintese (gis de
sintese que compreende quantidades significativas de H, e CO).
Vantajosamente, correntes de gis desses processos podem ser usadas
conforme descrito no presente documento para a producdo benéfica de
produtos finais tteis, tais como etanol. Em outras modalidades, o substrato
que compreende CO pode ser derivado da reforma a vapor de
hidrocarbonetos. Esses processos sao descritos em mais detalhes nas
Publicacdes de Pedido n® US2013/0045517A 1; n® US2013/0210096A 1; n®
US2013/0203143 A 1 e n® US2013/0316411 A 1 e na Patente n® U.S.
8.383.376, cujo contetdo de todas sdo incorporados ao presente documento
em sua totalidade a titulo de referéncia.

[26] Embora ndo seja necessario que o substrato que contém CO
contenha qualquer hidrogénio, a presenca de H, normalmente ndo ¢é
prejudicial a formac¢do do produto final desejado. Em modalidades
particulares, o substrato que contém CO pode compreende baixas
concentracdes de Ha, por exemplo, menos do que 10% em volume, menos do
que 5% em volume ou menos do que 1% em volume. O substrato que contém
CO também pode conter algum CO,, por exemplo, de 1% a 80% em volume,

de 1% a 50% em volume ou de 1% a 30% em volume. Qualquer substrato que
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contém CO, tal como um substrato que contém CO gasoso, pode ser tratado
para remover quaisquer impurezas indesejadas, tais como particulas de poeira
ou quaisquer outros contaminantes sélidos, liquidos ou gasosos que possam
ser prejudiciais as bactérias carboxidotroficas ou ao processo de conversao
biologica em geral, antes de seu uso no processo de conversdo biologica. Por
exemplo, o substrato que contém CO gasoso pode ser filtrado ou purificado
com o uso de métodos conhecidos.

[27] No contexto de um metabdlito 4cido que é acido acético, os
termos “4cido acético” ou “acetato” se referem ao total de acetato presente no
meio de cultura, tanto na sua forma anionica (dissociada) (isto é, como ion
acetato ou CH3;COO") quanto na forma de acido acético molecular livre
(CH3COOH), com a razdo entre essas formas sendo dependente do pH do
sistema. O termo “biorreator” inclui qualquer vaso adequado para conter uma
cultura de bactérias carboxidotréficas que pode ser usado para realizar os
processos biologicos descritos no presente documento, que também pode ser
denominado como processos de fermentacdo, na medida em que sdo
geralmente conduzidos anaerobicamente. Um biorreator adequado pode ser
um Reator com Tanque de Agitacdo Continua (CSTR), um Reator de Célula
Imobilizada (ICR), um Reator de Leito Gotejante (TBR), um Reator de
Biofilme de Leito Mével (MBBR), uma Coluna de Bolhas, um Fermentador
de Elevacdo a Gas, um Reator de Membrana, tal como um Biorreator de
Membrana de Fibra Oca (HFMBR), um Misturador Estitico ou pode incluir
outros vasos ou dispositivos (por exemplo, disposicdes de torres ou
encanamento) adequados para colocar o substrato que contém CO em contato
com o meio de cultura bacteriano (por exemplo, com dissolucao e cinética de
transporte de massa favordveis para realizar a conversao bioldgica).

[28] Outras correntes de processo, parametros de operacdo e
equipamento adequados para uso nos processos biologicos descritos no

presente documento sdo descritos na Publicacio de Pedido de Patente n®
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US2011/0212433, que € incorporada ao presente documento em sua
totalidade a titulo de referéncia.

[29] A presente invencdo ¢é mais particularmente associada a
constatacdo de processos bioldgicos para converter CO em produtos finais
valiosos, tais como etanol, nos quais (i) o tempo exigido para um periodo de
operacao em batelada ou outro periodo inicial de operacdo, antes de alcangar
uma operacao continua, que pode ser demarcado tanto pela adicao de meio de
cultura fresco a uma taxa de fluxo definida quanto por outro alvo de inicia¢do
de processo, é inesperadamente reduzido e/ou (ii) a produtividade do produto
final desejado ou outro parametro de desempenho de processo (por exemplo,
taxa de crescimento bacteriano) € inesperadamente aprimorada durante esse
periodo de operacdo em batelada ou outro periodo inicial de operagdo. A
conversdo da operacdo em batelada para a operacdo continua pode ser
demarcada pelo inicio da adicdo do meio de cultura fresco ao biorreator usado
no processo. Alternativamente, caso a taxa de adicdo de meio de cultura
fresco seja aumenta gradualmente em vez de iniciada em um ponto de tempo
discreto, a conversdo de batelada para operagdo continua pode ser demarcada
alcan¢ando-se uma taxa-alvo de adicdo de meio de cultura fresco ao
biorreator e/ou alcangcando-se uma taxa-alvo de extracdo de meio de cultura
que contém bactérias do biorreator. As taxas-alvo de adi¢cdo de meio de
cultura fresco e/ou de extracdo de meio de cultura que contém bactérias
podem ser as taxas associadas a uma operacao de estado estavel, isto €, uma
operacao sob a qual condi¢oes sdo mantidas substancialmente constantes ao
longo de um periodo estendido (por exemplo, pelo menos 3 dias, ou pelo
menos 10 dias) de producdo de um produto final desejado. De outra forma,
essas taxas-alvo podem ser pelo menos 60%, pelo menos 75% ou pelo menos
90% das taxas associadas a operagdo de estado estavel.

[30] Além de uma taxa-alvo de meio de cultura fresco, outros alvos

de iniciacdo de processo que podem ser usados para demarcar um periodo
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inicial de operacdo de um periodo de operacdo de estado estivel ou “em
corrente” podem incluir uma concentragdo de meio de cultura de produto
desejado (por exemplo, etanol), bactérias carboxidotréficas ou metabdlito
acido. Os alvos de iniciacdo de processo também podem incluir uma
produtividade de produto desejado, bactérias carboxidotréficas ou metabolito
acido. Os alvos de inicia¢do de processo podem ser predeterminados, isto &,
estabelecidos desde o principio do processo e possivelmente usados como
inser¢des para controlar sistemas, incluindo produtos de programa de
computador (software), usados para monitorar e/ou controlar os processos
bioldgicos, que incluem monitoramento e/ou controle da adicdo de meio de
cultura fresco.

[31] As modalidades particulares da inven¢do se baseiam na
constatacdo de que certas metodologias de controle, que podem ser
automatizadas, podem correlacionar de modo eficaz a taxa de fluxo do
substrato que contém CO a uma propriedade medida do meio de cultura.
Essas metodologias, quando usadas em um periodo inicial de operacdo (por
exemplo, um periodo de operacdo em batelada), ou quando usadas em geral,
fornecem vantajosamente um equilibrio significativamente aprimorado em
termos da reducdo em producdo de 4cido acético ou acetato, juntamente com
a prevencdo de excedentes de CO. Surpreendentemente, os objetivos do
periodo de operacdo em batelada ou outro periodo inicial de operacdo podem
ser alcancados muito antes e também de modo muito mais eficiente termos de
produtividades tanto do produto final desejado quanto do metabdlito (ou
metabolitos) indesejado, em comparagdo a pratica convencional para
estabelecer um perfil de taxa de fluxo de gias que contém CO desde o
principio. De acordo com algumas modalidades, a economia total do processo
pode ser imensamente aprimorada como um resultado do tempo de partida
reduzido para alcancar uma concentracdo de bactérias no meio de cultura que

permita a transi¢do para a operagdo continua. Por exemplo, o tempo de
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inoculacdo do biorreator que é alcancado até uma dada concentracdo de
bactérias de biomassa pode ser reduzido em pelo menos 20% (por exemplo,
de 20% a 80%), tipicamente em pelo menos 35% (por exemplo, de 35% a
75%) e frequentemente em pelo menos 50% (por exemplo, de 50% a 70%),
em comparacdo aos resultados alcancados com o uso de praticas
convencionais para controlar parametros de processo.

[32] De acordo com uma metodologia de controle particular, uma
propriedade do meio de cultura, medida durante um periodo inicial de
operacao (por exemplo, um periodo de operacdo em batelada) ou durante
algum outro periodo de operacdo (por exemplo, um periodo de operagdo
continuo, de estado estavel ou normal), é usada como a base para controle da
taxa de fluxo de um agente neutralizante basico (por exemplo, hidroxido de
amodnio aquoso). Propriedades representativas incluem uma concentragdo de
um metabdlito 4cido (por exemplo, 4cido acético ou acetato), uma
produtividade de um metabdlito 4acido, uma concentracdo das bactérias
carboxidotréficas, uma produtividade das bactérias carboxidotréficas ou uma
combinagdo de tais propriedades. Em geral, um aumento em qualquer uma
dessas propriedades levard diretamente a um aumento na taxa de fluxo do
agente neutralizante basico. Em uma modalidade especifica, a taxa de fluxo
de agente neutralizante basico € controlada com base em uma concentra¢ao-
alvo de metabolito dcido no meio de cultura, que é, por sua vez, determinada
a partir de uma concentracdo medida das bactérias carboxidotroficas. Dessa
maneira, a metodologia de controle considera o consumo do agente
neutralizante béasico e, especificamente, o aumento de utilizacdo de
nitrogénio, pela cultura bacteriana em crescimento. Isso, vantajosamente,
fornece condi¢des durante a partida (por exemplo, um periodo de operagao
em batelada) que sdo especificamente adaptadas aos objetivos de crescimento
rapido da cultura bacteriana com uma distribui¢cdo de rendimento de produto

favoravel.
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[33] A propriedade do meio de cultura celular pode ser medida de
modo continuo ou intermitente, por exemplo, periodicamente, em que o
periodo de tempo entre cada medicdo sucessiva é geralmente de cada 0,1
segundos a cada 120 segundos, tipicamente de cada 0,5 segundos a cada 60
segundos e frequentemente de cada segundo a cada 10 segundos. A
propriedade medida pode ser obtida por anélise em linha da concentracdo, no
meio de cultura, tanto das bactérias carboxidotréficas quanto do metabdlito
acido. Com base em medicdes sucessivas de concentracdo (por exemplo, em
gramas por litro, g/l), juntamente com o intervalo de tempo entre medi¢des
sucessivas, as produtividades (por exemplo, em gramas por litro por dia, g/l
dia') das bactérias carboxidotréficas ou do metabélito acido podem ser
calculadas. Por exemplo, caso a concentracdo de bactérias carboxidotroficas
seja determinada em intervalos sucessivos, designados Tempo 1 e Tempo 2,
entdo, a produtividade das bactérias carboxidotroéficas no Tempo 2 pode ser
expressada da seguinte forma: (concentragdo no Tempo 2 - concentracdo no
Tempo 1) / (Tempo 2 - Tempo 1).

[34] Em geral, a concentracdo de metabdlito dcido € medida em
uma amostra de meio de cultura que é livre ou substancialmente livre de
bactérias carboxidotréficas, como um resultado de filtragem ou separagao de
membrana. Por exemplo, um filtro que tem um tamanho de poro adequado
(por exemplo, na faixa de 0,05 pum a 1 pm) para remover as bactérias pode ser
incorporado em uma linha de amostra de um sistema de amostragem
configurado para extrair o meio de cultura livre de células de um reator dnico
ou, de outra forma, configurado para extrair tal liquido de multiplos reatores
(por exemplo, de 2 a 10 reatores, tal como 4 a 6 reatores, que podem operar
em série ou em paralelo, ou, de outra forma, operarem independentemente)
em momentos diferentes, a fim de monitorar automéatica e separadamente o
desempenho dos reatores. De acordo com outras modalidades, uma amostra

livre de células do meio de cultura pode estar disponivel como uma corrente
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de permeado de um sistema de separacdo de membrana, no qual a corrente de
retentado rica em célula € reciclada para o biorreator. O permeado, caso nao
usado para andlise, pode fluir normalmente para um segundo biorreator (por
exemplo, que opera em série). O filtrado ou permeado livre de células obtido
a partir do biorreator pode fornecer amostras representativas usadas para a
medicdo em linha das propriedades de concentracdao de produto final (por
exemplo, etanol) ou concentracdo de metabdlito acido (por exemplo, 4cido
acético ou acetato). Essas concentracoes podem ser determinadas por métodos
analiticos conhecidos, tais como cromatografia (por exemplo, cromatografia
liquida de alta pressd@ao ou HPLC).

[35] No caso de concentracdo de bactérias carboxidotréficas como
a propriedade medida, o meio de cultura pode ser extraido diretamente do
biorreator, por exemplo, como uma corrente de sangria que pode fluir
normalmente para um segundo biorreator (por exemplo, que opera em série),
caso ndo usado para andlise. Uma linha de amostra de uma corrente de sangria
ou outra corrente para extrair o meio de cultura celular pode ser conectada de
modo fluido a um dispositivo analitico adequado para a medicdo em linha da
propriedade de concentracdo de bactérias carboxidotréficas. Dispositivos
representativos incluem aqueles que medem a absorbancia ou transmissao de
energia eletromagnética através da amostra (por exemplo, um
espectrofotdmetro), uma certa atividade biolégica da amostra (por exemplo,
um leitor de placa) ou outra propriedade da amostra (por exemplo,
impedancia/capacitincia) em uma sonda descartavel ou reutilizavel (por
exemplo, uma sonda de biomassa em linha). A linha de amostra de uma
corrente de sangria ou outra corrente pode ser parte de um sistema de
amostragem configurado para extrair o meio de cultura de um reator tnico ou,
de outra forma, configurado para extrair tal liquido de multiplos reatores (por
exemplo, de 2 a 10 reatores, tal como de 4 a 6 reatores, que podem operar em

série ou em paralelo ou, de outra forma, operarem independentemente) em
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momentos diferentes, a fim de monitorar automitica e separadamente o
desempenho dos reatores.

[36] Sistemas de amostragem para a anilise em linha de meios de
cultura de um ou multiplos biorreatores incluirdo vélvulas condutos (por
exemplo, tubulacdo ou encanamento) adequadas, bombas e atuadores para
permitir a amostragem automatizada de um reator desejado em um momento
desejado, e dispositivos adequados para enxaguar (purgar) linhas de amostra
para obter resultados precisos. No caso de anélise do meio de cultura livre de
células, por exemplo, para obter a concentracdo de etanol ou acetato, o liquido
ou permeado de membrana filtrado, conforme descrito acima, pode ser
alimentado (por exemplo, bombeado com o uso de uma bomba peristiltica)
pelo menos intermitentemente, mas, de preferéncia, de modo continuo,
através de um recipiente de amostra adequado que é configurado para anélise
em linha. Por exemplo, linhas de entrada e saida em comunicacdo fluida com
tal recipiente de amostra (por exemplo, um frasco de amostra) pode conduzir
continuamente uma corrente filtrada de meio de cultura para e a partir do
recipiente de amostra. A alimentacdo continua de meio de cultura através de
um recipiente de amostra, de acordo com algumas modalidades, envolvera
fluir uma corrente de permeado ou filtrado livre de células, conforme descrito
acima, da entrada de recipiente de amostra, através do recipiente de amostra e
para a saida de recipiente de amostra ao longo de algum periodo de operacao
do biorreator, por exemplo ao longo de pelo menos 3 minutos, pelo menos 5
minutos ou pelo menos 10 minutos. De acordo com uma modalidade
especifica, por exemplo, o0 meio de cultura livre de células filtrado pode ser
alimentado continuamente através do recipiente de amostra durante 9
minutos, seguido por um refluxo de 1 minuto do filtro na linha de amostra, a
fim de impedir a obstrucao do filtro. O excesso de meio de cultura que néo é
amostrado e que flui através da saida de recipiente de amostra, pode ser

descartado como refugo.
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[37] Dessa maneira, o liquido presente no recipiente de amostra é
representativo do meio de cultura que contém célula no biorreator, em termos
das concentragdes do produto final desejado (por exemplo, etanol) e
metabodlito (ou metabolitos) (por exemplo, acido acético ou acetato) nesse
meio de cultura que contém célula no momento de analise do meio de cultura
livre de células no recipiente de amostra. Os comprimentos das linhas de
amostra podem ser minimizados para minimizar qualquer deslocamento entre
a concentracdo (ou concentragdes) real de produto final e/ou metabdlito (ou
metabolitos) no biorreator e a concentracdo (ou concentracdes) medida do
meio de cultura livre de células no recipiente de amostra no momento de
andlise. De acordo com algumas modalidades, o deslocamento entre a
concentragdo real e a medida do produto final e/ou um metabdlito serd menor
que 10%, menor que 5% ou menor que 2%. Uma amostra do meio de cultura
livre de células pode, portanto, ser extraida do recipiente de amostra e
analisada, a fim de determinar a concentra¢do (ou concentracdes) de produto
final e metabdlito (ou metabdlitos) no biorreator essencialmente em tempo
real. Por exemplo, a amostragem automatizada pode envolver o uso de uma
agulha de amostragem para perfurar uma vedacdo de borracha no topo do
recipiente de amostra e extrair uma amostra do meio de cultura livre de
células em intervalos regulares, em que um periodo de tempo entre as
medigdes sucessivas € conforme descrito acima. Um aparelho de amostragem
automatizado pode incluir, por exemplo, de 2 a 10 recipientes de amostra, tal
como de 4 a 6 recipientes de amostra, para amostrar o meio de cultura a partir
da mesma quantidade de biorreatores, que podem operar em série ou em
paralelo, ou, de outra forma, operarem independentemente.

[38] De modo mais genérico, aparelhos de amostragem
automatizados podem ser configurados, com o uso de valvulas de condutos
adequadas (por exemplo, tubulacdo ou encanamento), bombas e atuadores,

para anélise tanto do meio de cultura celular quanto do meio de cultura livre
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de células, conforme descrito acima, de multiplos reatores (por exemplo, de 2
a 10 reatores, tal como 4 a 6 reatores, que podem operar em série ou em
paralelo, ou, de outra forma operarem independentemente) em momentos
diferentes, a fim de monitorar automatica e separadamente o desempenho dos
reatores. As propriedades do meio de cultura, que incluem a concentragdo e a
produtividade de metabdlito (ou metabdlitos) (por exemplo, dcido acético ou
acetato) e/ou a concentracido e a produtividade das bactérias
carboxidotréficas, podem ser determinadas automaticamente em intervalos
regulares, em que um periodo de tempo entre as medi¢des sucessivas é
conforme descrito acima. Vantajosamente, o uso de uma amostragem e
andlise automatizadas em linha permite que resultados analiticos sejam
diretamente inseridos no controlador relevante (por exemplo, para controlar a
taxa de fluxo do agente neutralizante basico), sem intervencdao humana. Além
disso, aparelhos de amostragem automatizados conforme descrito no presente
documento permitem o monitoramento de propriedades de um biorreator
meio de cultura, ou de mdltiplos biorreatores meio de cultura, em uma base
essencialmente em tempo real, sem a necessidade de operadores rastrearem e
manusearem, por exemplo, realizando-se multiplas amostras liquidas de
diluicbes e/ou pipetagem de miultiplos biorreatores. Confiabilidade e
reprodutibilidade de dados sdo, assim, significativamente aprimoradas, assim
como a operagao total do biorreator (ou biorreatores).

[39] Preferencialmente, as metodologias de controle conforme
descritas no presente documento sdo automatizadas, o que envolve o uso de
um programa de computador com instru¢des apropriadas para fazer com que
um processador transmita os sinais necessarios para que os controladores
realizem essas metodologias de controle. De acordo com uma metodologia de
controle particular, uma propriedade medida do meio de cultura é usada como
a base para controlar a taxa de fluxo do agente neutralizante basico (por

exemplo, um composto hidréxido, tal como hidréxido de amoénio aquoso ou
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outra base inorganica ou organica). Tal metodologia de controle pode, em
comparacdo as metodologias de controle convencionais, reduzir
vantajosamente o tempo de um periodo inicial de operacdo (por exemplo, um
periodo de operacdo em batelada), por exemplo, antes de um periodo de
operacao de estado estavel ou continua, que pode ser demarcado por uma taxa
definida de extracdo de um produto final desejado (por exemplo, etanol) ou
outro pardmetro de operacdo definido. Sem se ater a teoria, a reducdo em
tempo pode ser atribuida, pelo menos em parte, ao fato de que as bactérias
carboxidotréficas utilizam ou consomem o agente neutralizante bésico (por
exemplo, utilizam nitrogénio no agente neutralizante basico). Portanto, em
geral, as metodologias de controle conforme descritas no presente documento
sdo particularmente vantajosas em processos de biorreator nos quais pelo
menos duas correntes de alimentagdo (por exemplo, tanto um substrato que
contém CO quanto um agente neutralizante basico) para o meio de cultura sao
consumidas, metabolizadas ou, de outra forma, utilizadas pelas bactérias
contidas nas mesmas. Em outras modalidades, as metodologias de controle
descritas no presente documento podem ser usadas tanto durante um periodo
de operacdo em batelada quanto durante um periodo de operacdo continua, ou
durante um periodo de operacdo continua somente.

[40] As propriedades representativas incluem uma concentracio
medida (isto €, em unidades de massa/volume, tais como gramas/litro ou
gramas - litro!) ou uma produtividade medida (isto €, em unidades de
massa/(volume - tempo), tais como gramas/(litro™! dia) ou gramas litro™!- dia™)
do metabdlito dcido (por exemplo, 4dcido acético ou acetato), ou das bactérias
carboxidotréficas. De acordo com modalidades preferenciais, a propriedade
medida é uma concentracdo medida ou produtividade medida do metabdlito
acido. Qualquer uma das propriedades acima pode ser medida de modo
continuo ou intermitente (por exemplo, periodicamente) durante um periodo

inicial de operacdo (por exemplo, um periodo de operacdo em batelada) ou
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outro periodo, com uma frequéncia de medi¢do e com o uso de técnicas de
amostragem, conforme descrito acima. Por exemplo, uma amostra de uma
corrente de permeado que € livre de células ou pelo menos substancialmente
livre de células, pode ser analisada para sua concentracdo de metabolito acido
com o uso de HPLC.

[41] O controle da taxa de fluxo do agente neutralizante basico
pode, mais especificamente, se basear em uma diferenca entre qualquer uma
das propriedades medidas do meio de cultura, conforme descrito acima, e seus
pontos de ajuste correspondentes. Por exemplo, caso uma concentracdo
medida de metabolito 4cido seja a base para controle, entdo, a taxa de fluxo de
agente neutralizante bdsico pode ser controlada com base na diferenca entre a
concentragdo medida de metabdlito dcido e uma concentracdo de ponto de
ajuste de metabdlito 4cido no meio de cultura. De modo semelhante, caso uma
produtividade medida de metabdlito 4cido, uma concentracdo medida de
bactérias carboxidotréficas ou uma produtividade medida de bactérias
carboxidotréficas seja a base para controle, entdo, a taxa de fluxo de agente
neutralizante béasico pode ser controlada com base na diferenca entre (i) a
produtividade medida de metabdlito 4cido e uma produtividade de ponto de
ajuste de metabdlito acido, (ii) a concentragdo medida de bactérias
carboxidotréficas e uma concentracio de ponto de ajuste de bactérias
carboxidotréficas ou (iii) a produtividade medida de bactérias
carboxidotréficas e uma produtividade de ponto de ajuste de bactérias
carboxidotroéficas.

[42] No caso de uma concentracio de ponto de ajuste de metabdlito
acido ser determinada, por exemplo, caso a concentracdo medida de
metabolito dcido exceda sua concentracdo de ponto de ajuste (ou alvo), a
metodologia de controle pode resultar em diminuicdo de modo direcional da
taxa de fluxo do agente neutralizante basico. Isso ird, por fim, diminuir a

concentracdo de metabdlito dcido no meio de cultura, visto que a taxa de
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fluxo diminuida de agente neutralizante basico fard com que o pH do meio de
cultura diminua. De acordo com modalidades preferenciais, a taxa de fluxo de
substrato que contém CO pode ser controlada com base em um valor de pH
medido (por exemplo, obtido com 0 uso de um medidor de pH em linha) do
meio de cultura. Portanto, uma diminui¢do no valor de pH medido (por
exemplo, para abaixo de um ponto de ajuste de valor de pH ou valor-alvo de
pH, tal como 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 ou 6,0) pode provocar um aumento na taxa de
fluxo de substrato que contém CO. Quando o meio de cultura se tornar
abastecido com um fluxo aumentado de substrato que contém CO, a
produtividade de metabdlito 4cido diminui em favor de produtividade de
etanol, o que faz com que a concentracdo de metabdlito dcido diminua, por
exemplo, direcionalmente para a concentracio de ponto de ajuste de
metabolito 4cido, e o valor de pH aumente. Reciprocamente, caso a
concentracao medida de metabdlito dcido caia abaixo da concentracdo de
ponto de ajuste (ou alvo) determinada, a metodologia de controle pode
resultar em aumento de modo direcional da taxa de fluxo do agente
neutralizante bésico. Isso ird, por fim, aumentar a concentracdo de metabdlito
acido no meio de cultura, visto que a taxa de fluxo aumentada de agente
neutralizante bésico fard com que o pH do meio de cultura aumente. A taxa de
fluxo de substrato que contém CO pode ser controlada com base em um valor
de pH medido (por exemplo, obtido com o uso de um medidor de pH em
linha) do meio de cultura, conforme descrito acima. Portanto, um aumento no
valor de pH medido (por exemplo, para acima de um ponto de ajuste de valor
de pH ou valor-alvo de pH, tal como 4,2, 4,7, 5,2, 5,7 ou 6,2) pode provocar
uma diminuicdo na taxa de fluxo de substrato que contém CO. Quando o meio
de cultura se tornar abastecido com um fluxo diminuido de substrato que
conttm CO, a produtividade de metabdlito 4cido aumenta a custa de
produtividade de etanol, o que fazer com que a concentracdo de metabolito

acido aumente, por exemplo, direcionalmente para a concentra¢do de ponto de
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ajuste de metabdlito acido, e o valor de pH diminua.

[43] Metodologias de controle andlogas sdo possiveis, controlando-
se o fluxo do agente neutralizante basico de acordo com outras propriedades
medidas do meio de cultura, conforme descrito acima. Por exemplo, (i) caso a
produtividade medida de metabdlito acido exceda uma produtividade de
ponto de ajuste (ou alvo) correspondente, a metodologia de controle pode
resultar em diminuicdo de modo direcional da taxa de fluxo do agente
neutralizante basico, (ii) caso a concentracio medida de bactérias
carboxidotréficas exceda uma concentracdo de ponto de ajuste (ou alvo)
correspondente, a metodologia de controle pode resultar em aumento de modo
direcional da taxa de fluxo do agente neutralizante basico ou (iii) caso a
produtividade medida de bactérias carboxidotroficas exceda uma
concentracdo de ponto de ajuste (ou alvo) correspondente, a metodologia de
controle pode resultar em aumento de modo direcional da taxa de fluxo do
agente neutralizante basico. A Figura 1 retrata uma metodologia de controle
representativa na qual a taxa de fluxo do agente neutralizante basico,
hidréxido de amodnio aquoso (NH4OH), se baseia na produtividade medida do
metabolito dcido, acido acético. A taxa de fluxo de NH4OH, por sua vez, afeta
o pH do meio de cultura. Caso a resposta a qualquer alteracio na taxa de fluxo
de NH4OH seja a manutencdo do pH de meio de cultura (isto é, o pH ¢
“nivelado”), entdo, a taxa de fluxo do substrato que contém CO permanece
inalterada. Entretanto, caso tal resposta aumente o pH de meio de cultura
acima de seu ponto de ajuste (isto é, pH € “alto”), entdo, o fluxo do substrato
que contém CO ¢é diminuido, o que aumente a produtividade de 4cido acético
e leva o pH de volta ao seu ponto de ajuste. Caso tal resposta diminua o pH de
meio de cultura abaixo de seu ponto de ajuste (isto €, pH € “baixo”), entdo, o
fluxo do substrato que contém CO ¢ aumentado, o que diminui a
produtividade de 4cido acético e leva o pH de volta para o seu ponto de ajuste.

[44] Qualquer um dos pontos de ajuste para propriedades do meio
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de cultura (por exemplo, a concentragdo de ponto de ajuste de metabdlito
acido, a produtividade de ponto de ajuste de metabdlito 4cido, a concentragao
de ponto de ajuste de bactérias carboxidotroficas ou a produtividade de ponto
de ajuste de bactérias carboxidotréficas) pode ser determinado, por sua vez,
com base em um ou mais outros parametros de operacdo medidos (por
exemplo, taxas de fluxo, concentra¢des e/ou produtividades ou pH medidas)
do processo de biorreator. Por exemplo, a concentracdo medida de bactérias
carboxidotréficas ou a produtividade medida de bactérias carboxidotréficas
pode ser usada para determinar um ponto de ajuste. De acordo com uma
modalidade especifica, e com base em certas constatacdes relacionadas a
presente inven¢do, o ponto de ajuste pode ser proporcional a concentracio
medida de bactérias carboxidotréficas ou a produtividade medida de bactérias
carboxidotréficas. A produtividade de ponto de ajuste de metabdlito acido,
pode, por exemplo, ser independentemente determinada pelas formulas
A ¢ BIOCONmv + B ou Ay BIOPRODmv + B,

em que A; e A, representam constantes de proporcionalidade
entre o ponto de ajuste e a concentracio medida de bactérias
carboxidotréficas (BIOCONmv) ou produtividade medida de bactérias
carboxidotréficas (BIOPRODmy), respectivamente, e B; e B, representam
deslocamentos. As constantes A; e By, ou A, e B,, podem ser determinadas
empiricamente a partir de dados experimentais, por exemplo, dados anteriores
obtidos com o uso do mesmo biorreator ou, de outra forma, obtidos com o uso
de um biorreator que contém uma cultura microbiana para realizar 0 mesmo
processo de conversdao (por exemplo, a conversio de CO em etanol). Mais
especificamente, essas constantes podem ser obtidas conduzindo-se uma
andlise de regressdo linear de tais dados anteriores. No caso de determinagdo
de BIOCONmv ou BIOPRODmyv, a amostragem e analise para determinar a
concentragdo de bactérias carboxidotréficas pode ser realizada conforme

descrito acima.
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[45] Portanto, em uma modalidade exemplificativa, uma
concentracdo medida de bactérias carboxidotréficas (BIOCONmy) ou a
produtividade medida de bactérias carboxidotréficas (BIOPRODmyv) pode ser
obtida com o0 uso de uma sonda de biomassa em linha ou outro dispositivo de
amostragem e analisador de amostra. A partir do valor de BIOCONmv ou
BIOPRODmv, uma concentra¢do de ponto de ajuste de metabdlito acido (ou
concentragdo-alvo) ou uma produtividade de ponto de ajuste de metabdlito
acido (ou produtividade-alvo) pode ser determinada, por exemplo, de acordo
com as férmulas dadas acima.

[46] Um diluente, tal como o meio de cultura fresco, é geralmente
adicionado ao biorreator, se ndo inicialmente, entdo, em algum ponto
posterior no tempo durante o processo de conversdo bioldgica. O diluente
pode ser primeiro introduzido, isto €, o fluxo de diluente iniciado, a0 mesmo
tempo que uma ou mais outras alimentagdes sdo primeiro introduzidas ao
biorreator (por exemplo, o substrato que contém CO e/ou o agente
neutralizante bdsico). De outra forma, o diluente pode ser primeiro
introduzido algum tempo depois (por exemplo, pelo menos 2 horas depois,
pelo menos 6 horas depois ou pelo menos 12 horas depois) que uma ou mais
alimentacdes sdo primeiro introduzidas ao biorreator (por exemplo, o
substrato que contém CO e/ou o agente neutralizante basico). O fluxo de meio
de cultura fresco pode ser iniciado apds atingir um alvo de inicio de meio de
cultura adequado, que pode ser o mesmo que qualquer um dentre os alvos de
iniciagdo de processo, conforme descrito acima. Tal alvo pode incluir, por
exemplo, uma concentracdo ou produtividade predeterminada tanto das
bactérias carboxidotréficas quanto do metabolito dcido. Em geral, a adicao de
um diluente, tal como o meio de cultura fresco, em uma dada taxa de fluxo de
massa ou taxa de fluxo volumétrica é acompanhada (por exemplo,
simultaneamente) pela extracdo de meio de cultura, o que inclui o produto

final desejado e quaisquer metabdlitos, em uma taxa de fluxo de massa ou

Petica0 870200027371, de 28/02/2020, pég. 37/52



271736

taxa de fluxo volumétrica comparavel. O meio de cultura extraido pode (i) ser
livre ou substancialmente livre de bactérias carboxidotroficas (por exemplo,
no caso de ser separado por filtragem ou separacdo de membrana), ou (ii)
conter bactérias carboxidotréficas na mesma ou substancialmente na mesma
concentracdo que o meio de cultura contido no biorreator (por exemplo, no
caso de ser extraido sem separacdo). Em alguns casos, o meio de cultura
extraido pode incluir por¢des (por exemplo, correntes separadas) tanto de (i)
quanto de (ii)). Em qualquer evento, um segundo biorreator pode ser
alimentado com nenhum ou tanto com (i) quanto com (ii) para realizar o
mesmo processo de conversdao biologico de CO em etanol (por exemplo,
através de operacao em série com o primeiro biorreator).

[47] Preferencialmente, a taxa de fluxo do diluente € aumentada
gradualmente durante todo ou parte de um periodo de operacdo em batelada,
conforme definido no presente documento. Entretanto, ndo € exigido que
qualquer fluxo de diluente seja adicionado durante esse periodo, de modo que
o fluxo de diluente seja adicionado somente durante um periodo de operagao
posterior (por exemplo, continuo), ou de modo que a introducdo de diluente
ao biorreator seja usada para demarcar a transicdo de um periodo de operagao
em batelada para um periodo de operagdo continuo.

[48] Conforme com a taxa de fluxo de agente neutralizante basico,
a taxa de fluxo de diluente pode ser controlada com base em qualquer uma
das propriedades medidas do meio de cultura, e com o uso de qualquer uma
das metodologias de controle, conforme descrito acima. De acordo com
modalidades particulares, a taxa de fluxo de diluente para o biorreator é
controlada com base na concentracido medida de bactérias carboxidotréficas
ou na produtividade medida de bactérias carboxidotréficas no meio de
cultura. Com base em certas constatacdes relacionadas a presente invengao,
um ponto de ajuste de taxa de fluxo de diluente pode ser determinado de

acordo com uma fun¢do exponencial, em que a concentragdo medida ou a
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produtividade medida é o expoente. Por exemplo, o ponto de ajuste de taxa de
fluxo de diluente pode ser determinado de acordo com uma das férmulas
Cl(BIOCONmV) ou C2 (BIOPRODmv)

em que BIOCONmv e BIOPRODmyv representam,
respectivamente, a concentracdo medida de bactérias carboxidotroficas e a
produtividade medida de bactérias carboxidotréficas, respectivamente, e C; e
C, sao constantes. As constantes C; e C, podem ser determinadas
empiricamente a partir de dados experimentais, por exemplo, a partir de dados
anteriores obtidos com o uso do mesmo biorreator ou, de outra forma, obtidos
com o uso de um biorreator que contém uma cultura microbiana para realizar
0 mesmo processo de conversdo (por exemplo, a conversao de CO em etanol).
No caso de determinacdo de BIOCONmyv ou BIOPRODmy, a amostragem e
andlise para determinar a concentracdo de bactérias carboxidotroficas pode
ser realizada conforme descrito acima.
[49] De acordo com uma segunda metodologia de controle
particular, a medi¢ao de uma propriedade do meio de cultura ndo é exigida.
Em vez disso, dados anteriores podem ser usados para estabelecer relacdes
entre as varidveis de concentracdo e produtividade de bactérias
carboxidotréficas, e o fluxo correspondente de gas que contém CO (ou
substrato) de uma dada composic¢do que fornecerd uma produtividade-alvo do
metabolito 4cido, assim como o fluxo de agente neutralizante bésico que
mantera o pH do meio de cultura. Os dados anteriores podem ser obtidos, por
exemplo, com o uso do mesmo biorreator ou, de outra forma, com o uso de
um biorreator que contém uma cultura microbiana para realizar 0 mesmo
processo de conversdo (por exemplo, a conversao de CO em etanol). Com o
uso de informagdes a partir de outros processos de conversao bioldgica de CO
em etanol, que incluem concentracdo e produtividade de bactérias
carboxidotréficas, além da taxa de fluxo correspondente de substrato que

contém CO, a taxa de fluxo do agente neutralizante basico pode ser estimada
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para uma produtividade de metabdlito acido desejada. Além disso, com o uso
de tais informagdes, a taxa de fluxo de substrato que contém CO pode ser
estimada para abastecer uma dada concentragdo de bactérias carboxidotréficas
e alcancar a produtividade de metabolito acido desejada.
[50] Relacdes especificas entre as varidveis de processo podem se
basear, por exemplo, nas equagdes abaixo:
W e BIOPROD + X e METPROD = NEUTFLO =Y ¢ COFLO + Z

em que BIOPROD, METPROD, NEUTFLO e COFLO
representam, respectivamente, a produtividade de bactérias carboxidotréficas,
a produtividade de metabdlito 4cido, a taxa de fluxo de agente neutralizante
basico para o biorreator e a taxa de fluxo de substrato que contém CO para o
biorreator, e W, X, Y e Z sdo constantes que sao determinadas com base em
dados anteriores, conforme descrito acima. Mais especificamente, essas
constantes podem ser obtidas conduzindo-se uma andlise de regressao linear
de tais dados anteriores. As produtividades podem ser medidas conforme
descrito acima (por exemplo, com o uso de um espectrofotometro, um leitor
de placa ou uma sonda de biomassa no caso de concentragdo ou produtividade
de bactérias carboxidotréficas, e/ou com o uso de HPLC no caso de
concentra¢do ou produtividade de metabdlito acido).
[51] Portanto, de acordo com modalidades particulares, durante um
periodo de operacio em batelada, ou outro periodo de operacdo, para
alimentar o biorreator tanto com o substrato que contém CO quanto com o
agente neutralizante basico, a taxa de fluxo de agente neutralizante basico é
controlada com base na taxa de fluxo do substrato que contém CO. Por
exemplo, a taxa de fluxo de agente neutralizante basico pode ser controlada
com base em um valor medido (isto €, uma taxa de fluxo medida de substrato
que contém CO) ou, de outra forma, um valor de ponto de ajuste (isto é, um
ponto de ajuste de taxa de fluxo de substrato que contém CO). Isto é, um

ponto de ajuste para a taxa de fluxo de agente neutralizante basico pode ser
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determinado de acordo com tal valor medido ou valor de ponto de ajuste. De
acordo com certas modalidades, conforme é evidente a partir das relacdes de
varidveis de processo apresentadas acima, o ponto de ajuste de taxa de fluxo
de agente neutralizante bésico pode variar linearmente tanto com a taxa de
fluxo medida de substrato que contém CO quanto com o ponto de ajuste de
taxa de fluxo de substrato que contém CO. Ainda mais especificamente, o
ponto de ajuste de taxa de fluxo de agente neutralizante basico pode ser
determinado e acordo com as férmulas:
Y ¢ COFLOmy + Z ou Y ¢ COFLO3sp + Z

em que COFLOmv e COFLOsp representam, respectivamente,
a taxa de fluxo medida de substrato que contém CO e o ponto de ajuste de
taxa de fluxo de substrato que contém CO. Y e Z representam constantes, a
saber, uma constante de proporcionalidade entre COFLOmy ou COFLOsp e o
ponto de ajuste de taxa de fluxo de agente neutralizante bésico, no caso de Y,
e um deslocamento, no caso de Z.
[52] Em tipos particulares dessas metodologias de controle, a taxa
de fluxo do substrato que contém CO pode ser, por sua vez, controlada com
base no valor de pH do meio de cultura. Por exemplo, caso o valor medido de
pH do meio de cultura caia abaixo de um ponto de ajuste de pH (por exemplo,
um dentre os valores de pH especificos indicados acima), o meio de cultura se
tornou muito 4cido e, em resposta, a taxa de fluxo de substrato que contém
CO € aumentada (por exemplo, aumentando automaticamente uma
porcentagem de abertura de uma valvula de controle em uma linha de entrada
de substrato que contém CO) para abastecer a cultura de bactérias com mais
CO e reduzir a produtividade de metabdlito 4dcido. Reciprocamente, caso o
valor medido de pH do meio de cultura se eleve acima desse ponto de ajuste
de pH, o meio de cultura se tornou muito basico e, em resposta, a taxa de
fluxo de substrato que contém CO ¢é diminuida (por exemplo, diminuindo-se

automaticamente uma porcentagem de abertura de uma vélvula de controle
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em uma linha de entrada de substrato que contém CO) para abastecer a
cultura de bactérias com menos CO e aumentar a produtividade de metabdlito
acido.
[53] Alternativamente, um ponto de ajuste de taxa de fluxo que
contém CO pode ser determinado a partir de um valor de pH medido do meio
de cultura, sendo que esse ponto de ajuste representa um desvio a partir do
valor medido de taxa de fluxo que contém CO. Em vista dessas
consideracdes, pode ser possivel para o valor de pH medido do meio de
cultura gerar os pontos de ajuste tanto para a taxa de fluxo do substrato que
contém CO quanto para a taxa de fluxo do agente neutralizante basico.
Entretanto, geralmente, € preferencial que a taxa de fluxo medida de substrato
que contém CO, essa taxa de fluxo medida (em oposi¢do ao ponto de ajuste
de taxa de fluxo), seja usada para determinar o ponto de ajuste para a taxa de
fluxo de agente neutralizante basico. O valor de pH de meio de cultura pode
ser medido tanto de modo continuo quando de modo intermitente (por
exemplo, periodicamente em intervalos regulares) com o uso de, por exemplo,
um analisador de pH em linha. De outra forma, esse valor de pH pode ser
medido manualmente.

EXEMPLOS
[54] Os exemplos a seguir sdo apresentados como representativos
da presente invencdo. Esses exemplos ndo devem ser interpretados como
limitativos do escopo da invencdo, visto que essas e outras modalidades
equivalentes serdo evidentes em vista da presente revelagdo e das
reivindicacOes anexas.
Exemplo 1

Comparacdo Entre Partida “Com Base Em Tempo” Convencional E Partida

“Automatizada’ Da Invencdo

[55] Um processo bioldgico da conversdo de CO em etanol foi

iniciado inoculando-se um biorreator com meio de cultura que contém C.
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ljundahlii. O pH de meio de cultura comecgou a cair a medida em que acido
acético foi produzido. As alimentacdes de substrato que contém CO e
hidréxido de amdnio para o biorreator foram iniciadas quando o pH do meio
de cultura atingiu 5,0. A taxa de fluxo do substrato que contém CO durante a
partida foi governada por um perfil com base em tempo predeterminado
convencional, no qual a prevencdo de sobreabastecimento de CO foi o
objetivo principal. Para propdsitos comparativos, o mesmo processo foi
iniciado com o uso de uma metodologia de controle, conforme descrito no
presente documento, no qual a taxa de fluxo do hidréxido de amonio foi
controlada com base na concentracdo de acetato (na forma de acido acético)
no meio de cultura, medida automaitica e periodicamente por HPLC. O
progresso dessas partidas comparativas € mostrado nas Figuras 2 e 3, que
fornecem as concentracdes de etanol, bactérias e acido acético no meio de
cultura ao longo de um periodo de dois dias. Essas informacdes sdo
fornecidas no caso da partida com base em tempo convencional (Figura 2 -
“Controle com Base em Tempo™) e no caso de partida automatizada (Figura 3
- “Controle Automatizado”), de acordo com uma modalidade representativa
da invencao.

[56] Conforme é evidente a partir de uma comparacdo entre as
Figuras 2 e 3, a concentracdo do produto desejado, etanol, ¢ menor do que 2
gramas/litro (g/l) no Dia 1 da partida com base em tempo, enquanto essa
concentragdo ja é de cerca de 8 g/l nesse ponto na partida automatizada. Além
disso, conforme ilustrado na Figura 4, € evidente que a partida automatizada
leva a um aumento na taxa de fluxo de substrato que contém CO que é muito
mais ripida, em comparagdo a partida com base em tempo. Isso se deve ao
abastecimento continuo da quantidade necessarias de CO para a cultura
bacteriana para produgdo de etanol, sem sobreabastecimento que € prejudicial
ao crescimento bacteriano. No caso do perfil com base em tempo, a taxa de

fluxo do substrato que contém CO foi caracteristicamente conservadora, a fim
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de garantir que o sobreabastecimento de CO seja evitado. Entretanto, como
resultado, o subabastecimento de CO € inevitavel, e o acido acético é o
produto principal, em vez do etanol. A Figura 5 compara as concentracdes de
bactérias ao longo do tempo, para esses processos de partida, com o uso
dessas duas metodologias de controle. Conforme é evidente, mesmo com a
taxa de fluxo de CO mais alta no caso da partida automatizada, o crescimento
microbiano ndo € inibido e, de fato, ¢ aumentado.

[57] Com base nesses resultados, as metodologias de controle,
conforme descritas no presente documento, podem fornecer beneficios de
processo significativos, particularmente em temos de reducdo do tempo
necessario para alcancar um dado objetivo de processo, tal como uma
concentragdo de 4cido acético ou concentragdo de bactérias desejada. O
objetivo pode estar associado a conclusido de um periodo de partida inicial, tal
como um periodo de operacdo em batelada, caso no qual a transi¢do para a
operacdo continua pode ser atingida de modo mais ripido e eficiente. Isso
leva a importantes beneficios comerciais, que incluem um consumo reduzido
de materiais e custos operacionais totais reduzidos. No caso de um processo
que opera com dois reatores equipados com um sistema de reciclagem de
célula, pode ser possivel amostrar diretamente o permeado livre de células a
partir dos reatores e alimentar um HPLC automatizado com essas amostras
sem qualquer tratamento adicional, isto é, sem filtragem ou centrifugacdo de
amostra. Em contrapartida, métodos de preparacdo de amostra convencionais,
antes da injecdo em um HPLC, exigem a adicdo de &cidos ou bases
especificas, seguido por centrifugacdo ou filtragem. Isso envolve pipetagem
manual, o que adiciona complexidade e resulta em maior erro nos resultados.
Exemplo 2

Controle De Partida Automatizada De Fluxo De Nhsoh Com Base Em

Concentracoes Medidas

[58] Um processo biologico para a conversao de CO em etanol foi
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iniciado inoculando-se um biorreator com meio de cultura que contém C.
ljundahln. O pH de meio de cultura comecou a cair a medida em que acido
acético foi produzido. As alimentacdes de substrato que contém CO e
hidréxido de amonio para o biorreator foram iniciadas quando o pH do meio
de cultura atingiu 5,0. Com base na concentracdao de bactérias medida no
biorreator, uma concentracao-alvo de acetato (acido acético) e uma taxa de
fluxo de diluente foram determinados de acordo com as seguintes equacoes:

Concentragao-alvo de acetato = A; e BIOCONmy + B,

Taxa de fluxo de diluente = C,BIOCONm)

[59] Em que Aj;, B; e C, foram determinados empiricamente a
partir de informagdes obtidas em processos anteriores. Com base na
concentracao de acido acético medida com o uso do HPLC em linha, a taxa de
fluxo de hidréxido de amdnio foi ajustada automaticamente, isto €, aumentada
a fim de aumentar a produgdo de acido acético pelas bactérias ou diminuida a
fim de diminuir a producdo de acido acético. O fluxo do substrato que contém
CO gasoso foi aumentado ou diminuido automaticamente a fim de manter o
pH do meio de cultura em um pH-alvo = 5,0. As concentracdes de etanol,
bactérias e 4cido acético ao longo do tempo, além da taxa de fluxo do
diluente, sdo mostrados na Figura 6.
Exemplo 3
Partida Automatizada Com Base Em Ph Medido E Fluxo De Substrato Que

Contem Co Somente

[60] Com base em dados de partida anteriores para processos
biol6gicos, conforme descrito no Exemplo 1, em que CO foi convertido em
etanol alimentando-se um meio de cultura que contém C. [jundahlii com o
mesmo, as relacdes foram estabelecidas entre uma dada concentracio
bacteriana no reator, uma taxa de fluxo do substrato que contém CO
correspondente de uma dada composi¢do exigida para render uma

produtividade-alvo de acido acético e uma taxa de fluxo de hidréxido de
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amodnio exigida necessaria para manter o pH de meio de cultura em um dado
alvo. Essas relagcdes foram da seguinte forma:
W e BIOPROD + X « METPROD = NEUTFLO =Y ¢ COFLO + Z

em que BIOPROD, METPROD, NEUTFLO e COFLO
representaram, respectivamente, a produtividade de bactérias (biomassa), a
produtividade de acido acético (acetato), a taxa de fluxo de NH4OH para o
biorreator e a taxa de fluxo de substrato que contém CO para o biorreator. Os
fatores W, X, Y e Z foram determinados empiricamente (com o uso de
regressao linear) a partir de informagdes obtidas em processos anteriores, nos
quais medi¢des de produtividade de bactérias se basearam em concentracdes
medidas em intervalos de tempo sucessivos. Isto €, a produtividade bacteriana
medida foi calculada como concentracdo de bactérias no Tempo 2 -
concentracdo de bactérias no Tempo 1) / (Tempo 2 - Tempo 1). Nesses
processos anteriores, a concentracao de bactérias foi medida com o uso de um
espectrofotometro ou leitor de placa ou sonda de biomassa, e a produtividade
de acido acético medida foi calculada como concentracao de acido acético no
Tempo 2 - concentracdo de acido acético no Tempo 1) / (Tempo 2 - Tempo
1). As concentracdes de dcido acético e etanol foram medidas por HPLC. De
acordo com os dados gerados a partir desses processos anteriores, os fatores a
seguir foram determinados: W=1,2, X=1,5, Y=1,46 e Z=3,21.
[61] Assim, a relacio usada para a partida automatizada foi
NEUTFLO = 1,46 ¢ COFLO + 3,21. O pH do meio de cultura foi mantido a
5,0 ajustando-se o fluxo do substrato que contém CO automaticamente com o
uso de um controlador PID. As relacdes acima foram usadas para definir a
taxa de fluxo de hidr6xido de ambdnio, com base na taxa de fluxo medida do
substrato que contém CO.
[62] As concentragdes de etanol, bactérias e acido acético ao longo
do tempo, além das taxas de fluxo do hidréxido de amonio e do substrato que

contém CO, sdo mostradas na Figura 7. Vantajosamente, o crescimento
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bacteriano ao longo do primeiro dia foi alto, a 2,9 gramas/(litro - dia), e a
produtividade de 4acido acético foi baixa, a 2,8 gramas/(litro - dia). A
produtividade e a concentragdo de etanol foram maximizadas. Essas
observagdes foram consistentes com uma partida bem-sucedida do processo
de conversao bioldgica de CO, que € critico antes do estabelecimento de um
processo continuo. Essencialmente, as concentracdes medidas de bactérias e
acido acético no biorreator ndo foram usadas diretamente nessa metodologia
de controle. Em vez disso, essas concentracdes foram monitoradas, somente
na medida de confirmar o progresso da operacdo, mas sem retroalimentacio
na automacao.

[63] De modo geral, os aspectos da invencdo sdo direcionados as
metodologias de controle para processos de fermentacdo biolégica nos quais
um substrato que contém CO € usado para produzir produtos de valor mais
alto, tais como etanol. As metodologias de controle podem vantajosamente
encurtar a iniciacdo ou a partida desses processos, de modo que a produgao
continua seja atingida (por exemplo, mediante o alcance de um dado alvo de
inicia¢do de processo) em um periodo de tempo mais curto apds a inoculagao
do biorreator, em comparagdo aos periodos de tempo exigidos com o uso de
metodologias de controle convencionais (por exemplo, um perfil com base em
tempo para o fluxo de substrato que contém CO). Essas metodologias de
controle podem, alternativa ou adicionalmente, aprimorar as produtividades
do produto final desejado e/ou aprimorar a taxa de crescimento das bactérias,
durante a iniciacio ou partida. As pessoas versadas na técnica, com o
conhecimento adquirido a partir da presente revelacdo, reconhecerdo que
vérias alteracdes podem ser feitas nas metodologias de controle, sistemas e
produtos de programa de computador, sem se desviar do escopo da presente

invengao.
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REIVINDICACOES

1. Processo de fermentagdo, caracterizado pelo fato de que
compreende:

(a) alimentar com um substrato gasoso compreendendo CO e
um agente neutralizante basico um biorreator que compreende uma cultura de
bactérias carboxidotroéficas em um meio liquido nutritivo;

(b) fermentar a cultura em que pelo menos uma porcao de CO
na corrente de substrato gasoso é convertida a um produto e um metabdlito
acido;

(c) otimizar a produgdo do dito produto por:

(1) medir uma concentracio de metabdlito acido, uma
concentragdo de bactérias carboxidotréficas, e uma produtividade das
bactérias carboxidotréficas;

(2) determinar a concentracao de ponto de ajuste do metabdlito
acido de acordo com uma dentre as féormulas (1) e (2):

A; ¢ BIOCONmv + B, (1)

A,eBIOPRODmyv + B, (2)

em que BIOCONmy representa uma concentracdo medida de
bactérias carboxidotréficas no meio de cultura, BIOPRODmyv representa uma
produtividade medida de bactérias carboxidotréficas e A, Az, By e B, sdo
constantes;

(3) aumentar a taxa de fluxo de agente neutralizante basico se
a concentracdo de metabdlito adcido é menor que a concentracdo de ponto de
ajuste do metabdlito 4cido; e

(4) diminuir a taxa de fluxo de agente neutralizante basico se a
concentragdo de metabodlito 4cido € maior que a concentracdo de ponto de
ajuste do metabdlito 4cido.

2. Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado

pelo fato de que as constantes A;, A;, B; e B, sdo determinadas
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empiricamente a partir de dados experimentais.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente fluir um diluente em um reator
em uma taxa de fluxo de diluente que é determinada de acordo com uma

dentre as formulas (3) e (4):

Cl (BIOCONmwv) (3)

CZ(B IOPRODmv) ( 4)

em que BIOCONmv representa a concentracdo de bactérias
carboxidotréficas no meio de cultura, BIOPRODmy representa a
produtividade das bactérias carboxidotroficas e C; e C, sdo constantes
determinadas empiricamente a partir de dados experimentais.

4. Processo de fermentacdo, caracterizado pelo fato de que
compreende:

(a) alimentar com um substrato compreendendo CO e um
agente neutralizante bisico um biorreator compreendendo meio cultura de
bactérias carboxidotroéficas em um meio liquido nutritivo;

(b) fermentar a cultura em que pelo menos uma porcdo de CO
na corrente gasosa de substrato € convertida a um produto e um metabdlito
acido;

(c) otimizar a producdo do dito produto ajustando a taxa de
fluxo de agente neutralizante bdsico no reator, o agente neutralizante basico
determinado pela férmula:

Y ¢ COFLOmv + Z (1)

em que COFLOmyv representa a taxa de fluxo medida de
substrato e Y e Z sdo constantes determinadas empiricamente a partir de
dados experimentais.

5. Processo de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo fato de que o substrato que contém CO € obtido a partir de um processo

industrial selecionado a partir do grupo que consiste em um processo de
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fabricacdo de aco, um processo de fabricagdo de produto ndo ferroso, um
processo de refinamento de petréleo, um processo de producdo de
biocombustivel, um processo de gaseificacdo de carvdo, um processo de
producdo de energia elétrica, um processo de producdo de negro de fumo, um
processo de producdo de amodnia, um processo de producio de metanol,
gaseificagdo de matéria organica, reforma a vapor de hidrocarbonetos e um
processo de fabricacdo de coque.

6. Processo de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo fato de que o metabdlito acido é acido acético ou acetato.

7. Processo de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo fato de que o agente neutralizante basico € uma solu¢cdo de hidroxido de
amonio.

8. Processo de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo fato de que o produto final é etanol.

9. Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o substrato que contém CO € obtido a partir de um processo
industrial selecionado a partir do grupo que consiste em um processo de
fabricacdo de aco, um processo de fabricacdo de produto ndo ferroso, um
processo de refinamento de petréleo, um processo de producdo de
biocombustivel, um processo de gaseificacdo de carvdo, um processo de
producdo de energia elétrica, um processo de producdo de negro de fumo, um
processo de producdo de amodnia, um processo de producio de metanol,
gaseificacdo de matéria organica, reforma a vapor de hidrocarbonetos e um
processo de fabricacdo de coque.

10. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o metabdlito acido é 4cido acético ou acetato.

11. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o agente neutralizante basico € uma solu¢cdo de hidroxido de

amoOnio.
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12. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que o produto final é etanol.
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—a— CONCENTRACAOQ DE BACTERIAS

CONTROLE COM BASE EM TEMPO
—— ACIDO ACETICO

—¥— ETANOL
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—— CONCENTRAGAO DE BACTERIAS

—— ACIDO ACETICO

CONTROLE AUTOMATIZADO
—»— ETANOL
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