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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "PROCESSOS
PARA PRODUZIR ADIPATO DE MONOAMONIO A PARTIR DE CALDOS
DE FERMENTAGAO CONTENDO ADIPATO DE DIAMONIO, ADIPATO DE
MONOAMONIO E/OU ACIDO ADIPICO, E CONVERSAO DE ADIPATO DE
MONOAMONIO EM ACIDO ADIPICO™.

Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica em beneficio do Pedido Provisério norte-
americano n° 61/329.768, depositado em 30 de abril de 2010, cuja matéria é
incorporada pelo presente por referéncia.

Campo Técnico

Esta invencgao refere-se a processos para a producéo direta de
adipato de monoaménio (MAA) a partir de caldos de fermentagao contendo
adipato de diaménio (DAA), MAA e/ou acido adipico (AA). Ela também se
refere a conversao do MAA assim obtido em AA.

Antecedentes

Certos produtos carbonados de fermentacéo de agucar séo vis-
tos como substitutos de materiais derivados do petréleo para utilizagdo como
matéria-prima para a fabricacao de produtos quimicos que contém carbono.
Um desses produtos € MAA. O outro desses produtos é o AA.

Por conseguinte, &€ desejavel que haja um processo para a pro-
ducéo direta de MAA substanciaimente puro a partir de um caldo de fermen-
tacao contendo DAA, MAA, e/ou AA.

Sumario

E provido um tal processo economicamente produzindo MMA de
alta pureza a partir de um caldo de fermentacéo contendo DAA clarificado. E
apresentado um processo para preparar MAA a partir de um caldo de fer-
mentacao contendo DAA clarificado em que o DAA, preferivelmente constitui
pelo menos 90% em peso dos sais de dicarboxilato de diamdnio total conti-
dos no caldo, incluindo (a) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que
compreende agua e amoénia, e um residuo liquido que compreende MAA,
pelo menos algum DAA, e pelo menos cerca de 20% em peso de agua, (b)

resfriar e/ou evaporar os residuos, e opcionalmente adicionar um antissol-
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vente aos residuos, para alcangar uma temperatura e composicao suficiente
para fazer com que os residuos se separem em uma porg¢ao liquida conten-
do DAA e uma porgao soélida contendo MAA, que é substancialmente livre de
DAA, (c) separar a porgao sélida da porcao liquida e (d) a recuperagao a
porgao solida. '

E também provido um processo de preparar AA a partir de um
caldo de fermentacao contendo DAA, incluindo (a) destilar o caldo para for-
mar uma primeira sobrecarga que inclui agua e aménia, e um primeiro resi-
duo liquido que inciui MAA, pelo menos algum DAA, e pelo menos cerca de
20% em peso de agua; (b) resfriar e/ou evaporar os residuos, e opcional-
mente adicionar um antissolvente aos residuos, para alcangar uma tempera-
tura e composigao suficiente para fazer com que os residuos se separem em
uma porc¢ao liquida contendo DAA e uma porgao sélida contendo MAA, que
é substancialmente livre de DAA, (c) separar a por¢ao solida da porgao li-
quida; (d) recuperar a porgao sélida; (e) dissolver a porgcao sélida em agua
para produzir uma solug¢ao aquosa de MAA; (f) destilar a solugdo aquosa de
MAA a uma temperatura e pressao suficientes para formar uma segunda
sobrecarga, que inclui agua e amdnia, e um segundo residuo que inclui uma
maior porcao de AA, uma porcao menor de MAA, e agua; (g) resfriar e/ou
evaporar o segundo residuo para fazer com que o segundo residuo se sepa-
re em uma segunda porcao liquida em contato com uma segunda porg¢ao
sélida que preferivelmente consiste essencialmente em AA e & substancial-
mente livre de MAA; (h) separar a segunda porgao sélida da segunda porgao
liquida; e (i) recuperar a segunda porgao soélida.

E também provido um processo para preparar MAA a partir de
um caldo contendo MAA clarificado, incluindo (a) opcionalmente, adicionar
MAA, DAA, AA, NHs, efou NH," ao caldo para preferivelmente manter o pH
do caldo abaixo de 6; (b) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que
inclui agua e opcionalmente amoénia, e um residuo liquido que inclui MAA,
pelo menos algum DAA, e pelo menos cerca de 20% em peso de agua; (c)
resfriar e/ou evaporar os residuos, e opcionalmente adicionar um antissol-

vente aos residuos, para alcangar uma temperatura e composicao suficiente



10

15

20

25

30

3/26

para fazer com que o residuo se separe em uma porgéo liquida contendo
DAA e uma porg¢ao solida contendo MAA, que é substancialmente livre de
DAA; (d) separar a porgao soélida da porgao liquida; e (e) recuperar a por¢ao
sélida.

E adicionalmente provido um processo para preparar AA a partir
de um caldo de fermentacdo contendo MAA clarificado incluindo (a) opcio-
nalmente, adicionar MAA, DAA, AA, NHs, e/ou NH," ao caldo para preferi-
velmente manter o pH do caldo inferior a 6; (b) destilar o caldo para formar
uma sobrecarga que inclui 4gua e opcionalmente aménia, e um residuo li-
quido que inclui MAA, pelo menos algum DAA, e pelo menos cerca de 20%
em peso de agua; (c) resfriar efou evaporar os residuos, e opcionalmente
adicionar um antissolvente aos residuos, para alcangcar uma temperatura e
composicao suficiente para fazer com que os residuos se separem em uma
porcdo liquida contendo DAA e uma porgdo sélida contendo MAA, que é
substancialmente livre de DAA; (d) separar a porgao sélida da porg¢éao liqui-
da; (e) recuperar a porgao solida; (f) dissolver a por¢éo sélida em agua para
produzir uma solugao aquosa de MAA,; (g) destilar a solu¢cao aquosa de MAA
a uma temperatura e pressao suficiente para formar uma segunda sobrecar-
ga que inclui agua e amodnia, e um segundo residuo que inclui uma maior
porcao de AA, uma porgao menor de MAA, e agua; (h) resfriar e/ou evaporar
o segundo residuo para fazer com que o segundo residuo se separe em
uma segunda porgéo liquida em contato com uma segunda porcéao soélida
que preferivelmente consiste essencialmente em AA e é substancialmente
livre de MAA; (i) separar a segunda porcao solida da segunda porgéo liqui-
da; e (j) recuperar a segunda porgao sélida.

Sao adicionalmente providos processos para preparar MXA a
partir de caldo de fermentacao contendo DAA clarificado. Sais de acido adi-
pico no caldo de fermentagao contendo DAA séo convertidos para MXA para
derivar MXA a partir do caldo de fermentagdo, em que MXA é adipato de
monossoédio (MNAA), quando uma base de so6dio (Na) é utilizada, adipato de
monopotassio (MKA) quando uma base de potassio (K) é utilizada, ou MAA

quando uma base de aménia (NH,* e NH3) é usada. O processo assim, in-
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clui, (a) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que compreende agua
e amonia, e um residuo liquido que compreende MXA, em que X é pelo me-
nos um de NH,*, Na* e K, pelo menos algum DYA, em que DYA inclui DAA
e pelo menos um de adipato dissédico (DNaA) e adipato dipotassico (CAD),
e pelo menos cerca de 20% em peso de agua, (b) resfriar e/ou evaporar os
residuos, e opcionalmente adicionar um antissolvente aos residuos, para
alcancar uma temperatura e composic¢ao suficiente para fazer com que os
residuos se separem em uma porcao liquida contendo DYA e uma porgao
sélida contendo MXA, que é substancialmente livre de DYA, (c) separar a
porcao solida da porgéo liquida e (d) recuperar a porgao sélida.

E adicionalmente provido um processo para preparar MXA a par-
tir de um caldo contendo MXA clarificado, em que X é pelo menos um de
NH4", Na* e K*, incluindo (a) opcionalmente, adicionar pelo menos um de
AA, NHi, NH,*, Na* e K" ao caldo para preferiveimente manter o pH do caldo
abaixo de 6, (b) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que inclui agua
e opcionalmente amoénia, e um residuo liquido que inclui MXA, pelo menos
algum DYA, em que DYA inclui pelo menos um de DAA, DNaA e DKA, e pe-
lo menos cerca de 20% em peso de agua, (c) resfriar e/ou evaporar os resi-
duos, e opcionalmente adicionar um antissolvente aos residuos, para alcan-
car uma temperatura e composigcao suficiente para fazer com que os resi-
duos se separem em uma porgao liquida contendo DYA e uma porcéo solida
contendo MXA, que é substancialmente livre de DYA, (d) separar a por¢ao
solida da porgao liquida e (e) recuperar a por¢éo sélida.

E adicionalmente provido um processo para preparar adipato de
magnésio (MgA) a partir de um caldo de fermentacéo contendo DAA clarifi-
cado, incluindo (a) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que inclui
agua e amonia, e um residuo liquido que inclui MGA, pelo menos algum
DAS e MGA, e pelo menos cerca de 20% em peso de agua, (b) resfriar e/ou
evaporar os residuos, e opcionalmente adicionar um antissolvente aos resi-
duos, para alcangar uma temperatura e composicdo suficiente para fazer
com que os residuos se separem em uma porc¢ao liquida contendo DAA e

MGA e uma porgao sélida contendo MgA, que é substancialmente livre de
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DAA, (c) separar a porgao sélida da por¢ao liquida e (d) recuperar a por¢gao
sélida.

E adicionalmente provido um processo para preparar MgA a par-
tir de um caldo de fermentagdo contendo MAA clarificado incluindo (a) op-
cionalmente adicionar pelo menos um de AA, NHs;, NH," e Mg*? ao caldo,
dependendo do pH do caldo, (b) destilar o caldo para formar uma sobrecar-
ga que compreende agua e opcionalmente aménia e um residuo liquido que
compreende MgA, pelo menos algum MAA, e pelo menos cerca de 20% em
peso de agua, (c) resfriar e/ou evaporar os residuos, e opcionalmente adi-
cionar um antissolvente aos residuos, para alcancar uma temperatura e
composicao suficiente para fazer com que os residuos se separem em uma
porcao liquida contendo MAA e uma porgcao sélida contendo MgA, que €
substancialmente livre de MAA, (d) separar a porgao solida da porgao liquida
e (e) recuperar a porgao sdlida.

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 € um diagrama de blocos de um exemplo de um pro-
cesso para preparar MAA a partir de um caldo contendo DAA.

A figura 2 é um grafico que mostra a solubilidade de MAA como
uma fungao da temperatura na agua e em 30% de solugdo aquosa de DAA.

A figura 3 &€ um diagrama que mostra os aspectos selecionados
do processo.

Descricdo Detalhada

Sera apreciado o fato de que pelo menos uma parte da descri-
¢cao que se segue destina-se a se referir a exemplos representativos dos
processos selecionados para ilustragdo nos desenhos e nao se destina a
definir ou limitar a descricao, exceto nas reivindicagdes anexas.

Os processos podem ser apreciados com referéncia a figura 1,
que mostra em forma de diagrama de blocos um exemplo representativo 10
dos métodos.

Um frasco de cultura 12, tipicamente um fermentador esteriliza-
vel a vapor, pode ser usado para cultivar uma cultura microbioloégica (nao

mostrada), que é posteriormente utilizada para a produgao de caldo de fer-
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mentagdo contendo DAA, MAA, e/ou AA. Esses frascos de cultura sao co-
nhecidos na técnica e ndo séo discutidos.

A cultura microbiolégica pode compreender micro-organismos
capazes de produzir AA a partir de fontes de carbono fermentaveis tais como
os aglcares de carboidrato (por exemplo, glicose), ciclo-hexanol, alcanos
(por exemplo, n-alcanos) e 6leos a base de plantas. Exemplos representati-
vos de micro-organismos incluem Escherichia coli (E. coli), Aspergillus niger,
Corynebacterium glutamicum (também chamado de Brevibacterium flavum),
Enterococcus faecalis, Veillonella parvula, Actinobacillus succinogenes, Pa-
ecilomyces varioti, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Bacteroi-
des fragilis, Bacteroides ruminicola, Bacteroides amylophilus, Klebsiella
pneumoniae, misturas e semelhantes.

Micro-organismos preferidos podem incluir a Candida tropicalis
(Castellani) Berkhout, cepa anamorfa OH23 tendo nimero de acesso ATCC
24887, Cepa E. coli AB2834/pKD136/pKD8.243A/pKD8.292 tendo numero
de acesso ATCC 69875, os clones cosmideos de E. coli designados 5B12,
5F5, 8F6 e 14D7 compreendendo um vetor que expressa o ciclo-hexanona
monoxigenase tendo a sequéncia de aminoacido mostrada em SEQ ID NO:
2 e codificada por SEQ ID NO: 1 a partir da cepa de Acinetobacter SE19, e a
cepa de levedura disponivel de Verdezyne, Inc. (Carslbad, CA, EUA; dora-
vante "Levedura Verdezyne") que produz AA a partir de alcanos e outras
fontes de carbono.

Caldos de fermentagado contendo AA podem ser produzidos a
partir de Candida tropicalis (Castellani) Berkhout, Cepa anamorfa OH23 ten-
do niimero de acesso ATCC 24887 pela cultura a 32°C em meio liquido con-
tendo 300 mg de NH4H,PO,, 200 mg de KH,PO4, 100 mg de KoHPO4, 50 mg
de MgSO;, * 7H,0, 1 mg de biotina, 0,1% (p/v) de extrato de levedura e cerca
de 1% (v/v) de n-hexadecano em 100 ml de agua destilada. Outros meios de
cultura, tais como caldo YM contendo n-hexadecano também podem ser u-
sados. O procedimento para a produgdo de caldos de fermentacdo contendo
AA a partir do meio contendo n-hexadecano por cultura de Candida fropicalis

(Castellani) Berkhout, Cepa anamorfa OH23 tendo nimero de acesso ATCC
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24887 também é descrito em Okuhura et al, 35 Agr. Biol. Chem. 1376
(1971), a matéria sujeita do qual esta incorporado no presente por referén-
cia.

Caldos de fermentagédo contendo AA também podem ser produ-
zidos a partir de Cepa E. coli AB2834/pKD136/pKD8.243A/pKD8.292 tendo
numero de acesso ATCC 69875. Isto pode ser feito da seguinte forma. Um
litro do meio LB (em 4 L de frasco de agitagdo Erlenmeyer) contendo IPTG
(0,2 mM), ampicilina (0,05 g), cloranfenicol (0,02 g) e espectinomicina (0,05
g) pode ser inoculado durante a noite com 10 mL de celulas cultivadas de
uma cultura de cepa E. coli AB2834/pKD136/pKD8.243A/pKD8.292 a 250
rom por 10 horas a 37°C. As células podem ser colhidas, ressuspensas em 1
L de meio minimo M9, contendo 56 mM de D-glicose, acido chiquimico (0,04
g), IPTG (0,2 mM), ampicilina (0,05 g), cloranfenicol (0,02 g) e espectinomi-
cina (0,05 g ). As culturas podem ser devolvidas a 37°C de incubagéo. Apos
ressuspensio em meio minimo o pH da cultura pode ser cuidadosamente
monitorizado, especialmente durante as 12 h iniciais. Quando a cultura al-
canca um pH de 6,5, NaOH a 5N ou uma quantidade adequada de uma ou-
tra base como o hidroxido de aménio pode ser adicionado para ajustar o pH
de volta para aproximadamente 6,8. Durante o periodo de acumulagéo de 48
h, a cultura ndo deve ser deixada cair abaixo de pH 6.3. Apés 24 h, no meio
12 mM de cis, cis-muconato e 1 mM de protocatecuato podem ser detecta-
dos no sobrenadante da cultura, juntamente com 23 mM de D-glicose. Apos
48 h, no meio de cepa E. coli AB2834/pKD136/pKD8.243A/pKD8.292 células
podem essencialmente substituir 56 mM de D-glicose no meio com 17 mM
de cis, cis-muconato.

A redugao de cis microbialmente sintetizada, AA cis-muconato
para produzir um caldo de fermentagéo contendo AA pode entdo proceder
como se segue. Cinquenta miligramas de platina sobre carbono (10%) pode
ser adicionado a 6 mL de sobrenadante de cultura livre de células a partir da
fermentacéo contendo cerca de 17,2 mM de cis, cis-muconato. Esta amostra
pode ser hidrogenada a 50 psi de presséo de hidrogénio por 3 h em tempe-

ratura ambiente para produzir um caldo de fermentagéo contendo AA. O cal-
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do de fermentacao produzido pode conter, por exemplo, cerca de 15,1 mM
de AA. O procedimento para a producgao de caldos de fermentacdo contendo
AA através da cultura de células de cepa E. coli AB2834/pKD136/
pKD8.243A/pKD8.292 pela cultura em um meio de crescimento compreen-
dendo D-glicose também é descrito em Draths & Frost, 116 J. Am. Chem.
Soc. 399 (1994); Draths e Frost, 18 Biotechnol. Prog. 201 (2002); US
5.487.987 e US 5.616.496, o assunto do qual esta incorporado no presente
por referéncia.

Caldos de fermentacdo contendo AA também podem ser produ-
zido sa partir de clones de cosmideos de E. coli designados 5B12, 5F5, 8F6
e 14D7 compreendendo um vetor de expressao de ciclo-hexanona monoxi-
genase SEQ ID NO: 2 codificado por SEQ ID NO: 1 a partir da cepa Acine-
tobacter SE19 por cultura destes clones em meio M9 minimo acrescido de
0,4% de glicose como fonte de carbono. As células podem ser cultivadas a
30°C, com agitacado por 2 h, e a adigdo de 330 ppm de ciclo-hexanol ao mei-
0. Isto pode ser seguido de incubagéo por mais 30°C por um periodo adicio-
nal de tempo, tal como, por exemplo, 2 h, 4 h ou 20 h ou outros faixas de
tempo. O procedimento para a produgao de caldos de fermentagao contendo
AA através da cultura de clones de cosmideos de E. coli designados 5B12,
5F5, 8F6 e 14D7 compreendendo um vetor de expressédo de ciclo-heXanona
monoxigenase codificado por SEQ ID NO: 1 a partir da cepa Acinetobacter
SE19 em um meio de cultura compreendendo D-glicose e ciclo-hexanol
também é descrito em US 6.794.165, o assunto do qual é incorporado no
presente por referéncia.

Caldos de fermentacao contendo AA também podem ser produ-
zidos com a cepa de Levedura Verdezyne disponivel de Verdezyne, Inc.
(Carsibad, CA, EUA) que foi relatada em 08 de fevereiro de 2010 para a
producdo de AA quando cultivado em um meio (por exemplo, meio SD),
compreendendo alcanos ou outras fontes de carbono tais como os agucares
e 6leos vegetais.

Caldos de fermentagcdo contendo AA também podem ser produ-

zidos a partir de E. coli ou outros microrganismos transformados com acidos
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nucleicos que codificam succinil-CoA: acetil-CoA acil transferase, 3-hidroxi-
CoA desidrogenase; 3-hidroxiadipil-CoA desidratase; 5-carbdxi-2-pentenoil-
CoA redutase; adipil-CoA sintetase, fosfotransadipilase/adipato quinase, adi-
pil-CoA transferase ou adipil-CoA hidrolase. Caldos de fermentagdo conten-
do AA também podem ser produzidos a partir de E. coli ou outros microrga-
nismos transformada com codificagéo de acidos nucléicos succinil-CoA: ace-
til-CoA acil transferase; 3-oxoadipil-CoA transferase; 3-oxoadipato redutase;
3-hidroxiadipato desidratase, e 2-enoato redutase. Caldos de fermentagao
contendo AA podem adicionalmente ser produzidos a partir de E. coli ou ou-
tros micro-organismos transformados com codificagao de acidos nucléicos
alfa-cetoadipil-CoA sintetase fosfotranscetoadipilase/alfa-cetoadipato quina-
se ou alfa-cetoadipil-CoA: acetil-CoA transferase; 2-hidroxiadipil-CoA desi-
drogenase; 2 hidroxiadipil-CoA desidratase; 5-carbéxi-2-penteoil-CoA reduc-
tase e adipil-CoA sintetase, fosfotransadipilase/adipato quinase, adipil-CoA:
acetil-CoA transferase ou adipil-CoA hidrolase. Caldos de fermentagao con-
tendo AA podem adicionalmente ser produzidos a partir de E. coli ou outros
microrganismos transformados com codificagdo de acidos nucléicos 2-
hidroxiadipato desidrogenase; 2-hidroxiadipil-CoA sintetase, fosfotranshidro-
xiadipilase/2-hidroxiadipato quinase ou 2-hidroxiadipil-CoA: acetil-CoA trans-
ferase; 2 hidroxiadipil-CoA desidratase; 5-carbéxi-2-pentenoil-CoA reductase
e adipil-CoA sintetase, fosfotransadipilase/adipato quinase, adipil-CoA: ace-
til-CoA transferase ou adipil-CoA hidrolase.

Fermentagbes com E. coli ou outros micro-organismos transfor-
mados com codificacdo de acidos nucléicos destas enzimas podem ser rea-
lizadas utilizando uma variedade de diferentes fontes de carbono em condi-
¢bes normais nos meios de cultura padrao (por exemplo, meio minimo M9) e
suplementos adequados nutricionais ou antibiéticos para manter o fenétipo
transformado. O procedimento para a producéao de caldos de fermentacao
contendo AA através da cultura de E. coli ou outros micro-organismos trans-
formados com a codificagdo de acidos nucléicos destas enzimas, meios de
cultura adequados e fontes de carbono também s&o descritos em US

2009/0305364, o assunto do qual esta incorporado no presente por referén-
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cia.

Procedimentos para a producgao de caldos de fermentagao con-
tendo acidos dicarboxilicos tais como AA através da cultura de cepas de
Saccharomyces cerevisiae, e outras cepas de micro-organismos, meios de
cultura adequados e fontes de carbono também sdo descritos em WO
2010/003728, cuja matéria esta incorporada no presente por referéncia.

Uma fonte de carbono fermentavel (por exemplo, carboidratos e
aclcares) opcionalmente uma fonte de nitrogénio e nutrientes complexos
(por exemplo, licor de milho de encosta), componentes de meios adicionais,
tais como vitaminas, sais e outros materiais que podem melhorar o cresci-
mento celular e/ou a formagao do produto, e a agua podem ser alimentados
frascos de cultura 12 para o crescimento e sustentagéo da cultura microbia-
na. Normalmente, a cultura microbiana €& cultivada em condi¢des aerdbias
fornecidas por lavagem de um gas rico em oxigénio (por exemplo, ar ou se-
melhante). Normalmente, um acido (por exemplo, acido sulfurico ou similar)
e hidroxido de amoénio sao providos para controle do pH durante o cresci-
mento da cultura microbiana.

Em um exemplo (ndo mostrado), as condigbes aerdbias no fras-
co de cultura 12 (provido pela lavagem de um gas rico em oxigénio) sao li-
gadas a condigbes anaerdbias, alterando o gas rico em oxigénio com um
gas deficiente de oxigénio (por exemplo, CO, ou similar). O ambiente anae-
robio pode desencadear bioconversao da fonte de carbono fermentavel para
AA in situ no frasco de cultura 12. Hidréxido de aménia pode ser provido pa-
ra controle do pH durante a bioconversdo da fonte de carbono fermentavel
para AA. O AA é produzido pelo menos parcialmente neutralizado a DAA,
devido a presenca do hidréxido de aménio, levando a produgéo de um caldo
compreendendo DAA. O CO, pode prover uma fonte adicional de carbono
para a producao de AA.

Em outro exemplo, o contetdo do frasco de cultura 12 pode ser
transferido através de um fluxo 14 para um frasco de bioconversao separado
16 para bioconversdo de uma fonte de carboidrato para AA. Um gés defici-

ente em oxigénio (por exemplo, CO; ou similar) pode ser injetado no frasco
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mas nao limitado a centrifugacao e filtragao (incluindo, mas nao limitado a
ultrafiltragéo, microfiltracao e filtragdo de profundidade). A escolha da técnica
de filtragdo pode ser feita usando técnicas conhecidas na area. Compostos
inorganicos solliveis podem ser removidos por varios métodos conhecidos,
tais como, mas nao limitados a, troca idnica e adsorgao fisica.

Um exemplo de centrifugagéo € uma centrifuga de pilha de disco
continua. Pode ser (til adicionar uma etapa de filtragcdo de polimento depois
da centrifugagdo, como uma ultima filtragcéo ou filtragdo de fluxo cruzado,
que pode incluir o uso de um auxiliador de filtro, tal como terra diatomacea
ou similar, ou mais preferivelmente ultrafiltracéo e filtracdo de microfiltragao.
A membrana de ultrafiltracdo ou microfiltragdo pode ser de ceramica ou po-
limérica, por exemplo. Um exemplo de uma membrana polimérica € SelRO
MPS-U20P (membrana de ultrafiltragdo com pH estavel), fabricada pela Ko-
ch Membrane Systems (850 Main Street, Wilmington, MA, EUA). Esta € uma
membrana de polietersulfona comercialmente disponivel com um peso mo-
lecular de 25.000 Dalton de corte que normalmente opera com pressdes de
0,35 a 1,38 MPa (pressao maxima de 1,55 MPa) e em temperaturas de até
50°C. Alternativamente, uma etapa de filtracdo pode ser utilizada, tal como
uitrafiltracao e microfiltragao sozinha.

O caldo contendo DAA clarificado resultante, substancialmente
livre da cultura microbiana e de outros soélidos, é transferido através de fluxo
22 para o aparelho de destilagao 24.

O caldo de destilacao clarificado deve conter DAA e/ou MAA em
uma quantidade que é pelo menos a maioria de, préferivelmente pelo menos
cerca de 70% em peso, preferivelmente mais de 80% em peso e mais prefe-
rivelmente pelo menos cerca de 90% em peso de todos os sais de dicarboxi-
lato de diaménio no caldo. A concentragao de DAA e/ou MAA como um por
cento em peso (Wt%) do total de sais de acido dicarboxilico no caldo de fer-
mentagao pode ser faciimente determinada por cromatografia liquida de alta
pressao (HPLC) ou outros meios conhecidos.

Agua e aménia sdo removidas do aparelho de destilagdo 24 co-

mo uma sobrecarga, e pelo menos uma porgéo é reciclada opcionalmente
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através de fluxo 26 para o frasco de bioconversao 16 (ou frasco de cultura
12 no modo anaerébio). Temperatura de destilagdo especifica e de presséo
néo pode ser critica, enquanto a destilagdo é realizada em uma maneira que
assegure que a sobrecarga de destilagdo contém agua e amonia, e o resi-
duo de destilagdo compreende pelo menos algum DAA e pelo menos cerca
de 20% em peso de agua. Uma quantidade mais preferida de agua é pelo
menos cerca de 30% em peso e uma quantidade ainda mais preferida € pelo
menos cerca de 40% em peso. A taxa de remogdo de amdnia a partir da e-
tapa de destilagao aumenta com o aumento de temperatura e também pode
ser aumentada através da inje¢do de vapor (ndo mostrado) durante a desti-
lacdo. A taxa de remogao de amodnia durante a destilagdo pode também ser
aumentada através da realizagdo de destilagdo sob vacuo ou por lavagem
do aparelho de destilagdo com um gas nao reativo, tal como o ar, o nitrogé-
nio ou semelhante.

Remocao da agua durante a etapa de destilagdo pode ser refor-
cada pelo uso de um agente biol6gico azeotrépico tais como tolueno, xileno,
hexano, ciclo-hexano, ciclo-hexano de metila, metil isobutil cetona, heptano
ou similares, desde que o residuo contenha pelo menos cerca de 20% em
peso de agua. Se a destilagado é realizada na presenga de um agente orga-
nico capaz de formar um azeétropo consistindo em agua e o agente, a desti-
lagdo produz um residuo bifasico, que compreende uma fase aquosa e uma
fase orgénica, caso em que a fase aquosa pode ser separada da fase orga-
nica e a fase aquosa usada como residuo de destilagdo. Subprodutos, tais
como adipamida e adipimida sdo substancialmente evitados uma vez que o
nivel da agua no residuo é mantido em um nivel de pelo menos cerca de
30% em peso.

Uma temperatura preferida para a etapa de destilagéo esta na
faixa de cerca de 50 a cerca de 300°C, em fungao da pressdo. Uma faixa de
temperatura mais preferida é de cerca de 90 a cerca de 150°C. Uma tempe-
ratura de destilagido de aproximadamente 110°C a cerca de 140°C ¢ a prefe-
rida. "Temperatura de destilagao" refere-se a temperatura do residuo (para

destilagoes em batelada ela pode ser a temperatura no momento em que a
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altima quantidade desejada de sobrecarga ¢ feita).

Adicionar um solvente organico miscivel em agua ou aménia um
solvente de separagao de amoénia facilita a retirada do amoniaco a uma vari-
edade de temperaturas e pressdes de destilagao, conforme discutido acima.
Tais solventes incluem solventes contendo oxigénio bipolares, aproéticos, que
podem ser capazes de formar ligagdes de hidrogénio passivas. Exemplos
ihcluem, mas ndo estdo limitados a, diglima, tetraglima, triglima, sulféxidos
tais como dimetilsulféxido (DMSO), amidas tais como dimetilformamida
(DMF) e dimetilacetamida, sulfonas, tais como dimetilsulfona, sulfolano, poli-
etilenoglicol (PEG), butoxitriglicol, N-metilpirolidona (NMP), éteres tais como
dioxano, metil etil cetona (MEK) e similares. Tais solventes auxiliam na re-
mogao de amonia do DAA ou MAA no caldo clarificado. Independentemente
da técnica de destilagdo, é importante que a destilagdo seja realizada em
uma forma que garanta que pelo menos algum DAA e pelo menos cerca de
20% em peso de agua permanegam no residuo e mais vantajosamente pelo
menos cerca de 30% em peso.

A destilacao pode ser realizada a pressbes atmosféricas, subat-
mosféricas ou superatmosféricas. A destilagdo pode ser destilagao flash de
um estagio, uma destilagao multiestagios (ou seja, uma destilagcéo de coluna
multiestagio) ou similar. A destilagdo flash de um estagio pode ser realizada
em qualquer tipo de flasher (por exemplo, um evaporador de filme com res-
salto, evaporador de filme fino, flasher de termosifao, flasher de circulagao
forcada e semelhantes). Os multiestagios da coluna de destilagdo podem ser
alcangados por bandejas usando, embalagem ou semelhante. A embalagem
pode ser embalagem aleatoria (por exemplo, anéis Raschig, anéis Pall, selos
Berl e semelhantes) ou embalagem estruturada (por exemplo, embalagem
Koch-Sulzer, embalagem Intalox, Mellapak e semelhantes). As bandejas po-
dem ser de qualquer projeto (por exemplo, bandejas perfuradas, bandejas
de valvulas, bandejas tipo tampao de bolha e semelhantes). A destilacao
pode ser realizada com qualquer nimero de estagios tedricos.

Se o aparelho de destilagdo € uma coluna, a configuragédo nao é

particularmente critica, e a coluna pode ser projetada com base em critérios
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bem conhecidos. A coluna pode ser operada ho modo de separagdo, no mo-
do de retificagdo ou no modo de fracionamento. A destilagdo pode ser con-
duzida em modo de batelada ou continuo. No modo continuo, o caldo é ali-
mentado continuamente para o aparelho de destilagédo, e a sobrecarga e os
residuos sd@o continuamente retirados do aparelho conforme eles séo forma-
dos. O destilado da destilagdo € uma solugdo de aménia/agua, e o residuo
de destilacdo é uma solugéo liquida aquosa de MAA e DAA, que também
pode conter outros sais de subproduto de fermentacéao (por exemplo, acetato
de aménio, formiato de amdnia, lactato de amonio e similares) e corpos colo-
ridos.

Os residuos de destilagao podem ser transferidos através de flu-
xo 28 para aparelhos de refrigeragédo 30 e resfriados por meio de técnicas
convencionais. Técnica de resfriamento nao é critica. Um trocador de calor
(com recuperagéo de calor) pode ser usado. Um refrigerador de vaporizagéo
flash pode ser usado para resfriar o residuo até cerca de 15°C. Resfriamento
abaixo de 15°C tipicamente envolve um refrigerante refrigerado, tal como,
por exemplo, solugao de glicol, ou menos preferivelmente, salmoura. A etapa
de concentracao pode ser incluida antes de resfriamento para ajudar a au-
mentar o rendimento do produto. Além disso, concentracao e resfriamento
podem ser combinados usando métodos conhecidos, tais como evaporagéao
a vacuo e remogao de calor usando camisas de refrigeracdo integradas e/ou
trocadores de calor externo.

Foi descoberto que a presencga de algum DAA no residuo liquido
facilita a separagao induzida por refrigeracéo dos residuos em uma porgao
liquida em contato com uma porcéo soélida que, pelo menos, "consiste, es-
sencialmente," em AMB (o que significa que a por¢ao sélida & pelo menos
substancialmente MAA puro cristalino), reduzindo a solubilidade do MAA no
residuo liquido, aquoso, contendo DAA. A figura 2 ilustra a solubilidade re-
duzida de MAA em uma solugao aquosa de DAA de 30% em varias tempera-
turas variando entre 0°C a 60°C. A curva superior mostra que mesmo a 0°C
MAA permanece significativamente solGvel em agua (ou seja, cerca de 20%

em peso em solugao aquosa). A curva inferior mostra que a 0°C MAA ¢ es-
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sencialmente insolivel em uma solugd&o aquosa de DAA a 30% em massa.
Foi descoberto, portanto, que MAA pode ser mais completamente cristaliza-
do a partir de uma solugao aquosa se algum DAA também estiver presente
nessa solucdo. A concentracao preferida de DAA, em tal solugcao é cerca de
30% em peso. Uma concentracdo mais preferida de DAA, em tal solucéo
esta em ppm a cerca de 3% em peso de faixa. Isso permite que a cristaliza-
¢ao de MAA (ou seja, a formacéao da porgao sélida do residuo de destilagao)
com temperaturas superiores as que seriam necessarias na auséncia do
DAA.

Quando cerca de 50% da aménia é removida do DAA contido
em um meio aquoso a espécie de adipato estabelece uma distribuicao de
equilibrio molar que € de cerca de 0.2:0.6:0.2 no DAA: MAA: AA dentro de
uma faixa de pH de 4,9 a 5,1; dependendo da temperatura e pressao. Quan-
do esta composicdo é concentrada e resfriada, MAA excede seu limite de
solubilidade na agua e se cristaliza. Quando MAA sofre uma mudanga de
fase para fase soélida, o equilibrio da fase liquida reajusta, assim, produzindo
mais MAA (DAA doa um ion de aménio para AA). Isso faz com que mais
MAA se cristalize a partir da solugéo e continue até que quantidades apreci-
aveis de AA sejam esgotadas e o pH tende a subir. Com o aumento de pH, a
distribuicao da fase liquida favorece DAA. No entanto, uma vez que DAA &
altamente soltvel em agua, MAA continua a se cristalizar conforme sua so-
lubilidade se torna inferior a DAA. Cdm efeito, o equilibrio da fase liquida e
os equilibrios liquido-sélido das espécies de adipato atuam como uma
"bomba" para a cristalizacdo de MAA, desse modo, permitindo cristalizagao
de MAA em alto rendimento.

Além de resfriamento, evaporagédo ou resfriamento evaporativo
descrito acima, cristalizacdo de MAA pode ser permitida e/ou facilitada pela
adicdo de um antissolvente. Neste contexto, antissolventes podem ser sol-
ventes normalmente misciveis com agua, mas causam cristalizacdo de um
sal soluvel em agua, como MAA, devido a baixa solubilidade do sal no sol-
vente. Solventes com um efeito antissolvente sobre 0 MAA podem ser alco-

ois, tais como etanol e propanol, cetonas, tais como metiletilcetona, éteres,
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tais como tetra-hidrofurano e semelhantes. O uso de antissolventes & co-
nhecido e pode ser usado em combinagao com a refrigeracéo e evaporagao
ou separadamente.

Os residuos de destilagao, apés o resfriamento na unidade 30,
sao alimentados através do fluxo 32 para o separador 34 para a separagao
da porcao soélida da porgao liquida. A separagao pode ser realizada através
de filtragdo por pressao (por exemplo, usando filtros de presséao tipo Rosen-
mond ou Nutsche), centrifugacao e semelhantes. O produto sélido resultante
pode ser recuperado como produto 36 e seco, se necessario, por métodos
padrao.

Apés a separacao, pode ser desejavel para tratar a porgcéao soli-
da para garantir que nenhuma porg¢ao liquida permaneca na superficie da
porgéo sélida. Uma forma de minimizar a quantidade da porgao liquida que
permanece na superficie da porgcao soélida é lavar a porgao soélida separada
com agua e secar a porgao soélida resultante lavada (n&o mostrada). Uma
maneira conveniente para lavar a porgao sélida é a utilizagao de uma "cen-
trifuga de cesto" (ndo mostrada). Centrifugas de cesto adequadas estao dis-
poniveis de Western States Machine Company (Hamilton, OH, EUA).

A porgéao liquida do separador 34 (ou seja, o licor mae) pode
conter restante de MAA dissolvido, qualquer DAA nao convertido, quaiquer
subproduto de fermentacao, tais como acetato de aménio, lactato, ou formia-
to, e outras impurezas menores. Esta porcao liquida pode ser alimentada
através de fluxo 38 para um aparelho a jusante 40. Em um exemplo, um a-
parelho 40 pode ser um meio para preparar um degelador tratando a mistura
com uma quantidade adequada de hidréxido de potassio, por exemplo, para
converter os sais de aménio em sais de potassio. Amonia gerada na reacéo
pode ser recuperada para reutilizagcdo no frasco de bioconversao 16 (ou
frasco de cultura 12 operando no modo de anaerobiose). O resultado da mis-
tura de sais de potassio é valioso como um anticongelante e degelador.

O licor mae da etapa de separagédo de sélidos 34 pode ser reci-
clado (ou parcialmente reciclado) para aparelho de destilacdo 24 via o fluxo

42 para melhorar ainda mais a recuperagao do MAA, bem como promover a
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conversao de DAA para MAA.

A porgao soélida da cristalizacao induzida por resfriamento é MAA
substancialmente puro e é, portanto, util para as utilidades conhecidas de
MAA.

HPLC pode ser usado para detectar a presenca de nitrogénio
contendo impurezas tais como adipamida e adipimida. A pureza do MAA
pode ser determinada por carbono elementar e analise de nitrogénio. Um
eletrodo de aménia pode ser usado para determinar uma aproximagao gros-
seira da pureza MAA.

Dependendo das circunstancias e insumos operacionais diferen-
tes, ha casos em que o caldo de fermentacao pode ser caldo de fermenta-
cao contendo MAA clarificado ou caldo de fermentacao contendo AA clarifi-
cado. Nestas circunstancias, pode ser vantajoso adicionar MAA, DAA e/ou
AA aos caldos de fermentacao para facilitar a producdo de MAA substanci-
almente puro. Por exemplo, o pH de funcionamento do caldo de fermentag¢ao
pode ser orientado de modo que o caldo € um caldo contendo MAA ou um
caldo contendo AA. MAA, DAA, AA, aménia e/ou hidréxido de aménio po-
dem opcionalmente ser adicionados aos caldos para atingir um caldo de pH,
preferivelmente inferior a 6, opcionalmente junto com a mudanc¢a no equili-
brio de amoénio para facilitar a produgao do MAA substancialmente puro aci-
ma mencionado. Além disso, € possivel que MAA, DAA e/ou AA a partir de
outras fontes possam ser adicionados como desejado. De uma forma parti-
cular, é especialmente vantajoso reciclar MAA, DAA e agua a partir do resi-
duo liquido resultante da etapa de destilacdo 24 e/ou a porgao liquida do
separador 34 para o caldo de fermentacao. Referindo-se a caldo contendo
MAA, tal caldo geralmente significa que o caldo de fermentagao compreende
MAA e, eventualmente, qualquer nimero de outros componentes, como
DAA e/ou AA, seja adicionado e/ou produzido por bioconversao ou nao.

A porgao sélida pode ser convertida em AA pela remogao de
amonia. Isto pode ser realizado da seguinte forma. A por¢ao soélida (que
consiste essencialmente em MAA) obtida a partir dos processos de conver-

sao acima descritos pode ser dissolvida em agua para produzir uma solugao
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aquosa de MAA. Esta solugao pode ser destilada a uma temperatura e pres-
sao suficientes para formar uma sobrecarga que compreende agua e amé-
nia, e um residuo que compreende uma maior por¢gao de AA, uma porgdo
menor de MAA e 4gua. O residuo pode ser refrigerado para fazer com que
eles se separem em uma por¢ao liquida em contato com uma porg¢ao sélida,
que consiste essencialmente em AA e é substancialmente livre de MAA. A
porgao solida pode ser separada da segunda porcao liquida e recuperada
como AA substancialmente puro, conforme determinado por HPLC.

Quanto a figura 3, € descrito um processo particularmente prefe-
rido. Na figura 3, um fluxo 100 de DAA, que pode ser um fluxo de caldo de
fermentacéo clarificado que contém DAA (entre outras coisas), € submetido
a evaporacao reativa/destilacdo em coluna de destilagdo 102. A destilagao
pode ocorrer em um faixa de temperaturas, tais como cerca de 110 °C a cer-
ca de 145°C, preferivelmente cerca de 135°C. A pressao na coluna de desti-
lacado 102 pode ser em uma ampla faixa de cerca de 150 (1,5) a cerca de
400 kPa (4 bar), preferivelmente cerca de 350 kPa (3,5 bar). Agua e aménia
sao separadas em coluna de destilagdo 102 e formam uma sobrecarga 104.
Os residuos liquidos 106 compreendem MAA, pelo menos algum DAA e pelo
menos cerca de 20% em peso de agua. Normalmente, os residuos 106 con-
tém cerca de 5 a cerca de 20% em peso de MAA, cerca de 80% em peso a
cerca de 95 % em peso de agua e cerca de 1 a 3% em peso de DAA. O pH
do residuo pode estar em uma faixa de cerca de 4,6 a cerca de 5,6.

O residuo 106 é transmitido a um concentrador 108 que remove
a agua através de fluxo de carga 110. O concentrador 108 pode operar em
uma faixa de temperaturas, tais como cerca de 90°C a cerca de 110 °C, pre-
ferivelmente cerca de 100°C e cerca de uma faixa de pressoes, tais como
em cerca de 90 kPa (0,9 bar) a cerca de 120 kPa (1,2 bar), preferivelmente
cercade 110,3 kPa (1,103 bar).

O concentrador 108 produz um fluxo de residuos 112, que nor-
malmente contém cerca de 40% em peso a cerca de 70% em peso, preferi-
velmente cerca de 55% em peso de MAA. Assim, o concentrador concentra

a quantidade de MAA normalmente por cerca de 2 a cerca de 11 vezes, pre-
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ferivelmente cerca de 4 vezes para cerca de 6 vezes.

O fluxo de residuo 112 flui para um primeiro cristalizador 114
que opera a uma temperatura geralmente em cerca de -50 °C a cerca de -
70°C, preferivelmente cerca de 60°C. Um fluxo de sobrecarga de agua 116 é
produzido pelo cristalizador. O residuo 118 flui para uma centrifuga 120 que
produz um fluxo sélido 122 que normalmente tem um rendimento de MAA de
cerca de 95%. Um fluxo liquido restante 124 & enviado para um segundo
cristalizador 126, que elimina mais agua por meio de fluxo de sobrecarga
128 e opera a uma temperatura geralmente em cerca de 30°C a cerca de -
50°C, preferivelmente cerca de 40°C. O fluxo de residuos 130 flui para uma
centrifuga 132. A centrifuga produz um fluxo sélido 134 que é redissolvido
com um fluxo de agua 136, que introduz a agua a uma temperatura tipica-
mente de cerca de 70°C a cerca de 90°C, preferivelmente cerca de 90°C.
Essa corrente flui para um primeiro misturador 138 e produz um primeiro
fluxo de reciclagem 140 de volta para o primeiro cristalizador 114.

O liquido restante da centrifuga 132 flui através de fluxo 141 pa-
ra um terceiro cristalizador 142 que produz um fluxo de sobrecarga de agua
144. O terceiro cristalizador 132 normalmente opera a uma temperatura de
aproximadamente -10°C a cerca de 30°C, normalmente cerca de 20°C. O
fluxo de residuos restantes 146 flui para uma terceira centrifuga 148 e mate-
rial s6lido produzido pela terceira centrifuga148 flui para um segundo mistu-
rador 150 por meio de fluxo 152. Esse fluxo de sélido é dissolvido por um
segundo fluxo de agua 154, que introduz a 4gua normalmente a uma tempe-
ratura de aproximadamente -50°C a cerca de -70°C, preferivelmente cerca
de 70°C. Segundo misturador 150 produz um fluxo de reciclagem 156, que é
reciclado para o segundo cristalizador 126. O material restante flui externa-
mente do sistema a partir da terceira centrifuga 148 por meio de um fluxo de
purga 158 que normalmente representa cerca de 5% em peso do MAA total
contido no fluxo 112. Entende-se que as temperaturas de cristalizacao dese-
jadas dos cristalizadores 114, 126 e 142 podem ser alcangadas por evapo-
ragcéo (como mostrado), ou por contato indireto com um meio de resfriamen-

to externo, ou uma combinagao dos dois.
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Exemplos

Os processos sao ilustrados pelos seguintes exemplos represen-
tativos néo limitantes. Em todos os exemplos, uma solugéo aquosa de DAA
sintética foi utilizada no lugar de um caldo de fermentagdo contendo DAA
clarificado real.

Acredita-se que uso de uma solugao sintética de DAA seja um
bom modelo para o comportamento de um caldo real nos processos, devido
a solubilidade da fermentacdao de subprodutos tipicos encontrada no caldo
real. Normalmente, os principais subprodutos produzidos durante a fermen-
tacao sao sais de acidos monocarboxilicos, tais como acetato de amdnia,
lactato de aménio e formiato de aménio. Se essas impurezas estiverem pre-
sentes durante a etapa de destilacao, ndo se pode esperar a perder de a-
monia e formacgao de acidos livres em quantidades significativas até que to-
dos os DAA sejam convertidos em MAA. Isso ocorre porque o acido acético,
acido latico e acido féormico sdo acidos mais fortes do que o segundo grupo
de acido AA (pKa = 5,41). Em outras palavras, acetato, lactato, formiato e
até mesmo adipato de mono-hidrogénio sao bases mais fracas do que o adi-
pato de didnion. Além disso, o acetato de amoénia, lactato de aménio e formi-
ato de aménio sao significativamente mais soliveis em agua do que MAA, e
cada um esta normalmente presente no caldo em menos de 10% da concen-
tracao de DAA. Além disso, mesmo se os acidos (acido aceético, formico e
lactico) fossem formados durante a etapa de destilacao, eles sdo misciveis
com agua e néo cristalizam a partir de agua. Isso significa que o MAA atinge
a saturacao e se cristaliza a partir de solugéo (ou seja, formando a porcao
sélida), deixando as impurezas de acido dissolvidas no licor mae (ou seja, a
por¢ao liquida).

Exemplo 1

Este exemplo demonstra a conversdo de uma porgao de DAA
em MAA através da destilagao e recuperag¢ao de so6lidos em MAA a partir de
residuo de destilacao de liquido via cristalizagao induzida por resfriamento.

Um frasco de fundo redondo de 1L foi carregado com 800 g de

uma solucdo de adipato de diaménio sintético (DAA) a 4,5%. O frasco foi
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equipado com uma seg¢ao Oldershaw de cinco bandejas 2,54 cm (1") que foi
tampada com uma cabeca de destilacdo. O destilado foi coletado em um
receptor de gelo resfriado. O contetdo do frasco foi aquecido com um manto
de aquecimento e agitado com um agitador magnético. A destilacéo foi inici-
ada e 719,7 g de destilado coletados. Titulagdo do destilado revelou tratar-se
de uma solugcado de aménia a 0,29% (ou seja, uma conversao de aproxima-
damente 61% de DAA para MAA). O residuo quente (76 g) foi descarregado
do frasco e colocado em um frasco Erlenmeyer e lentamente resfriado a
temperatura ambiente, agitando durante o fim de semana. Os conteudos
foram, em seguida, resfriados a 15°C por 60 minutos e, em seguida, resfria-
dos a 10°C durante 60 minutos e, finalmente, 5°C por 60 minutos, com agi-
tagdo. Os sélidos foram filtrados e secos em forno a vacuo por 2 horas a
75°C produzindo 16,2 g. A analise dos sélidos para o conteido de aménia
com um eletrodo de aménia indicou que havia uma razao molar de aproxi-
madamente 1:1 de amobnia e AA.

Exemplo 2

Este exemplo demonstra a conversao de uma porgdo de DAA
em MAA através da destilagao.

O gargalo externo de um frasco de fundo redondo de 1L de trés
gargalos foi equipado com um termémetro e uma rotha. O gargalo central foi
equipado com uma segado Oldershaw de bandeja cinco 1". A secédo Older-
shaw foi coberta com uma cabeca de destilagdo. Um frasco de fundo redon-
do de 500 mL resfriado com gelo foi usado como o receptor para a cabeca
de destilagao. O frasco de fundo redondo de 1L foi carregado com agua des-
tilada, AA e solucdo de hidroxido de aménio concentrada. O contetido foi
agitado com um agitador magnético para dissolver todos os sélidos. Apos os
solidos serem dissolvidos, o conteudo foi aquecido com a manto de aqueci-
mento para destilar 350g de destilado. O destilado foi coletado no frasco de
fundo redondo de 500 ml resfriado com gelo. A temperatura do recipiente foi
registrada como a ultima gota de destilado que foi coletado. O contetdo do
recipiente foi autorizado a esfriar a temperatura ambiente e o peso do resi-

duo e peso do destilado foram registrados. O conteudo de amdnia do desti-
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lado foi determinado através de titulacao. Os resultados foram registrados na
Tabela 1.

Execucéo n° 1
Nome do acido Adipico
Acido em peso carregado (g) 14,62
Acido em mol carregado 0,1
Solugdo de NHs; a 28% em peso carregada (g) 12,14
NH; carregado em mol 0,2
Agua em peso carregada (g) 800,75
Destilado em peso (g) 350,46
Residuo em peso (g) 466,65
% de contagem de solubilidade 98,8
% em peso de NH; em destilado em peso (titulagao) 0,15
NH; em mol em destilado 0,031
NH; em % total removido em destilado 15,5
Primeiro NH; em % removido em destilado 31
DiNH,/MonoNH, 69/31
Temperatura final no pote (OC) 100
Micromoles de NH3/g de destilado 89
% em peso inicial de sal de amonio 2,2
pKa, 4,43
pKaz 5,41
pKaz NA
Exemplo 3

Este exemplo demonstra a conversao de uma por¢cao de DAA
em MAA, na presenga de um solvente de liberagcdo de amédnia via destilagéao
e recuperacao de soélidos de MAA a partir de residuo liquido de destilagao
via cristalizagdo induzida por resfriamento.

Uma proveta foi carregada com 36,8g de agua destilada e 19,7g
de hidréxido de amdnio concentrado. Em seguida, 23,5 g de acido adipico
foram adicionados lentamente. A mistura foi agitada formando uma solugéo
clara, que foi entdo colocada em um frasco de fundo redondo de 500 mL que
continha uma barra de agitacao. Triglima (80g) foi entao adicionada ao fras-
co. O frasco foi, entdo, equipado com uma sec¢do de coluna Oldershaw de
bandeja 5 de 2,54 cm (1") que foi coberta com uma cabeca de destilacdo. A
cabeca de destilacao foi equipada com um receptor resfriado com banho de
gelo. O frasco de destilagdo também foi equipado com um funil de adigédo
gue continha 150g de agua destilada. Os conteudos foram, entdo, agitados e
aquecidos com uma manta de aquecimento. Quando destilado comecou a

cair sobre a agua no funil de adicao foi adicionado gota a gota ao frasco a
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mesma taxa que o destilado retirado. A destilacao foi interrompida quando
toda a agua no funil de adigcao foi adicionada. 158g de destilado no total fo-
ram coletados. Titulacado do destilado revelou um teor de aménia de 1,6%.
Isso é equivalente a 46% da aménia carregada. Em outras palavras, o resi-
duo é uma mistura de 91/9 de adipato de monoaménio/adipato de diaménio.
Apos o resfriamento a temperatura ambiente, o residuo foi colocado em um
frasco Erlenmeyer de 250 mL e lentamente resfriado a 5°C, com agitagao. A
suspensao foi filtrada e os cristais imidos foram secos em um forno a vacuo
por 2 horas rendendo 5,5 g de sélidos. A analise dos sélidos indicada essen-
cialmente uma razao de um por um de ions de amoénio para adipato de ions
(adipato de monoaménio, por exemplo).
Exemplo 4

Este exemplo demonstra a produgao de AA a partir de MAA.

Uma autoclave Parr de 300 mL foi carregada com 80g de adipa-
to de monoamoénio sintético e 124g de agua. A autoclave foi fechada e os
conteludos agitados e aquecidos a cerca de 200°C (pressao autogénica foi
de cerca de 1,40 Mpa manométricos (203 psig)). Uma vez que o conteudo
atingiu a temperatura, a agua foi entao levada a autoclave a uma taxa de
cerca de 2 g/min e vapor foi retirado da autoclave a uma taxa de cerca de
2g/min com um regulador de presséo traseiro. O vapor que saiu da autocla-
ve foi condensado e coletado em um receptor. A autoclave foi executada sob
essas condi¢des até que um total de 1210g de agua foi alimentado com um
total de 1185g de destilado coletado. O contetido da autoclave (209g) foi
parciaimente refrigerado e descarregado do reator. A pasta fluida foi deixada
em repouso com agitacao a temperatura ambiente durante a noite em um
frasco Erlenmeyer. A pasta fluida foi filtrada e o sélido lavado com 25g de
agua. Os sélidos umidos foram secos em um forno a vacuo a 75°C durante 1
hora rendendo 59g de produto de acido adipico. Analise através de um ele-
trodo de ion de amoénio revelou 0,015 mmol de ion aménio/g de sélido. O
ponto de fusdo do sélido recuperado foi de 151 — 154°C.

Exemplo 5
Este exemplo demonstra a conversao de uma porgcao de MAA
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em AA na presenca de um solvente de liberagdo de amdnia via destilagao e
recuperacao de solidos AA a partir de liquido de residuo de destilagao via
cristalizacao induzida por resfriamento.

Uma proveta foi carregada com 46,7g de agua destilada e 9,9g
de hidroxido de aménio concentrado. Em seguida, 23,5 g de acido adipico
foram adicionados lentamente. A mistura foi agitada formando uma solugéao
clara, que foi entao colocada em um frasco de fundo redondo de 500 mL que
continha uma barra de agitagao. Triglima (80g) foi entdo adicionada ao fras-
co. O frasco foi, entdo, equipado com uma seg¢ao de coluna Oldershaw de
bandeja 5 de 2,54 cm (1") que foi coberta com uma cabeca de destilagdo. A
cabeca de destilagdo foi equipada com um receptor resfriado com banho de
gelo. O frasco de destilacdo também foi equipado com um funil de adicao
que continha 1800g de agua destilada. Os conteudos foram, entao, agitados
e aquecidos com uma manta de aquecimento. Quando o destilado comegou
a cair sobre a agua no funil de adi¢ao foi adicionado gota a gota ao frasco a
mesma taxa que o destilado retirado. A destilacéo foi interrompida quando
toda a agua no funil de adigao foi adicionada. Um total de 1806,2g de desti-
lado foi coletado. Titulagao do destilado revelou um conteddo de amdnia de
0,11%. Isso é equivalente a 72% da amoénia carregada. Em outras palavras,
o residuo € uma mistura de 72/28 de acido adipico/adipato de monoaménio .
O residuo foi entao colocado em um frasco Erlenmeyer e resfriado a 0°C,
com agitacdo e deixando repousar durante 1 hora. A suspensao foi filtrada
produzindo 18,8 g de um bolo umido e 114.3g de licor mae. Os sélidos foram
secos sob vacuo, a 80°C por 2 horas produzindo 13,5 g de solidos. Os soli-
dos foram dissolvidos em 114g de agua quente e, em seguida, resfriados a
5°C e mantidos em agitacao por 45 minutos. A suspensao foi filtrada produ-
zindo 13,5 g de sdlidos molhados e 109.2g de licor mae. Os sélidos foram
secos sob vacuo a 80°C por 2 horas rendendo 11.7g de sélidos secos. A
andlise dos sélidos revelou um conteudo de ion de amébnio de 0,0117
mmol/g (ou seja, de acido adipico essencialmente puro).

Apesar dos processos terem sido descritos em conexdo com as

etapas especificas e suas formas, sera apreciado que uma ampla variedade
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de equivalentes podem ser substituidos por elementos especificos e etapas
aqui descritas sem se afastar do espirito e do escopo desta descricao como

descrito nas reivindicagcbes anexas.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para preparar MAA a partir de um caldo de fermen-
tagao contendo DAA clarificado, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que compreen-
de agua e amonia, e um residuo liquido que compreende MAA, pelo menos
algum DAA, e pelo menos cerca de 20% em peso de agua;

(b) resfriar e/ou evaporar os residuos, e opcionalmente adicionar
um antissolvente aos residuos, para alcangar uma temperatura e composi-
cao suficiente para fazer com que os residuos se separem em uma porgao
liquida contendo DAA e uma porgao soélida contendo MAA, que é substanci-
almente livre de DAA;

(c) separar a por¢ao soélida da porgéo liquida e

(d) recuperar a porgao sélida.

2. Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que a porgao sélida é substancialmente livre de acido adipamico,
adipamida e adipimida.

3. Processo para preparar AA a partir de um caldo de fermenta-
¢ao contendo DAA clarificado, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) destilar o caldo para formar uma primeira sobrecarga, que
compreende agua e amonia, € um primeiro residuo liquido que compreende
MAA, pelo menos algum DAA, e pelo menos cerca de 20% em peso de a-
gua,

(b) resfriar e/ou evaporar os residuos primeiro e opcionalmente
adicionar um antissolvente ao primeiro residuo, para alcangar uma tempera-
tura e composicao suficiente para fazer com que o primeiro residuo se sepa-
re em uma primeira porcao liquida contendo DAA e em uma primeira porgao
solida contendo MAA que é substanciaimente livre de DAA;

(c) separar a primeira porgao soblida da primeira porg¢ao liquida;

(d) recuperar a primeira porgao sélida;

(e) dissolver a primeira por¢ao sélida na dgua para produzir uma
solucao aquosa de MAA;

(f) destilar a solugdo aquosa de MAA a uma temperatura e pres-
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sdo suficientes para formar uma segunda sobrecarga, que compreende agua
e amoénia, e um segundo residuo, que compreende uma por¢ao importante
do AA, uma porgdo menor de MAA, e agua;

(g) resfriar e/ou evaporar o segundo residuo para fazer com que
o segundo residuo se separe em uma segunda por¢ao liquida e uma segun-
da porgao solida, que consiste essencialmente em AA e é substancialmente
livre de MAA;

(h) separar a segunda porg¢ao sélida da segunda porcao liquida;

(1) recuperar a segunda porgao sélida.

4. Processo de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que as primeira e segunda porgdes sélidas sdo substancialmente
livres de acido adipamico, adipamida e adipimida.

5. Processo para preparar MAA a partir de um caldo de fermen-
tacdo contendo MAA clarificado, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) opcionalmente adicionar pelo menos um de MAA, DAA, AA,
NHs e NH4" ao caldo, dependendo do pH do caldo;

(b) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que compreen-
de agua e opcionalmente amoénia e um residuo liquido que compreende
MAA, pelo menos algum DAA, e pelo menos cerca de 20% em peso de a-
gua;

(c) resfriar e/ou evaporar o residuo, e opcionalmente adicionar
um antissolvente aos residuos, para alcangar uma temperatura e composi-
¢ao suficiente para fazer com que os residuos se separem em uma porgao
liquida contendo DAA e uma porgéo soélida contendo MAA, que é substanci-
almente livre de DAA;

(d) separar a porgao sélida da porgéao liquida e

(e) recuperar a porgao sélida.

6. Processo de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado pelo
fato de que a porcao soélida & substancialmente livre de acido adipamico,
adipamida e adipimida.

7. Processo para preparar AA a partir de um caldo de fermenta-

cao contendo MAA clarificado, caracterizado pelo fato de que compreende:
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inclui DAA e pelo menos um de adipato dissédico e adipato dipotassico, e
pelo menos cerca de 20% em peso de agua;

(b) resfriar e/ou evaporar os residuos, e opcionalmente adicionar
um antissolvente aos residuos, para alcangar uma temperatura e composi-
¢ao suficiente para fazer com que os residuos se separem em um DYA con-
tendo porcéo liquida e uma porgao sélida contendo MXA, que é substanci-
almente livre de DYA,;

(c) separar a porgao solida da porgao liquida e

(d) recuperar a porgao sélida.

10. Processo de acordo com a reivindicacao 9, caracterizado pe-
lo fato de que as primeira e segunda porgdes solidas sdo substancialmente
livres de acido adipamico, adipamida e adipimida.

11. Processo para preparar MXA a partir de um caldo contendo
MXA clarificado, em que X é pelo menos um de NH,", Na* e K*, caracteriza-
do pelo fato de que compreende:

(a) opcionalmente, adicionar pelo menos um de AA, NHs, NH,",
Na"* e K* ao caldo preferivelmente para manter o pH do caldo abaixo de 6;

(b) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que inclui agua
e opcionalmente amodnia, e um residuo liquido que inclui MXA, pelo menos
algum DYA, em que DYA inclui pelo menos um dos DAA, DNaA e DKA, e
pelo menos cerca de 20% em peso agua;

(c) resfriar e/ou evaporar o residuo, € opcionalmente adicionar
um antissolvente aos residuos, para alcangar uma temperatura e composi-
cao suficiente para fazer com que os residuos se separem em uma porg¢ao
liquido contendo DYA e uma porgao sélida contendo MXA, que é substanci-
almente livre de DYA;

(d) separar a porgao sélida da porcao liquida e

(e) recuperar a porgao soélida.

12. Processo de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado
pelo fato de que as primeira e segunda porgoes sélidas sdo substanciaimen-
te livres de acido adipamico, adipamida e adipimida.

13. Processo para preparar adipato de magnésio a partir de um
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caldo de fermentagéao contendo DAA clarificado, caracterizado pelo fato de
que compreende:

(a) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que inclui agua
e amonia, e um residuo liquido que inclui MGA, pelo menos algum DAS e
MgA, e pelo menos cerca de 20% em peso de agua;

(b) resfriar e/ou evaporar os residuos, e opcionalmente adicionar
um antissolvente aos residuos, para alcancar uma temperatura e composi-
¢ao suficiente para fazer com que o residuo se separe em uma porgéo liqui-
da contendo DAA e MgA e uma porcéo soélida contendo MgA que é substan-
cialmente livre de DAA,;

(c) separar a porgao sélida da porgéo liquida e

(d) recuperar a porgao sélida.

14. Processo de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado
pelo fato de que as primeira e segunda porgdes soélidas sdo substancialmen-
te livres de acido adipamico, adipamida e adipimida.

15. Processo para preparar MgA a partir da caldo de fermenta-
¢ao contendo MAA clarificado, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) opcionalmente adicionar pelo menos um de AA, NH3, NH," e
Mg*? ao caldo, dependendo do pH do caldo;

(b) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que compreen-
de agua e opcionalmente amdnia e um residuo liquido que compreende
MgA, pelo menos algum MAA, e pelo menos cerca de 20% em peso de a-
gua;

(c) resfriar e/ou evaporar o residuo, e opcionalmente adicionar
um antissolvente aos residuos, para alcangcar uma temperatura e composi-
¢ao suficiente para fazer com que os residuos se separem em uma porgao
liquida contendo MAA e uma porgao sélida contendo MgA, que é substanci-
almente livre de MAA;

(d) separar a porgao soélida da porgao liquida e

(e) recuperar a porgao sélida.

16. Processo de acordo com a reivindicagéo 15, caracterizado

pelo fato de que as primeira e segunda porgdes sélidas séo substancialmen-
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te livres de acido adipamico, adipamida e adipimida.
17. Invencgéo, caracterizada por quaisquer de suas concretiza-
¢bes ou categorias de reivindicagdo englobadas pela matéria inicialmente

revelada no pedido de patente ou em seus exemplos aqui apresentados.



1/3

Cultura S =-| Bioconservagéo Clarificagao
< 14 N 18 (
12 16 20
¢ 22
26
! 2§ 382 36
Destilagéo =1 Resfriamento w1 Separagio |——m=—
c A
24 ;{o }4
38— \
42 | 38
Prodc:;eslc:, de _\'40

FIG.1




%4 =2}
o o

5

N
o

-—h
o

% em peso de solubilidade de adipato de monoaménio
W
(=]

o

2/3

Solubilidade de adipato de monoamdnio

/‘

EmM

——

Em 30% de DAA /

I o

I 1 1 U 1 ] I 1

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Temperatura °C F I G . 2

50



3/3

" ¢'914

9851 SopligS —
f
8¢l n_ ¢ —

4}} 801

ogdenuacue)  fesp—— oede|iysap / eaijeal
oedesodeny

28

4 £
0 175__ Iz_oNITE_



10

15

i

RESUMO

Patente de Invengdo: "PROCESSOS PARA PRODUZIR ADIPATO DE MO-
NOAMONIO A PARTIR DE CALDOS DE FERMENTAGAO CONTENDO
ADIPATO DE DIAMONIO, ADIPATO DE MONOAMONIO E/OU ACIDO A-
DiPICO, E CONVERSAO DE ADIPATO DE MONOAMONIO EM ACIDO
ADIPICO".

A presente invengao refere-se a um processo para preparar
MAA a partir de um caldo de fermentagao contendo DAA clarificado que in-
clui (a) destilar o caldo para formar uma sobrecarga que inclui agua e amo-
nia, e um residuo liquido que inclui MAA, pelo menos algum DAA, e pelo
menos cerca de 20% em peso agua, (b) resfriar o residuo a uma temperatu-
ra suficiente para fazer com que os residuos se separem em uma por¢cao
liquida contendo DAA em contato com uma porcao solida contendo MAA,
que é substancialmente livre de DAA, (c) separar a porgcao sélida da porgcao

liquida, e (d) recuperar a porgao sélida.
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