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(57) Resumo: PROCESSO PARA A PRODUGAO DE PELO
MENOS UM COMPOSTO ORGANICO. A invengao refere-se a um
método para produzir por fermentagdo pelo menos um composto
organico contendo pelo menos 3 atomos de C ou pelo menos 2
atomos de C e pelo menos 1 atomo de N. O citado método
compreende as etapas de al) uma carga de alimentagdo de amido &
moida com o objetivo de obter um material de moagem que contém
pelo menos uma parte de componentes sélidos contendo n&do-amido
da carga de alimentagdo de amido, 2a) material de moagem é
suspenso em um liquido aquoso e o citado material de moagem
contido no liquido aquoso ¢ liguefeito na presenga de pelo menos uma
enzima que liquefaz amid, uma substancia aquosa que contém
dextrina (1), que contém pelo menos uma parte dos componentes
sélidos contendo ndo-amido da carga de alimentagdo de amido, é
obtida; e b) a substancia aquosa que contém dextrina (1) é usada na
fermentagdo para cultivar um microorganismo que € capaz de
superproduzir 0s compostos organicos; enzimas, que hidrolisam a
dextrina a monossacarideos, sdo ndo adicionadas ou sédo adicionadas
em uma quantidade menor do que 0,001% em peso, em relagdo ao
peso total da carga de alimentagdo de amido usada.
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A presente invengdo refere-se a produgdo fermentativa de
compostos organicos possuindo pelo menos 3 atomos de C ou possuindo pelo
menos 2 atomos de C e pelo menos 1 dtomo de N usando, para cultivar os
microorganismos, um meio contendo dextrina que compreende pelo menos
parte dos constituintes solidos néo-amilaceos da carga de alimentaciio de
amido.

Tais meios liquidos contendo agiicar sdo uma fonte de
nutriente basica para uma multiplicidade de processos fermentativos; 0s
componentes de aglcar que estdo presentes nos meios sio metabolizados
pelos microorganismos empregados, produzindo produtor orgénicos valiosos.
A variedade de metabolitos microbianos assim preparada, i.e. compostos
organicos, compreende por exemplo compostos volateis de peso molecular
baixo tal como etanol, metabélitos ndo-volateis tais como aminoacidos,
vitaminas e carotenéides, e uma multiplicidade de outras substncias.

Dependendo das vérias condigBes de processo, diferentes
cargas de alimentagio de carbono sdo exploradas por tais processos
fermentativos microbianos geralmente conhecidos. Se estendem desde
sacarose pura via beterraba, e melagos de cana-de-agucar que s3o conhecidos
como melagos de teste alto (melagos de cana-de-agiicar invertidos) a glicose
dos hidrolisados de amido. Além disso, 4cido acético e etanol sfo
mencionados como co-substratos que podem ser empregados em uma escala
industrial para a produgdo biotecnoldgica de L-lisina (Pfefferle et al.,
“Biotechnological Manufacture of Lysine”, Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, Vol. 79 (2003), 59-112).

Baseado nas cargas de alimentagfio acima mencionadas, vérios
métodos e procedimentos para a produgdo fermentativa, baseada em agucar,

de metabolitos microbianos estdo estabelecidos. Tomando L-lisina como um
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exemplo, estes sio descritos por exemplo por Pfefferle et al. (loc. cit.) com

relagio ao desenvolvimento de cepa, desenvolvimento de processo e producdo
industrial.

Uma carga de alimentagdo de carbono importante para a
producdo fermentativa mediada por microorganismo de metabolitos
microbianos ¢ amido. O tltimo tem que ser primeiro liquefeito e sacarificado
nas etapas de reagfio precedente antes de ele poder ser explorado como carga
de alimentacfio de carbono em uma fermentagdo. Para este fim, o amido €
normalmente obtido na forma pré-purificada de uma carga de alimentacfo de
amido natural tal como batatas, mandioca, cereais, por exemplo trigo, milho,
cevada, centeio, triticale ou arroz, e subseqilentemente enzimaticamente
liquefeito e sacarificado, depois é empregado na fermentagfo real para
produzir os metabolitos desejados.

Em adi¢fo ao uso de tais cargas de alimentagdio de amido pré-
purificadas, o uso de cargas de alimentag@io de amido ndo-pré-tratadas para a
preparagdo de cargas de alimentagdo de carbono para a produgéo fermentativa
de metabdlitos microbianos também tem sido descrito. Tipicamente, as cargas
de alimentagfio de amido sdo inicialmente cominuidas por moagem. A massa
moida base é entdo submetida & liquefagdo e a sacarificagdio. Visto que esta
massa moida base naturalmente compreende, além de amido, uma série de
constituintes de nfo-amido que podem afetar adversamente a fermentacao,
estes constituintes sio normalmente removidos antes da fermentagdo. A
remogio pode ser efetuada quer diretamente ap6s a moagem (WO 02/077252;
JP 2001-072701; JP 56-169594; CN 1218111), apoés a liquefagdo (WO
02/077252; CN 1173541) quer subseqiientemente & sacarificagdo (CN
1266102; Beukema et al.: “Production of fermentation syrups by enzymatic
hydrolysis of potatoes; potato saccharification to give culture medium”
(Conference Abstract), Symp. Biotechnol. Res. Neth. (1983), 6; NL8302229).

Contudo,todas as variantes envolvem o uso de um hidrolisado de amido
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substancialmente puro na fermentacéo.

Processos mais recentes para a produgfo fermentativa de

compostos organicos compreendem em particular uma purificagdo de cargas

de alimentagio de amido antes da fermentag&o, por exemplo a purificagéo de
solugdes de amido liquefeito e sacarificado (JP 57159500), ou proporcionam
métodos que sio intencionados para tornar possivel a preparagdo de meios de
fermentaco a partir de fontes renovaveis (EP 1205557).

Cargas de alimentacdo de amido nfio processadas, em
contraste, sdo conhecidamente empregadas em grande escala na produgdo
fermentativa de bioetanol. Aqui, as cargas de alimentagdo de amido,
normalmente grdos de cereais integrais, sio primeiro submetidas & moagem
seca, e o constituinte amido da carga de alimentagio de amido €
subsegiientemente hidrolisado usando enzimas. Aqui, a hidrélise pode ser
realizada em batelada, por exemplo em vasos agitados, se ndo continuamente,
por exemplo em cozinhadores de jato. Descrigdes de processos adequados
podem ser encontradas por exemplo em "The Alcohol Textbook - A reference
for the beverage, fuel and industrial alcohol industries”, Jaques et al. (Ed.),
Nottingham Univ. Press 1995, ISBN 1-8977676-735, Chapter 2, pp. 7a 23, e
em McAloon et al., "Determirﬁng the cost of producing ethanol of corn starch
and lignocellulosic feedstocks", NREL/TP-580-28893, National Renewable
Energy Laboratory, October 2000.

Visto que a produgdo fermentativa de bioetanol o produto de
valor & obtido por destilagiio, o uso de cargas de alimentagdo de amido do
processo de moagem seca na forma ndo-pré-purificada ndo constitui um
problema sério. Contudo, quando se usa um método de moagem seca para a
producio de outros metabolitos microbianos, a corrente de sélidos que €
introduzida na fermentagdo via a solugdo de agucar € problematica porque néo
apenas pode ter um efeito adverso sobre a fermentagdo, por exemplo em

relagfio 4 taxa de transferéncia de oxigénio ou o requerimento de oxigénio dos
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microorganismos empregados (cf., neste contexto, Mersmann, A. et al.:
“Selection and Design of Aerobic Bioreactors”, Chem. Eng. Technol. 13
(1990), 357-370), mas também pode complicar consideravelmente o
processamento subseqiente.

Além disso, como um resultado da introducdio de solidos, a
viscosidade da suspensio pode alcangar um valor critico até mesmo quando a
suspensdo contendo amido estiver sendo preparada,como um resultado do
qual por exemplo uma suspensio contendo mais do que 30% em peso de
farinha de milho ndo é mais miscivel em dgua (Industrial Enzymology, i
Ed., T. Godfrey, S. West, 1996). Isto limita a concentra¢éo de glicose em
procedimentos tradicionais. Com relagdo a produgdo fermentativa de
bioetanol, isto n3o é mais relevante até o ponto que concentragdes mais altas
poderiam em qualquer caso ndo serem convertidas em uma maneira sensivel
como um resultado da toxicidade do produto para as leveduras empregadas
para a fermentag@o.

Alimentacgo dos meios contendo agticar de fermentagdo com
uma concentracdo de aclicar baixa é em principio desvantajosa na produgéo
fermentativa de metabolitos organicos diferentes de etanol porque este
procedimento resulta em uma diluigdo desproporcional do licor de
fermentagdo e, como uma conseqiiéncia, a concentracdo final alcangavel dos
produtos de interesse é reduzida que primeiramente resulta em custos
aumentados quando estes produtos sdo obtidos do meio de fermenta¢do o
rendimento de espago-tempo diminui. Estas consideragdes sdo de importéncia
em particular no caso onde um hidrolisado de amido que ¢ produzido para
uma produgdo de bioetanol em volume grande e que tradicionalmente possui
concentracdes baixas de agucar ou de glicose de até aproximadamente 30 ou
33% em peso é intencionado para ser alimentado em parte em uma
fermentagio secundéria de volume menor para a produgdo de outros

compostos quimicos.
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Por outro lado, concentragSes mais altas de monossacarideos b

metabolizaveis no meio de fermentagio podem resultar em inibigdo da
fermentagiio ou do crescimento do microorganismo, ou acarretar mudangas
metabolicas dos microorganismos empregados. em E. coli, por exemplo, uma
concentragdo indevidamente alta de glicose livre resulta na formagdo de
4cidos orgnicos (acetato), enquanto que Saccharomyces cerevisae, por
exemplo, muda para fermentagdo em um tal caso, embora oxigénio suficiente
esteja presente em fermentadores aerados (efeito de Crabtree). Concentragdes
mais altas de monossacarideos metabolizdveis nos meios contendo agicar
alimentados 2 fermentagio podem portanto ter um efeito vantajoso sobre a
fermentagdo durante a fase de alimentagio. O uso de o uso de meios
concentrados mais altos na fase de batelada, i.e. durante a fase de crescimento
dos microorganismos na batelada de fermentagdo, antes de outros agucares
serem alimentados na fermentagéio pela corrente de alimentago, também ¢
problematico visto que muitas cepas requerem concentragdes de glicose de
abaixo de 6% em peso para o seu crescimento.

Devido a estas dificuldades e limitagdes, métodos de moagem
seca como tém sido empregados amplamente para a produgfo de bioetanol
tém até agora permanecido sem importancia econdmica particular na
produgio fermentativa de metabélitos microbianos diferentes de etanol.

Até hoje, tentativas para aplicar o conceito de moagem seca e
as vantagens que existem em principio em conexdo com este método, na
producio em escala industrial de metabdlitos microbianos tém sido apenas
descritas usando mandioca como carga de alimentagfo de amido. Assim, JP
2001/275693 descreve um método para a produgdo fermentativa de
amino4cidos no qual tubérculos de mandioca descascados que tém sido
moidos no estado seco sdo empregados como carga de alimentagio de amido.
E necessario, com o objetivo de realizar o processo, ajustar o tamanho de

particula da massa moida base para < 150 pm. Na etapa de filtragdo que ¢
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especialmente dentre milho, centeio, triticale e grdos de trigo. Em principio, o
processo de acordo com a invengéio também pode ser realizado com cargas de
alimentacdo de amido similares tais como, por exemplo, uma mistura de
vérias sementes ou cereais contendo amido.

Para preparar o liquido contendo dextrina a carga de
alimentagio de amido em questdo é moida em etapa al), com ou sem a adicdo
de liquido, por exemplo 4gua, preferivelmente sem a adigfo de liquido.
Também ¢ possivel combinar moagem seca com uma subseqiiente etapa de
moagem.

Aparelhagens que sdo tipicamente empregadas para moagem
seca sio moinhos de martelo, moinhos de rotor ou moinhos de rolo; aquelas
que sio adequadas para moagem Gimida sdo misturadores de pa, moinhos de
bola agitados, moinhos de circulagdo, moinhos de disco, moinhos de cadmara
anular, moinhos oscilatétios ou moinhos planetarios. Em principio, outros
moinhos sdo também adequados. A quantidade de liquido requerida para
moagem Umida pode ser determinada pelo trabalhador experiente em
experimentos de rotina. E normalmente ajustada em uma tal maneira que o
teor de matéria seca estd dentro da faixa de 10 a 20% em peso.

A moagem acarreta um tamanho de particula que € adequado
para as etapas de processo subseqiientes. Neste contexto, tem se provado
vantajoso quando a massa moida base obtida na etapa de moagem, em
particular a etapa de moagem seca, em etapa al) possui particulas de farinha,
i.e. constituintes particulados, com um tamanho de particula dentro da faixa
de 100 a 630 pm em uma quantidade de 30 a 100% em peso, preferivelmente
40 a 95% em peso e especialmente preferivelmente 50 a 90% em peso.
Preferivelmente, a massa moida base obtida compreende 50% em peso de
particulas de farinha com um tamanho de particula de maior do que 100 pm.

Como uma regra, pelo menos 95% em peso de particulas de farinha moidas
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possuem um tamanho de particula menor do que 2 mm. Neste contexto, o “‘*«/cx)
o
5

tamanho de particula é medido por meio de andlise de peneirag&o usando um

analisador de vibragdo. Em pr1nc1p1o um tamanho de particula pequeno e‘

vantajoso para obter um rendimento de produto alto. Contudo, um tamanho de
particula indevidamente pequeno pode resultar em problemas, em particular
problemas devido & aglomeragfo/formagéo de grumos, quando a massa moida
base é transformada em massa fluida durante liquefagdo ou processamento,
por exemplo durante secagem dos solidos ap6s a etapa de fermentagéo.
Normalmente, farinhas s3o caracterizadas pela taxa de
extragdo ou pelo grau de farinha, cuja correlagdo de um com o outro € tal que
a caracteristica do grau de farinha aumenta com o aumento da taxa de
extragdo. A taxa de extragfo corresponde & quantidade em peso de farinha
obtida baseada em 100 partes em peso de massa moida base empregada.
Embora, durante o processo de moagem, farinha ultra-fina, pura, por exemplo
do interior do grio de cereal, é inicialmente obtida, com moagem adicional,
i.e. com o aumento da taxa de extracdo, a quantidade de teor de casca e fibra
bruta na farinha aumenta e o teor de amido diminui. A taxa de extragdo €
portanto também refletida no que é conhecido como o grau de farinha, que ¢
usado como um niimero para classificar farinhas, em particular farinhas de
cereais, e que é baseado no teor de cinza da farinha (conhecido como escala
de cinza). O grau de farinha ou o numero de tipo indica a quantidade de cinza
(minerais) em mg que é deixada para traz quando 100 g de s6lidos de farinha
sdo incinerados. No caso de farinhas de cereais, um numero de tipo mais alto
significa uma taxa de extragio maior porque o nucleo do grio de cereal
compreende aproximadamente 0,4% em peso de cinza, enquanto que a casca
compreende aproximadamente 5% em peso de cinza. No caso de uma taxa de
extragio menor, as farinhas de cereais portanto consistem predominantemente
do endosperma cominuido, i.e. o teor de amido dos gréos de cereais; no caso

de uma taxa de extra¢io maior, as farinhas de cereais também compreendem a
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camada de aleurona contendo proteina, cominuida dos grios; no caso de
farinha grossa, também compreendem os constituintes do embrido contendo
gordura e contendo proteina e das cascas de sementes, que compreendem
fibra bruta e cinza. Para os propositos da invengfo, farinhas com uma taxa de
extracdo alta, ou um numero de tipo alto, sdo preferidas em principio. Se
cereal é empregado como carga de alimentaco de amido, € preferido que os
grios intactos junto com suas cascas sdo moidas e adicionalmente
processadas, se apropriado apds antes da remogdo mecénica antecipada do
embrido e das cascas.

De acordo com a invengdo, a massa moida base usada
compreende pelo menos algum, preferivelmente pelo menos 20% em peso,

em particular pelo menos 50% em peso, especificamente pelo menos 90% em

peso e muito especificamente pelo menos 99% em peso de constituintes

s6lidos ndo-amilaceos que estdo presentes nos grios de cereais moidos,
correspondendo & taxa de extragfo. Baseado nos constituintes amilaceos da
massa moida base (e portanto na quantidade de aglicar metabolizdvel no meio
contendo dextrina (1)), os constituintes solidos ndo-amilaceos na massa moida
base preferivelmente totalizam pelo menos 10% em peso e em particular pelo
menos 15% em peso, por exemplo de 15 a 75% em peso e especificamente
dentro da faixa de 20 a 60% em peso.

A massa moida base intencionada para liquefacdo em etapa a2)
é misturada de acordo com a inven¢do com um liquido aquoso, por exemplo
4gua fresca, dgua de processo recirculada, por exemplo da fermentagdo
subseqiiente, ou com uma mistura de liquidos. Como uma regra, da
fermentacdio subseqiiente. Como uma regra, uma tal quantidade de carga de
alimentaciio de amido ou massa moida base serd misturada com o liquido
aquoso e liquefeita no Gltimo de modo que a concentragdo de equivalentes de
glicose de pelo menos 40% em peso, baseado no peso total do meio (1), esta

presente no liquido aquoso contendo dextrina (1). O teor de matéria seca no
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total do meio (1).

Para realizar o processo de acordo com a invengfo, o liquido
aquoso usado para suspender a massa moida base solida pode ser pré-
aquecido para uma temperatura moderadamente elevada, por exemplo na
faixa de 40 a 60°C. Contudo, é preferido empregar os liquidos na temperatura
ambiente.

Para realizar a liquefagfo da porgéo de amido da massa moida
base de acordo com a etapa a2), tem se provado vantajoso antes de iniciar a
liquefagdo apenas misturar uma parte da massa moida base inteira com o
liquido aquoso e adicionar o restante da massa moida base mais tarde no
liquido aquoso durante o processo de liquefagdo, quer continuamente quer em
batelada.

A liquefagdo da massa moida base de acordo com a etapa a2)
pode ser efetuada por processos costumeiros com os quais o trabalhador
experiente estd familiarizado, por exemplo pelos métodos descritos em “The
Alcohol Textbook - A reference for the beverage, fuel and industrial alcohol
industries”, que tem sido descrito no inicio, Chapter 2, pp. 7 a 23.

De acordo com a invengdo, o processo de liquefacéio em etapa
a2) é realizado na presenga de pelo menos uma enzima liquefatora de amido.
Para este fim, é possivel, em principio, para empregar todas as enzimas
liquefatoras de amido, em particular o-amilases (classe de enzima EC
3.2.1.1), por exemplo o-amilases que tém sido obtidas de Bacillus
lichenformis ou Bacillus staerothermophilus, especificamente aquelas que sdo
usadas para liquidificar materiais, obtidos pelos métodos de moagem seca,
para os propdsitos de produgdo de bioetanol. As o-amilases que estdo
disponiveis para liquefagéo também estdo comercialmente disponiveis for
liquefagio também estdo comercialmente disponiveis, por exemplo de

Novozymes sob o nome comercial Termamyl 120 L, tipo L; ou de Genencor
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também pode ser empregada para a liquefacio.

Isto d4 um liquido aquoso que compreende a por¢do amilacea
liquefeita da massa moida base, tipicamente dextrinas com, como uma regra,
3 a 18, em particular 6 a 12, unidades de monossacarideo, se apropriado
outros oligossacarideos, se apropriado quantidades pequenas de mono- e/ou
dissacarideos (como uma regra < 30% em peso, freqiientemente < 25% em
peso, < 20% em peso, em particular < 10% em peso, baseado na quantidade
total de mono-, di- e oligossacarideos) e os constituintes néo-amilaceos da
massa moida base empregada, em particular os constituintes solidos néo-
amilaceos da massa moida base empregada para a liquefag@o.

As quantidades de enzima liquefatora de amido e de massa
moida base serfio escolhidas vantajosamente em uma tal maneira que a
viscosidade durante o processo de gelatinizagdo seja suficientemente reduzida
para tornar possivel uma misturago eficiente da suspenséo, por exemplo por
meio de agitacio. A viscosidade da mistura reacional durante o processo de
gelatinizagdio é preferivelmente ndo mais do que 20 Pas, more preferivelmente
no mais do que 15 Pas e mais preferivelmente ndo maior do que 8 Pas. Como
uma regra, a viscosidade € medida usando um Haake viscometer type Roto
Visko RV20 equipado com um Sistema de medi¢éo M5 e uma instrumentagéo
MVDIN, em uma temperatura de 50°C e em uma taxa de cisalhamento
de 2005,

As o-amilases (ou a enzima liquefatora de amido usada)
podem inicialmente serem introduzidas no vaso de reagio se ndo adicionadas
durante a etapa a2). Preferivelmente, uma parte das a-amilases requerida em
etapa a2) ¢ adicionada no comego de etapa a2), ou esta parte € inicialmente
introduzida no reator. A quantidade total de o-amilases estd normalmente
dentro da faixa de 0,002 a 3,0% em peso, preferivelmente de 0,01 a 1,5% em

peso e especialmente preferivelmente de 0,02 a 0,5% em peso, baseado na
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quantidade total de carga de alimentagéo de amido empregada.

A liquefagio pode ser realizada acima ou abaixo da
temperatura de liquefagdo. Preferivelmente, a liquefagdo em etapa a2) ¢
realizada pelo menos em parte acima da temperatura de liquefagéo, ou
temperatura de gelatinizagéo, do amido empregado (conhecido como processo
de cozimento). A temperatura requerida para o amido em questdo ¢ conhecida
pelo trabalhador experiente (veja "The Alcohol Textbook - A reference for the
beverage, fuel and industrial alcohol industries”, que tem sido citado no
inicio, Chapter 2, p. 11) ou pode ser determinada por ele por experimentacdo
rotineira. Como uma regra, a temperatura escolhida estd dentro da faixa de
entre 80 e 165°C, preferivelmente entre 90 e 150°C e especialmente
preferivelmente dentro da faixa de 100 a 140°C, a temperatura, como uma
regra, estando pelo menos 5 K, preferivelmente pelo menos 10 K e
especialmente preferivelmente pelo menos 20 K, por exemplo 10 a 100 K, em
particular 20 a 80 K, acima da temperatura de gelatinizagdo. Nestas
temperaturas, a estrutura granular do amido €é destruida (gelatinizagdo),
tornando possivel a degradagio enzimatica do ultimo.

Para as o-amilases (ou a enzima liquefatora de amido usada)
serem otimamente efetivas, etapa a2) ¢ preferivelmente realizada pelo menos
por algum tempo no pH 6timo da enzima liquefatora, freqiientemente em um
pH na faixa fracamente icida, preferivelmente entre 4,0 e 7,0, more
preferivelmente entre 5,0 e 6,5, 0 ajuste de pH normalmente sendo realizado
antes ou no inicio da etapa a2); é preferido checar e, se apropriado, reajustar
este pH durante um processo de liquefagdo. O pH é preferivelmente ajustado
usando 4cidos minerais diluidos tais como H,SO, ou H;PO4 ou solugdes
aquosas diluidas de metal alcalino tais como NaOH ou KOH.

Em uma modalidade preferida para liquefazer a porgdo
amildcea na massa moida base em etapa a2), pelo menos um pouco da massa

moida base ¢ adicionado continuamente ou em batelada no liquido aquoso.
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Preferivelmente, pelo menos 40% em peso, em particular pelo menosS@%m

adicionados durante o curso de um processo de liquefacdo no reator.
Freqilentemente, a quantidade adicionada n#o ultrapassara 90% em peso, em
particular 85% em peso e especialmente preferivelmente 80% em peso.
Preferivelmente, a por¢do de massa moida base que ¢ adicionada no curso do
processo ¢ alimentada no reator sob condigdes como as que prevalecem
durante uma fase de liquefago. A adigo pode ser efetuada em batelada, i.e.
em porgdes, em varias porgdes, que totaliza preferivelmente em cada caso ndo
mais do que 30% em peso, especialmente preferivelmente ndo mais do que
20% em peso, por exemplo 1 a 30% em peso e em particular 2 a 20% em peso
da quantidade total de massa moida base a ser liquefeita, se ndo
continuamente. Um aspecto essencial desta modalidade € que apenas um
pouco da massa moida base, preferivelmente ndo mais do que 60% em peso,
em particular nfo maior do que 50% em peso e especialmente preferivelmente
nfo mais do que 45% em peso da massa moida base esta presente no reator no
infcio da liquefagiio, enquanto que o restante da massa moida base ¢
adicionado durante uma fase de liquefagéo.

A liquefagdo também pode ser realizada continuamente, por
exemplo em uma cascata de reagdes em multiplas etapas.

Em uma modalidade preferida, etapa a2) do processo de
acordo com a invengdo é realizada em uma tal maneira que uma por¢do
totalizando ndo mais do que 60% em peso, preferivelmente ndo mais do que
50% em peso e especialmente preferivelmente ndo mais do que 45% em peso,
por exemplo 10 a 60% em peso, em particular 15 a 50% em peso, e
especialmente preferivelmente 20 a 45% em peso, baseado na quantidade
total de massa moida base, ¢ inicialmente suspensa no liquido aquoso, ¢ uma
liquefagdo € subseqiientemente realizada.

Em uma modalidade preferida, a adi¢do descontinua ou
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peso e muito especialmente preferivelmente pelo menos 55% em pesf)mé"ﬁbfﬂ
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continua, em particular a adigdo em por¢des, de um pouco da mas‘sa -mojda
base na presenga de pelo menos uma o-amilase € realizada em it tal
maneira que a viscosidade do meio liquido seja ndo maior do que 20 Pas,
preferivelmente nfo mais do que 15 Pas e especialmente preferivelmente ndo
mais do que 8 Pas. Para ajudar no controle da viscosidade, tem se mostrado
vantajosa a adigdo de pelo menos 25% em peso, preferivelmente pelo menos
35% em peso e especialmente preferivelmente pelo menos 50% em peso da
quantidade total de massa moida base adicionada em uma temperatura acima
da temperatura de gelatinizagdo do amido presente na massa moida base.
Além disso, o controle da viscosidade pode ser adicionalmente influenciado
pela adigdo de pelo menos uma enzima liquefatora de amido, preferivelmente
uma o-amilase, efou de pelo menos uma enzima de sacarificagdo,
preferivelmente uma glicoamilase, em por¢des das mesmas.

Para realizar o método de acordo com a invengéo, € possivel
pré-aquecer o liquido aquoso usado para suspender a massa moida base solida
em uma temperatura moderadamente aumentada, por exemplo na faixa de 40
a 60°C. Contudo, ¢ preferido empregar os liquidos na temperatura ambiente.

Entdo, a pelo menos uma enzima liquefatora de amido,
preferivelmente uma o-amilase, é adicionada nesta suspensdo da massa moida
base. Se um pouco da massa moida base é adicionado apenas durante uma
fase de liquefagio, € vantajoso no inicio apenas adicionar um pouco das a-
amilases, por exemplo 10 a 70% em peso, e em particular 20 a 65% em peso,
baseado em todas as o-amilases empregada em etapa a2). A quantidade de o-
amilases adicionada neste ponto no tempo depende da atividade das o-
amilases em questio sob as condi¢Bes de reagdo com relagdo & carga de
alimentacio de amido usada e estd geralmente dentro da faixa de 0,0004 a
2,0% em peso, preferivelmente de 0,001 a 1,0% em peso e especialmente
preferivelmente de 0,02 a 0,3% em peso, baseado na quantidade total da carga

de alimentacdo de amido empregada. Como uma alternativa, as porgdes de o~
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amilases podem ser misturadas com o liquido usado antes da susperi_sigg""ser
preparada.

A quantidade ou porgio de a-amilases empregada ¢€
preferivelmente adicionada na suspensdo antes de o aquecimento para a
temperatura usado para a liquefag8o ter iniciado, em particular na temperatura
ambiente ou temperatura apenas moderadamente aumentada, por exemplo na
faixa de 20 a 30°C.

A suspensdo assim preparada ¢ entdo aquecida,
preferivelmente para uma temperatura acima da temperatura de gelatinizagéo
do amido usado. Como uma regra, uma temperatura dentro da faixa de entre
80 e 165°C, preferivelmente entre 90 e 150°C e especialmente
preferivelmente entre 100 ¢ 140°C & escolhida, a temperatura normalmente
preferivelmente estando pelo menos 5 K, preferivelmente pelo menos 10 K e
especialmente preferivelmente pelo menos 20 K, por exemplo 10 a 100 K, em
particular 20 a 80 K acima da temperatura de gelatinizagdo. Enquanto se
monitora a viscosidade, outras porgdes da carga de alimentag8io de amido, por
exemplo em cada caso 1 a 30% em peso e em particular de 2 a 20% em peso,
baseado em toda a massa moida base empregada, sfio adicionadas se
apropriado gradualmente na suspensdo contendo amido. E preferido neste
caso adicionar a por¢do da massa moida base a ser adicionada no custo da
etapa de liquefagdo pelo menos 2, preferivelmente pelo menos 4 e
especialmente preferivelmente pelo menos 6 fragSes da mistura reacional.
Como uma alternativa, a por¢do da massa moida base que nio tem sido
empregada para preparar a suspensdo pode ser adicionada continuamente
durante a etapa de liquefagdo nesta modalidade. Durante a adi¢do, a
temperatura deve vantajosamente ser mantida acima da temperatura de
gelatiniza¢@io do amido.

Apbs a temperatura desejada ter sido alcangada, ou, se

apropriado, apds toda a farinha tiver sido adicionada, a mistura reacional ¢
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mais, se requerida, na temperatura ajustada acima da temperatura de

gelatinizagdo do amido, i.e. cozida. Entdo, como uma regra, a mlstura
reacional é esfriada para uma temperatura um pouco menor, mas
preferivelmente acima da temperatura de gelatinizag8o, por exemplo a 70 a
90°C. Depois, se apropriado, uma outra por¢do de a-amilases, preferivelmente
a porgio maior, ¢ adicionada. Neste caso, a quantidade de o-amilases
adicionada neste ponto no tempo &, dependendo da atividade sob as condigBes
de reagio das a-amilases usadas, preferivelmente de 0,002 a 2,0% em peso,
especialmente preferivelmente de 0,01 a 1,0% em peso e muito especialmente
preferivelmente de 0,02 a 0,4% em peso, baseado na quantidade total da carga
de alimentagdo de amido empregada.

Para totalmente degradar o amido em dextrinas, a mistura
reacional é mantida na temperatura ajustada, ou, se apropriado,
adicionalmente aquecido, até que a detecgfo de amido por meio de iodo ou, se
apropriado, outro teste para detectar amido for negativo ou pelo menos
essencialmente negativo. Se apropriado, uma ou mais outras por¢des de a-
amilases, por exemplo na faixa de 0,001 a 0,5% em peso e preferivelmente de
0,002 a 0,2% em peso, baseado na quantidade total da carga de alimentagéo
de amido empregada, podem ser agora adicionadas na mistura reacional.

Alternativamente, é possivel, para liquefazer a porgdo de
amido, primeiro aquecer a suspensio aquosa compreendendo a massa moida
base para uma temperatura acima da temperatura de gelatinizagdo do amido
presente na carga de alimentago de amido ou na massa moida base por meio
da introdu¢do de vapor. Tipicamente, a suspensdo serd aquecida em uma
temperatura que estd pelo menos 10 K e em particular pelo menos 20 K, por
exemplo 10 a 100 K, em particular 20 a 80 K, acima da temperatura de
gelatinizagio em questdo. Em particular, a suspensdo € aquecida para

temperaturas dentro da faixa de 90 a 150°C, especificamente dentro da faixa
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de 100 a 140°C.

O vapor empregado para aquecer a suspensdo € tipicamente
vapor superaquecido com uma temperatura de pelo menos 105°C, em
particular pelo menos 110°C, por exemplo 110 a 210°C. O vapor ¢é
preferivelmente introduzido na suspensdo em uma pressao superatmosférica.
Conseqiientemente, o vapor preferivelmente possui uma pressdo de pelo
menos 150 kPa, por exemplo 150 a 1.600 kPa, em particular 200 a 1,200 kPa.

Como uma regra, vapor ¢ introduzido na suspenséo em uma tal
maneira que o vapor é introduzido na suspenséo na pressao superatmosférica,
preferivelmente na pressdo superatmosférica de 100 a 1.000 ou 1.100 kPa, em
particular 150 a 500 kPa, preferivelmente em velocidade alta. O resultado da
introdugdo do vapor é que a suspensdo ¢ instantaneamente aquecida para
temperaturas de acima de 90°C, isto é temperaturas acima da temperatura de
gelatinizacéo.

Aquecimento com vapor é preferivelmente realizado em um
dispositivo de operagdo continua que ¢ carregado com a suspensdo
continuamente em uma pressdo de alimentagdo especifica que € o resultado da
viscosidade da suspensio, da vazdo de alimentagdo e da geometria do
dispositivo e que, na zona de carregamento de suspensdo, € carregada com
vapor quente via um bocal ajustivel em pressdo elevada baseada na pressao
de alimentaggo. Alimentagdo do vapor em pressdo elevada significa que ndo
apenas a suspensdo aquecida, mas também energia mecénica € introduzida no
sistema, € esta energia mecanica promove uma cominui¢do adicional das
particulas de massa moida base, produz um fornecimento de energia
particularmente uniforme, e assim produz gelatinizagfo especialmente
uniforme das particulas de amido granular na massa moida base. Estes
dispositivos tipicamente possuem uma geometria tubular. O vapor ¢
preferivelmente alimentado ao longo do eixo longitudinal do dispositivo

tubular. Como uma regra, a suspensdo € fornecida em um édngulo de pelo
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possui uma geometria conica que se afila na direcdo de fluxo do vapi?r: A
agulha, ou uma lamina vertente que estd arranjada sobre um bastio
longitudinalmente deslocavel, esté arranjado dentro deste bocal. Agulha, ou
JAmina vertente, junto com o cone do bocal, formal uma abertura. Pelo
deslocamento da agulha, ou do bastfio, longitudinalmente, o tamanho da
abertura, e portanto a drea de segdo transversal da porta do bocal pode ser
ajustada em uma maneira simples , pelo qual a velocidade na qual vapor €
fornecido pode ser controlada em uma maneira simples.

Estes dispositivos também sfo tipicamente equipados com um
tubo de misturagio para dentro do qual a suspensdo & transportada apos o
vapor ter sido fornecido € no qual a suspensdo deixa o dispositivo. Este tubo
de misturacdo estd normalmente arranjado ao longo do fornecimento de vapor
e perpendicular a alimentagdo. O tubo de misturagdo e o bocal juntos
tipicamente formam uma abertura através da qual a suspensio é transportada.
Como um resultado desta abertura, forgas cisalhantes adicionais atuam sobre
a suspensdo durante O processo de transporte e assim aumentam o
fornecimento de energia mecanica para a suspenso. O tubo de misturagdo
pode ser arranjado em uma tal maneira que € longitudinalmente deslocavel.
Deslocamento do tubo de misturagdo é um modo simples de ajustar o
tamanho da abertura e assim a queda de pressdo no dispositivo.

Tais dispositivos sdo conhecidos da técnica anterior sob o
nome cozinhador de jato comercial, por exemplo o dispositivo que ¢ mostrado
em "The Alcohol Textbook", Chapter 2, loc. cit., Figure 13, € comercialmente
disponivel, por exemplo sob o nome comercial HYDROHEATER® de Hydro
Thermal Corp. Waukesha WI, USA.

Quando a reagdo ¢ realizada continuamente, a suspensdo
tratada com vapor €, como uma regra, subsegiientemente transferida para

dentro de uma zona de pos-reagdo com o proposito de continuar a

¥

el
menos 45° ou em um angulo reto. O bocal de édrea ajustavel tipicamente
e e,
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dextrinas. '
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Para estabilizar as enzimas empregadas, a concentragfo de
fons Ca™" pode, se apropriado, ser ajustada para um valor 6timo especifico
para enzima, por exemplo usando CaCl,. Valores de concentragdo adequados
podem ser determinados pelo trabalhador experiente em experimentos de
rotina. Se, por exemplo Termamy! é empregada como o-amilases, é vantajoso
ajustar a concentragdo de Ca® para, por exemplo, 10 a 100 ppm,
preferiveimente 20 a 80 ppm e especialmente preferivelmente
aproximadamente 30 a 70 ppm no meio liquido, a unidade ppm estando
baseada em peso e significando g/1.000 kg.

Para totalmente degradar o amido em dextrinas, a mistura
reacional é mantida na temperatura ajustada até que a deteccio de amido por
meio de iodo ou, se apropriado, outro teste para detectar amido for negativo
ou pelo menos essencialmente negativo. Se apropriado, uma ou mais outras
porgdes de a-amilases, por exemplo na faixa de 0,001 a 0,5% em peso e
preferivelmente de 0,002 a 0,2% em peso, baseado na quantidade total da
carga de alimentagio de amido empregada, podem ser agora adicionadas na
mistura reacional.

Visto que, como uma regra, massa moida base que
compreende essencialmente todos ou virtualmente todos os constituintes da
carga de alimentagio de amido ou, além do amido, também uma porgéo dos
constituintes s6lidos ndo-amildceos é empregada para a preparagdo do liquido
contendo dextrina (1) (i.e. os constituintes s6lidos ndo-amiléceos da carga de
alimentagio de amido ndo sdo totalmente removidos), o liquido contendo
dextrina (1) obtido também compreende um pouco dos ou todos os
constituintes sélidos nfo-amildceos da carga de alimentagdo de amido. Isto
freqiientemente acarreta a introdugdo de uma quantidade de fitato, por
exemplo de cereal, cuja quantidade ndo é omitida. Para evitar o efeito

inibitério que assim resulta, é vantajoso adicionar, em etapa a2), pelo menos
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60% em peso, e, como uma regra, ndo ultrapassara 80% em peso, in cacfa?gasg” =

baseado no peso total do meio (1).

Os equivalentes de glicose presentes no liquido contendo
dextrina (1) estdo essencialmente presentes na forma de oligossacarideos, em
particular dextrinas. O constituinte principal destes oligossacarideos, ou
dextrinas, & tipicamente glicose, sendo também possivel que o meio
compreenda quantidades pequenas de mono- e/ou dissacarideos e
oligossacarideos consistindo de outras unidades de monossacarideo. Os
constituintes contendo acticar no meio contendo dextrina (1), i.e. os mono-,
di- e oligossacarideos, tipicamente compreendem pelo menos 70% em peso,
freqilentemente pelo menos 75% em peso, em particular pelo menos 80% em
peso, especificamente pelo menos 90% em peso de oligossacarideos, em
particular dextrinas, i.e. os mono- e dissacarideos totalizam menos do que
30% em peso, freqlientemente menos do que 25% em peso, em particular
menos do que 20% em peso e especificamente menos do que 10% em peso.

A glicose que estd presente na forma livre ou ligada
normalmente totaliza dentro da faixa de 50 a 99% em peso, em particular de
75 a 97% em peso e especificamente de 80 a 95% em peso dos equivalentes
de glicose do meio (1), baseado na quantidade total de equivalentes de
glicose.

O liquido aquoso contendo dextrina (1) que tem sido obtido
em etapa a2) ¢ usado de acordo com a inveng#o em etapa b) para a produgdo
fermentativa do composto orginico desejado. Para este fim, o liquido
contendo dextrina (1) é alimentado em uma fermentagdo, onde it serves para
cultivar os microorganismos empregada na fermentagdo. O composto
organico em questdo is aqui obtido como um metabélito microbiano volatil ou
ndo-volatil.

Como uma regra, o liquido contendo dextrina (1) resultante &

empregado diretamente em uma fermentagio de acordo com a etapa b), sem
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um tanque de sacarificagdo separado. Como uma regra, o liquido contéf;,‘_p

dextrina (1) serd esfriado para a temperatura de fermentaggo, nonnalmen‘fé' '
dentro da faixa de 32 a 37°C, antes de ser alimentado para dentro da
fermentag@o.

 Antes da fermentagdo, o liquido aquoso contendo dextrina (1)
pode, se apropriado, ser esterilizado, os microorganismos sendo normalmente
destruidos por processos quimicos ou térmicos. Por exemplo, o liquido
aquoso contendo dextrina (1) é aquecido por temperaturas de normalmente
acima de 80°C para este propdsito. A destruigdo, ou lise, das células pode
ocorrer diretamente antes da fermentagdo. Para este fim, todo o liquido
contendo dextrina (1) é submetido & etapa de destrui¢do ou lise. Esta pode ser
realizada térmica, mecanica ou quimicamente. Contudo, para os propésitos do
processo de acordo com a invengéo, ndo tem se mostrado necessério preceder
a fermentagdio por uma etapa de esterilizagdo como aqui descrito; em vez
disso, tem se provado vantajoso ndo realizar uma tal etapa de esterilizagéo.
Consegiientemente, uma modalidade preferida da invengéo refere-se a um
processo no qual o meio (1) que é obtido em etapa a2) é diretamente
alimentado para dentro da fermentagfo, i.e antes de ser previamente
esterilizado.

Durante a fermentagdo, a metabolizagdo das dextrinas ocorre
de acordo com a invengdo essencialmente sem a adigdo de enzimas de
sacarificacio. Aqui, as dextrinas sdo metabolizadas pelo microorganismo,
provavelmente apés terem sido hidrolisadas pelas enzimas de sacarificagdo
inerentes da cepa, por exemplo glicoamilases inerentes da cepa. Os
constituintes de amido liquefeitos s3o provavelmente sacarificados em
paralelo com a metabolizagdo do agiicar, em particular do monossacarideo
glicose, pelos microorganismos.

Em uma modalidade preferida, o microorganismo empregado

para a fermentagdo é portanto selecionado dentre microorganismos que
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expressam, ou produzem, enzimas que hidrolisam dextrir‘in‘z‘fs: a
monossacarideos, em particular dentre aqueles que produzem, ou expresséiﬁ;
glicoamilases. Tais microorganismos s3o conhecidos pelo trabalhador
experiente ou podem ser determinados por experimentos rotineiros, por
exemplo por métodos de selegdo, por exemplo por uma selegio de
glicoamilase, por exemplo pelo crescimento do microorganismo em um teste

de frasco agitado seguido pelo ensaio da atividade enzimaitica para
glicoamilase, ou pela selegdo com o auxilio dos iniciadores/sondas usando os
métodos de selegio descritos na sess3o de exemplos, e via pesquisas de banco

de dados em banco de dados de enzimas tais como:

- Brenda [Schomburg ., Chang A., Hofimann O., Ebeling C., Ehrentreich
F., Schomburg D. BRENDA: a resource for enzyme data and
metabolic information. Trends Biochem Sci. 2002 Jan;27(1):54-6.],

- Swissprot [Boeckmann B., Bairoch A., Apweiler R., Blatter M.-C.,,
Estreicher A., Gasteiger E., Martin M.J., Michoud K., O'Donovan
C., Phan 1., Pilbout S., Schneider M. The SWISS-PROT protein
knowledgebase and its supplement TrEMBL in 2003 Nucleic
Acidos Res. 31:365-370(2003)],

- ERGO-WIT [Overbeek R, Larsen N, Walunas T, D'Souza M, Pusch G,
Selkov E Jr, Liolios K, Joukov V, Kaznadzey D, Anderson I,
Bhattacharyya A, Burd H, Gardner W, Hanke P, Kapatral V,
Mikhailova N, Vasieva O, Osterman A, Vonstein V, Fonstein M,
Ivanova N, Kyrpides N. The ERGO(TM) genome analysis and
discovery system. Nucleic Acidos Res 2003 Jan 1;31(1): 164-71;
Overbeek R, Larsen N, Pusch GD, D'Souza M, Selkov E I,
Kyrpides N, Fonstein M, Maltsev N, Selkov E. WIT: integrated
system for high-throughput genome sequence analysis and
metabolic reconstruction. Nucleic Acidos Research, 2000; Vol. 28,

No.1: 123-125],
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Enzimas server at URL: http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/; Coutinho,
PM. & Henrissat, B. (1999) Carbohydrate-active enzimas: an

integrated database approach. Em "Recent Advances in
Carbohydrate Bioengineering”", H.J. Gilbert, G. Davies, B.
Henrissat and B. Svensson eds., The Royal Society of Chemistry,
Cambridge, pp. 3-12] and

- PIR [Cathy H. Wu, Lai-Su L. Yeh, Hongzhan Huang, Leslie Arminski,
Jorge Castro-Alvear, Yongxing Chen, Zhang-Zhi Hu, Robert S.
Ledley, Panagiotis Kourtesis, Baris E. Suzek, C. R. Vinayaka, Jian
Zhang, and Winona C. Barker. The Protein Information Resource.
Nucleic Acidos Research, 31: 345-347, 2003.]

seguindo o método descrito na sessdo de exemplos.

Exemplos de microorganismos adequados com atividade de
glicoamilase séo:

Agrobacterium tumefaciens, Arxula adeninivorans, Ashbya
gossypii, Aspergillus awamori, Aspergillus candidus, Aspergillus foetidus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus kawachi, Aspergillus nidulans, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Aspergillus saitoi,
Aspergillus  shirousami, Aspergillus terreus, Athelia rolfsii, Bacillus
circulans, Bacillus stearothermophilus, Beta vulgaris, Bradyrhizobium
Jjaponicum, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia fungorum, Burkholderia
pseudomallei, Candida albicans, Candida antarctica, Candida glabrata,
Candida tsukubaensis, Caulobacter crescentus, Cephalosporium charticola,
Cephalosporium  eichhorniae  Ceratocystis  paradoxa, ~ Chaetomium
thermophilum, — Chlorobium  tepidum, — Chromobacterium  violaceum,
Cladosporium  resinae, Clostridium sp., Clostridium  thermocellum,
Clostridium thermosaccharolyticum, Coniophora puteana, Corticium rolfsi,

Corynebacterium glutamicum, Cryptococcus neoformans, Debaryomyces
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hansenii, Debaryomyces occidentalis, Emericella nidulans, Endomyge‘sa.;sg,,,_r__":'
Endomycopsis fibuligera, Fusarium venenatum, Haloarcula maris;};ortui,
Hormoconis resinae, Humicola grisea, Humicola lanuginosa, Hypocrea lixii,
Kluyveromyces lactis, Lentinula edodes, Lipomyces kononenkoae,
Magnaporthe grisea, Mesorhizobium loti, Methanocaldococcus jannaschi,
Methanococcus jannaschii, Methanococcus maripaludis, Methanosarcina
acetivorans, Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazei, Monascus
rubiginosus, Monascus sp., Mucor rouxianus, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium  leprae,  Mycobacterium  marinum,  Mycobacterium
tuberculosis, Myrothecium sp., Neurospora crassa, Nostoc punctiforme,
Oryza sativa, Paecilomyces variotii, Penaeus japonicus, Penicillium
chrysogenum, Penicillium oxalicum, Picrophilus torridus, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae, Ralstonia
eutropha,  Ralstonia  metallidurans, ~ Rana  japonica,  Rhizobium
leguminosarum, Rhizopus delemar, Rhizopus javanicus, Rhizopus niveus,
Rhizopus oryzae, Rhizopus sp., Rhodococcus sp., Rhodopseudomonas
palustris, Rhodospirillum rubrum, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
diastaticus, Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomycopsis fibuligera,
Schizosaccharomyces pombe, Schwanniomyces occidentalis, Shewanella
oneidensis, Sphingomonas aromaticivorans, Streptomyces coelicolor,
Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus solfataricus, Talaromyces emersonii,
Termitomyces clypeatus, Thermoactinomyces vulgaris, Thermoanaerobacter
tengcongensis, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum,
Thermoascus crustaceus, Thermomyces lanuginosus, Thermoproteus tenax,
Thielavia terrestris, Trichoderma reesei e Trichosporon adeninovorans.

Se os microorganismos empregados na fermentagfo expressam
glicoamilases intrinsecas de cepa, o pH do meio de fermentagdo pode ser
ajustado para um valor na faixa de atividade 6tima para glicoamilase, por

exemplo para um valor dentro da faixa de entre 3,5 ¢ 6,0. O pH sera
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freqlientemente ajustado para um valor 6timo para a fermentacdio que pode

estar fora da faixa acima mencionada, por exemplo na faixa de 6,0 a 8,0. Isto
pode ser inteiramente vantajoso para a fermentagéo a despeito da atividade
limitada de numerosas glicoamilases nesta faixa de pH se néo requerido como
um resultado das condi¢des de fermentagfo a serem ajustadas, que séo para
serem adaptadas em particular ao microorganismo em questdo. A faixa de pH
que é 6tima para a fermentagdo pode ser determinada pelo trabalhador
experiente por experimentos rotineiros.

Para obter um grau alto de conversdo das dextrinas
introduzidas no meio de fermentagdo via o meio (1), o meio de fermentagio
serd normalmente mantido na temperatura ajustada durante um periodo de,
por exemplo, 2 a 72 horas ou, se apropriado, mais Jongo, por exemplo de 2 a
96 horas, em particular de 5 a 48 horas. Os monossacarideos obtidos das
dextrinas por hidrélise, em particular glicose, sdo tipicamente metabolizados
muito rapidamente pelos microorganismos de modo que, como uma regra,
nfo podem ser detectadas concentragSes maiores de monossacarideo ou de
glicose.

A fermentacio pode ser realizada na maneira costumeira
conhecida pelo trabalhador experiente. Para este fim, o microorganismo
desejado respectivo serd, como uma regra, cultivado no meio liquido obtido
pelo método aqui descrito.

O processo de fermentagdo pode ser realizado quer como uma
operagio em batelada quer como uma operagdo em batelada alimentada
(incluindo batelada alimentada com colheita intermedidria), a operagdo em
batelada alimentada sendo preferida.

Por exemplo, o meio (1) que tem sido obtido pelo processo de
acordo com a inveng#o, se apropriado junto com uma carga de alimentagéo de
aclicar convencional, i.e. mono-, di- e/ou oligossacarideos metabolizaveis ou

media compreendendo mono-, di- e/ou oligossacarideos metabolizaveis, se
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apropriado ap6s diluigdo com agua e adigo de constituintes de ‘mejo-

convencionais tais como as tampdes, sais nutrientes, carga de alimentagﬁo de
nitrogénio tal como sulfato de amonio, uréia, e semelhantes, componentes de
meio nutrientes complexos compreendendo aminoécidos, tais como extratos
de levedo, peptonas, CSL e semelhantes, podem ser inoculados com o
microorganismo desejado e o Gltimo pode ser multiplicado sob condi¢des de
fermentagdo até que a concentragio de microorganismo alcance o estado
estaciondrio que é desejado para a fermentagdio. Aqui, as dextrinas presentes
no meio de fermentagdo sio metabolizadas e o metabolito desejado € formado
(também conhecida como operagdo em batelada ou fase em batelada).

Quando se realiza uma operagdo em batelada alimentada, o
meio (1) é adicionado continuamente ou em batelada no meio de fermentagio
ap6s a fase em batelada, por exemplo quando a concentragdo de agucar total
tem caido para abaixo de um nivel especificado.

Uma modalidade tipica do processo de acordo com a invengéo
¢ a operagdo em batelada alimentada, que compreende as seguintes etapas de:

b1) cultivar, em um meio de fermentagio aquoso (2), 0 microorganismo
que é capaz de superproduzir o composto orgénico; e

b2) adicionar o meio contendo dextrina (1), se apropriado junto com uma
carga de alimentagdo de aglicar convencional, no meio de
fermentago (2), no qual as dextrinas presentes no meio (1) s&o
metabolizadas pelos microorganismos que superproduz o composto
organico, se apropriado apds ter sido previamente sacarificado.

Em etapa bl), por exemplo, um meio tradicional contendo
aglicar, normalmente a solugdo de glicose, ou um meio liquido (1) de acordo
com a invengdo, ou uma mistura de (1) com uma carga de alimenta¢do de
aglicar convencional, pode ser primeiro trazido para uma concentragdo de
agticar adequada por diluigdo com um liquido aquoso, em particular 4gua, e 0s

componentes do meio convencionalmente usados para propdsitos de
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fermentagdo tais como tampdes, sais nutrientes, cargas de alimentaééo
nitrogenadas tais como sulfato de aménio, uréia e semelhantes, constituintes
de meio nutriente complexo compreendendo aminoacidos, tais como extratos
de levedo, peptonas, CSL e semelhantes sdo adicionados. Aqui, a razdo entre
a quantidade de sugar e liquido sera, como uma regra, preferivelmente
selecionada em um tal modo que a concentragdo total de monossacarideo no
meio de fermentacio (2) é menor do que 6% em peso, por exemplo na faixa
de > 0 a 5% em peso, calculada como equivalentes de glicose e baseado no
peso total do meio de fermentagdo (2). O meio de batelada contendo agucar
assim preparado €é inoculado com o microorganismo desejado, e o
microorganismo ¢ multiplicado no meio de batelada (meio de fermentag&o
(2)) sob condigdes de fermentagdo até que a concentragio de microorganismo
alcance um estado estacionério que ¢ desejado para a fermentag¢o. Durante
este processo, o aglicar proporcionado com o meio de fermentagdo (2) é
metabolizado e o metabdlito desejado é formado.

Na fase em batelada alimentada subseqiiente, o processo de
fermentagBo é mantido pela adig8o do meio contendo dextrina (1) no meio de
fermentagio (2), e o metabdlito que é superproduzido pelo microorganismo se
acumula no licor de fermentagdo, sendo possivel a ocorréncia do acimulo na
forma intracelular se ndo extracelular. A razio em volume de meio (1)
adicionado para o meio de batelada proporcionado, que compreende o
microorganismos (meio de fermentagfo (2)) estd geralmente dentro da faixa
de aproximadamente 1:10 a 10:1, por exemplo na faixa de 1:5a5:1 eem
particular dentro da faixa de 1:1 a 5:1. A concentragdo de aglcar no meio de
fermentacdo (2) pode ser controlada em particular via a vazdo de alimentagdo
de meio (1). Como uma regra, a vazdo de alimentagdo sera ajustada em uma
tal maneira que a concentragdo de aglicar total, i.e. o total de oligossacarideos
e monossacarideos, ndo ultrapassard um valor de 30% em peso, em particular

20% em peso. A concentragdo de monossacarideo no licor de fermentagdo is
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referivelmente dentro da faixa de > 0% em peso a aproximadamente 5% 'em
p p p

.

peso e é em particular ndo maior do que 3% em peso.

Em uma modalidade preferida, o meio de fermentagdo (2) em
etapa bl) (i.e. aqui o meio de batelada) compreende essencialmente o meio
contendo dextrina (1), os microorganismos que sdo capazes de superproduzir
o composto organico, componentes de meio tais como tampdes, sais
nutrientes, cargas de alimentagfo nitrogenadas tais como sulfato de aménio,
uréia e semelhantes, componentes de meio nutrientes complexos
compreendendo aminoécidos, tais como extratos de levedo, peptonas, CSL e
semelhantes e, se apropriado, dgua para diluigdo. Para este fim, um meio
contendo dextrina (1) serd, se apropriado, diluido para o teor de dextrina
desejado, por exemplo na faixa de 15 a 30% em peso, calculada como
equivalentes de glicose e baseado no peso total do meio contendo dextrina
(1), e seré usado diretamente para compor o meio de fermentagdo (2) (meio de
batelada).

O teor de dextrina do meio contendo dextrina de acordo com a
etapa b2) que é empregado para manter a fermentagdo € normalmente maior,
por exemplo nas faixas acima mencionadas, com o objetivo de minimizar a
dilui¢io do meio de fermentagdo (2).

Preferivelmente, serd seguido um procedimento no qual um
meio contendo dextrina (1) com um teor de dextrina mais alto, por exemplo
com um teor de pelo menos 30% em peso, especificamente pelo menos 40%
em peso e muito especificamente pelo menos 50% em peso, calculada como
equivalentes de glicose e baseado no peso total do meio contendo dextrina
(1), é preparado. Este meio (1) é entdo usado primeiramente como descrito em
etapa bl) para compor o meio de batelada, (meio de fermentacdo (2)), apds
diluicio com 4gua e, secundariamente, como descrito em etapa b2) for adigdo
no meio de fermentacéo (2).

Com o uso do meio contendo dextrina (1), é possivel produzir,
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por intermédio de fermentagdo, metabolitos microbianos voldteis e ndds.. .-

voléteis, em particular nfo-voléteis possuindo pelo menos 3 dtomos de C ou
possuindo pelo menos 2 dtomos de C e 1 atomo de N.

Neste contexto, produtos nfo-volateis sdo entendidos com o
significado daqueles compostos que ndo podem  ser recuperados por
destilagio do licor de fermentagdo sem sofrerem degradagdo. Como uma
regra, estes compostos possuem um ponto de ebuli¢do acima do ponto de
ebulicio da 4gua, freqiientemente acima de 150°C e em particular acima de
200°C sob pressio atmosférica. Como uma regra, sdo compostos que estao no
estado s6lido sob condigdes padrio (298 K, 101,3 kPa).

Contudo, também ¢ possivel empregar o meio aquoso
contendo dextrina (1) em uma fermentagdo para a producdo de metabolicos
microbianos no-volateis que, sob pressio atmosférica, possuem um ponto de
ebuligéo abaixo do ponto de ebuligdo da dgua e/ou uma consisténcia oleosa.

O termo metabdlitos microbianos ndo-volateis compreende em
particular acidos mono-, di- e tricarboxilicos organicos que preferivelmente
possuem 3 a 10 atomos de carbono e que, se apropriado, possuem m ou mais,
por exemplo 1, 2, 3 ou 4, grupos hidroxila ligados neles, por exemplo 4cido
tartdrico, 4cido itacdnico, acido succinico, éacido propidnico, acido latico,
4cido 3-hidréxi-propiénico, dcido fumdrico, 4cido maleico, acido 2,5-furano-
dicarboxilico, 4cido glutarico, lacido levilico, acido glicdnico, acido aconitico
e 4cido diamino-pimélico, 4cido citrico; aminodcidos proteinogénicos e néo-
proteinogénicos, por exemplo lisina, glutamato, metionina, fenilalanina, acido
aspértico, triptofano e treonina; bases purina e pirimidina; nucleosideos e
nucleotideos, por exemplo nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e
adenosina-5’-monofosfato (AMP); lipideos; 4cidos graxos saturados e
insaturados possuindo preferivelmente 10 a 22 atomos de carbono, por
exemplo 4cido y-linolénico, 4cido di-homo-y-linolénico, cido araquiddnico,

acido eicosapentaendico e 4cido docosahexaendico;  diois possuindo
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preferivelmente 3 a 8 4tomos de carbono, por exemplo propatiodiol..e_(7 ©

butanodiol; alcoois poliidricos (também referidos como de valor superior)
possuindo 3 ou mais, por exemplo 3, 4, 5 ou 6, Grupos OH, por exemplo
glicerol, sorbitol, manitol, xilitol e arabinitol; alcoois de cadeia longa
(também referidos como de cadeia mais longa) possuindo pelo menos 4
dtomos de carbono, por exemplo 4 a 22 atomos de carbono, por exemplo
butanol; carboidratos, por exemplo acido hialurdnico e trealose; compostos
arométicos, por exemplo aminas aromaticas, vanilina e indigo; vitaminas e
provitaminas, por exemplo 4cido ascérbico, vitamina Be, vitamina By, e
riboflavina, cofatores e os que sdo conhecidos como nutracéuticos; proteinas,
por exemplo enzimas tais como amilases, pectinases, celulases 4cidas,
hibridas ou neutras, esterases tais como lipases, pancreases, proteases,
xilanases e Oxido-redutases tais como lacase, catalase e peroxidase,
glicanases, fitases; carotendides, por exemplo liconeno, [-caroteno,
astaxantina, zeaxantina e cantaxantina; cetonas possuindo preferivelmente 3 a
10 4tomos de carbono e, se apropriado, 1 ou mais grupos hidroxila, por
exemplo acetona e acetoina; lactonas, por exemplo y-butirolactona,
ciclodextrinas, biopolimeros, por exemplo poli(hidroxi-acetato), poliésteres,
por exemplo polilactideo, polissacarideos, poliisoprenéides, poliamidas; e
precursores e derivados dos compostos acima mencionados. Outros
compostos que sdo adequados como metabolitos microbianos ndo-volateis sdo
descritos por Gutcho em Chemicals by Fermentation, Noyes Data Corporation
(1973), ISBN: 0818805086.

O termo “cofator” compreende compostos ndo-proteiniceos
que sdo requeridos para a ocorréncia de uma atividade de enzima normal.
Estes compostos podem ser orginicos ou inorganicos; preferivelmente, as
moléculas de cofator da invengdo sdo organicas. Exemplos de tais moléculas
s30 NAD e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP); o precursor

destes cofatores € niacina.
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O termo “nutracéutico” compreende aditivos de alimento que
promovem satide em plantas e animais, em particular humanos. Exemplos de
tais moléculas sdo vitaminas, antioxidantes e certos lipideos, por exemplo
acidos organicos poliinsaturados.

Os metabdlitos produzidos sdo selecionados em particular
dentre enzimas, aminoécidos, vitaminas, dissacarideos, é4cidos mono- e
dicarboxilicos aliféticos possuindo 3 a 10 4tomos de C, acidos hidroxi-
carboxilicos alifaticos possuindo 3 a 10 4tomos de C, cetonas possuindo 3 a
10 atomos de C, éalcoois possuindo 4 a 10 atomos de C e alcanodiois
possuindo 3 a 10 e em particular 3 a 8 4tomos de C.

Esta claro que o trabalhador experiente que os compostos
assim produzidos fermentativamente sdo obtidos em cada caso na forma
enanciomérica produzida pelos microorganismos ~empregados  (se
enanci6meros diferentes existirem). Assim, como uma regra, o respectivo L-
enanciémero ¢ obtido por exemplo no caso de aminoécidos.

Os microorganismos empregados na fermentacdo dependem
em uma maneira per se conhecida dos metabélitos microbianos em questdo,
como especificado em detalhe aqui abaixo. Podem ser de origem natural ou
geneticamente modificados. Exemplos de microorganismos adequados e de

processos de fermentago séo aqueles dados em Tabela A aqui abaixo:

Tabela A:
Substincia Microorganismo Referéncia
Acido tartarico Lactobacilli, (por | Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
exemplo 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
Lactobacillus Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
delbrueckii)
Acido itacOnico Aspergillus  terreus, | Jakubowska, em Smith e Pateman (Eds.), Genetics

Aspergillus itaconicus | and Physiology of Aspergillus, London: Academic
Press 1977; Miall, em Rose (Ed.), Economic
Microbiology, Vol. 2, pp. 47 -119, London:
Academic Press 1978; US 3044941 (1962).

Acido succinico Actinobacillus sp. | Int. J. Syst. Bacteriol. 26, 498 —504 (1976); EP

1307, 249773 (1987), Inventores: Lemme e Datta; US
Anaerobiospirillum 5504004 (1996), Inventores: Guettler, Jain e Soni;
succiniproducens, Arch. Microbiol. 167, 332 =342 (1997); Guettler
Actinobacillus MV, Rumler D, Jain MK., “Actinobacillus

succinogenes, E. coli | succinogenes sp. nov., a novel succinic-acid-
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Substincia Microorganismo Referéncia
producing strain of the bovine rumen”. Int J Syst
Bacteriol. 1999 Jan; 49 Pt 1:207-16; US5723322,
US5573931, US5521075, W099/06532,
US5869301, US5770435
Acido hidréxi- | Lactobacillus ROMPP Online Version 2.2
propibnico delbriickii, L
leichmannii ou
Sporolactobacillus
inulinus
Acido propiénico | Propionibacterium, Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
por  exemplo P.| 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
arabinosum, P. | Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
schermanii, P.
Sfreudenreichii,
Clostridium
propionicum,
Acido diamino- | Corynebacterium Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
pimélico glutamicum 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
Acido citrico Aspergillus niger, | Crit. Rev. Biotechnol. 3, 331-373 (1986); Food
Aspergillus wentii Biotechnol. 7,221-234 (1993); 10, 13-27 (1996).
Acido aconitico Aspergillus niger, | Crit. Rev. Biotechnol. 3, 331 -373 (1986); Food
Aspergillus wentii Biotechnol. 7, 221-234 (1993); 10, 13-27 (1996).;
Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
1980 e 1993-1595;
Acido mélico Aspergilli, por | US 3063910

exemplo  Aspergillus
flavus, A. niger, A

oryzae,
Corynebacterium
Acido glicénico Aspergilli, por | Gutcho, Chemicals by Fermentation, Noyes Data
exemplo 4. niger Corporation (1973),
Acido butirico Clostridium (por | Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,

exemplo Clostridium
acetobutlyicum,  C.

| butyricum)

1980 e 1993-1995;

Acido latico

Lactobacillus ~ por
exemplo L. delbriickii,
L. leichmannii,

Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
1980 e 1993-1995;

Lisina Corynebacterium Tkeda, M.: Amino Acid Production Process

glutamicum (2003), Adv. Biochem. Engin/Biotechnol 79, 1-35.

Glutamato Corynebacterium Ikeda, M.: Amino Acid Production Process

glutamicum (2003), Adv. Biochem. Engin/Biotechnol 79, 1-35.

Metionina Corynebacterium Tkeda, M.: Amino Acid Production Process

glutamicum (2003), Adv. Biochem. Engin/Biotechnol 79, 1-35.

Fenilalanina Corynebacterium Trends Biotechnol. 3, 64 —68 (1985); J. Ferment.
glutamicum, E.coli Bioeng. 70, 253-260 (1990).

Treonina E. coli Ikeda, M.: Amino Acid Production Process

(2003), Adv. Biochem. Engin/Biotechnol 79, 1-35.

Acido aspartico E. coli Ikeda, M.: Amino Acid Production Process

(2003), Adv. Biochem. Engin/Biotechnol 79, 1-35
e referénca citadas no mesmo, Gutcho, Chemicals
by Fermentation, Noyes Data Corporation (1973)
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Substincia Microorganismo Referéncia
Bases purina e | Bacillus subtilis Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
pirimidina 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
Nicotinamida Bacillus subtilis Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
adenina 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
dinucleotideo Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
(NAD)
Adenosina-5’- Bacillus subtilis Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
monofosfato 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
(AMP) Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
4cido y-linolénico | Mucor, Mortiella, | Gill, I, Rao, V.: Polyunsaturated acidos graxos,
Aspergillus spp. part 1: occurence, biological activities and
applications (1997). Trends in Biotechnology 15
(10), 401-409; Zhu, H.: Utilization of Rice Brain
by Pythium irregulare for Lipid Production.
Master Thesis Lousiana State  University,
31.10,2002 (URN etd-1111102-205855).
Dihomo-acido  y- | Mortiella, Gill, L, Rao, V.: Polyunsaturated 4cidos graxos,
linolénico Conidiobolus, part 1: occurence, biological activities and
Saprolegnia spp. applications (1997). Trends in Biotechnology 15
(10), 401-409; Zhu, H.: Utilization of Rice Brain
by Pythium irregulare for Lipid Production.
Master Thesis Lousiana State University,
31.10,2002 (URN etd-1111102-205855).
Acido araquidénico | Mortiella, ~ Phytium | Gill, 1, Rao, V.: Polyunsaturated acidos graxos,
spp- part 1: occurence, biological activities and
applications (1997). Trends in Biotechnology 15
(10), 401-409; Zhu, H.: Utilization of Rice Brain
by Pythium irregulare for Lipid Production.
Master Thesis Lousiana State University,
‘ 31.10,2002 (URN etd-1111102-205855).
Acido Mortiella,  Phytium | Gill, L, Rao, V.. Polyunsaturated acidos graxos,
eicosapentaendico | spp., part 1: occurence, biological activities and
Rhodopseudomonas, | applications (1997). Trends in Biotechnology 15
Shewanella spp. (10), 401-409; Zhu, H.: Utilization of Rice Brain
by Pythium irregulare for Lipid Production.
Master Thesis Lousiana State University,
31.10,2002 (URN etd-1111102-205853).
Acido Thraustochytrium, Gill, I, Rao, V.: Polyunsaturated acidos graxos,
docosahexaendico | Entomophthora spp., | part 1: occurence, biological activities and
Rhodopseudomonas, | applications (1997). Trends in Biotechnology 15
Shewanella spp. (10), 401-409; Zhu, H.: Utilization of Rice Brain
by Pythium irregulare for Lipid Production.
Master Thesis Lousiana State University,
31.10,2002 (URN etd-1111102-205855).
Propanodiol E. coli DE 3924423, US 440379, WO 9635799, US
5164309
Butanodiol Enterobacter Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
aerogenes, Bacillus | 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
subtilis,  Klebsiella | Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
oxytoca H.G. SCHLEGEL and H.-W. JANNASCH, 1981;

Afschar et al.: Mikrobielle Produktion von 2,3-
Butandiol [Microbial production of  2,3-

butanediol. CIT 64 (6), 2004, 570-571
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Substéincia Microorganismo Referéncia s R
Butanol Clostridium (eg | Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
Clostridium 1980 e 1993-1995; Guicho, Chemicals B[S
acetobutylicum,  C. | Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
propionicum)
Glicerol Yeast, Saccharo- | Gutcho, Chemicals by Fermentation, Noyes Data
myces rouxii Corporation (1973),
Manitol Aspergillus  candida, | Gutcho, Chemicals by Fermentation, Noyes Data
Torulopsis  mannito- | Corporation (1973),
faciens
Arabitol Saccharomyces Gutcho, Chemicals by Fermentation, Noyes Data
rouxii, S.  mellis, | Corporation (1973),
Sclerotium
glucanicum,  Pichia
ohmeri
Xilitol Saccharomyces Gutcho, Chemicals by Fermentation, Noyes Data
cerevisiae Corporation (1973),
Acido hialurdnico | Streptococcus sp. Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
1980 ¢ 1993-1995;
Trealose Brevibacterium, TP 05099974, JP 06311891, FR 2671099, EP
Corynebacterium, 0555540, JP 3053791, Miyazaki, J.-1., Miyagawa,
Microbacterium, K.-I., Sugiyama, Y.: Threalose Accumulation by
Arthrobacter  spp., | Basidiomycotinous Yeast, Filobasidium
Pleurotus genus, | floriforme.  Journal ~of Fermentation —and
Filobasidium Bioengineering 81, (1996) 4, 315-319.
Sfloriforme
Acido ascérbico Gluconobacter ROMPP Online Version 2.2
melanogenes
Vitamina By, Propionibacterium Chem. Ber. 1994, 923 -927; ROMPP Online
spp.,  Pseudomonas | Version 2.2
‘ denitrificans
Riboflavina Bacillus subtilis, | WO 01/011052, DE 19840709, WO 98/29539, EP
Ashbya gossypii 1186664; Fujioka, K.: “New biotechnology for
riboflavin (vitamin B2) and character of this
riboflavin”. Fragrance Journal (2003), 31(3), 44-
48.
Vitamina B Rhizobium tropici, R. | EP0765939
meliloti
Enzimas Aspergilli (por | Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
exemplo  Aspergillus | 1980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
niger A. oryzae), | Fermentation, Noyes Data Corporation (1973),
Trichoderma, E.coli,
Hansenula ou Pichia
(por exemplo Pichia
pastorius),  Bacillus
(por exemplo Bacillus
licheniformis B.
subtilis) and many
outros
Zeaxantina Dunaliella salina Jin et al (2003) Biotech.Bioeng,. 81:115--124
Cantaxantina Brevibacterium Nelis et al (1991) J Appl Bacteriol 70:181-191
Liconeno Blakeslea  trispora, | WO 03/056028, EP 01/201762, WO 01/12832,
Candida utilis WO 00/77234, Miura et al (1998) Appl Environ

Microbiol 64:1226-1229




40 ‘ ? % é

Substancia Microorganismo Referéncia
B-caroteno Blakeslea  trispora, | Kim S., Seo W., Park Y., Enhanced productlon of
Candida utilis beta-carotene of Blakeslea trispora com Spari’20,
Biotechnology Letters, Vol 19, Na 6, 1997, 561-
562; Mantouridou F., Roukas T.: Effect of the
aeration rate and agitation speed on beta-carotene
production and morphology of Blakeslea trispora
in a stirred tank reactor: mathematical modelling,
Biochemical Engineering Journal 10 (2002), 123-
135; WO 93/20183; WO 98/03480, Miura et al
(1998) Appl Environ Microbiol 64:1226-1229
Astaxantina Phaffia  rhodozyma; | US 5,599,711; WO 91/02060, Miura et al (1998)
Candida utilis Appl Environ Microbiol 64:1226-1229
Polihidroxi- Escherchia coli, | S. Y. Lee, Plastic Bacteria, Progress and prospects
alcanoatos, Alcaligenes latus, and | for polyhydroxyalkanoate production in bacteria,
poliésteres many outros Tibtech, Vol. 14, (1996), pp. 431-438,
Steinbiichel, ~ 2003; Steinbiichel (Ed.),
Biopolimeros, 1st ed, 2003, Wiley-VCH,
: Weinheim e referénca citadas no mesmo
Polissacarideos Leuconostoc Rehm, H.-J.: Biotechnology, Weinheim, VCH,
mesenteroides, L 11980 e 1993-1995; Gutcho, Chemicals by
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Em modalidades preferidas da invengdo, o composto orgé%ico
TR

etz

que tem sido selecionado dentre 4cidos mono-, di- ¢ tricarboxﬂiéé},,qu
M=

¢

opcionalmente possuem grupos hidroxila ligados neles e que possuem 3210
stomos de C, dentre aminoacidos proteinogénicos e nio-proteinogénicos,
bases purina, bases pirimidina; nucleosideos, nucleotideos, lipideos; acidos
graxos saturados e insaturados; di6is possuindo 4 a 10 tomos de C, alcoois
poliidricos possuindo 3 ou mais grupos hidroxila, dlcoois de cadeia longa
possuindo pelo menos 4 dtomos de C, carboidratos, compostos arométicos,
vitaminas, provitaminas, cofatores, nutracéuticos, proteinas, carotendides,
cetonas possuindo 3 a 10 édtomos de C, lactonas, biopolimeros e
ciclodextrinas.

Uma primeira modalidade preferida da inveng8o refere-se ao
uso do meio liquido compreendendo agticar que pode ser obtido de acordo
com a invenc3o em uma produgdo fermentativa de enzimas tais como fitases,
xilanases ou glicanases.

Uma segunda modalidade preferida da invengéo refere-se ao
uso do meio liquido compreendendo agucar que pode ser obtido de acordo
com a invengfo em uma produgdo fermentativa de aminoacidos tais como
lisina, metionina, treonina and glutamato.

Uma outra modalidade preferida da invengéo refere-se ao uso
do meio liquido compreendendo aglicar que pode ser obtido de acordo com a
invencdo em uma producdo fermentativa de vitaminas tal como acido
pantoténico e riboflavina, e seus precursores e derivados.

Uma forma de realizagfo especialmente preferida de uma
invengo se refere a produgdo fermentativa de

- 4cidos mono-, di- e tricarboxilico, em particular 4cidos mono-, di- e
tricarboxilicos alifaticos possuindo 3 a 10 4tomos de C, tais como
4cido propidnico, acido fumérico, 4cido succinico, 4cido itaconico,

4cido citrico e acido dimetil-malonico,

e RN
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tal como 4cido latico e 3-acido hidroxi-propionico;

_ 4&lcoois de cadeia longa como mencionado acima de, em particular
alcoois possuindo 4 a 10 atomos de C, tal como butanol;

- diéis como mencionado acima de, em particular alcanodiois
possuindo 3 a 10 e em particular 3 a 8, dtomos de C, tal como
propanodiol;

- cetonas como mencionado acima de, em particular cetonas
possuindo 3 a 10 atomos de C, tal como acetona; €

. carboidratos como mencionado acima de, em particular
dissacarideos tal como trealose.

Em uma outra modalidade especialmente preferida, o
metabdlito produzido pelos microorganismos na fermentacdo sdo
poli(hidroxi-alcanoatos) tais como poli(3-hidréxi-butirato) e copoliésteres
com outros acidos hidréxi-carboxilicos organicos tais como 4cido 3-hidréxi-
valérico, acido 4-hidréxi-butirico e outros que séo descritos em Steinbiichel
(loc. cit.), incluindo por exemplo acidos hidréxi-carboxilicos de cadeia longa
(também referidos como de cadeia mais longa) tais como é4cido 3-hidréxi-
octandico, 4cido 3-hidréxi-decandico e 4cido 3-hidréxi-tetradecandico, ¢
misturas destes. Para realizar a fermentagdo, condigdes e procedimentos
analogos como tém sido descritos para outras cargas de alimentagfio de
carbono, por exemplo em S.Y. Lee, “Plastic Bacteria Progress and prospects
for polyhydroxyalkanoate production in bacteria”, Tibtech, Vol. 14, (1996),
pp. 431-438, podem ser empregados.

Em uma modalidade preferida, os microorganismos que s&o
empregados na fermentagdo sdo  portanto selecionados  dentre
microorganismos naturais ou recombinantes que superproduzem pelo menos
um dos seguintes metabélitos:

. enzimas tais como fitase, xilanase ou glicanase, em particular fitase;
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- aminodcidos tais como lisina, treonina ou metionina, em particulaf |
lisina e metionina;

- vitaminas tais como 4cido pantoténico e riboflavina; e seus
precursores e/ou derivados;

- dissacarideos tal como trealose;

_ 4cidos mono-, di- e tricarboxilicos alifaticos possuindo 3 a 10
tomos de C, tais como 4cido propidnico, &cido fumdrico, acido
succinico, acido itaconico, cido citrico e 4cido dimetil-maldnico;

- poli(hidréxi-alcanoatos) tais como poli(3-hidréxi-butirato) ¢
copoliésteres de acido 3-hidréxi-butirico;

- 4cidos hidréxi-carboxilicos alifaticos possuindo 3 a 10 4tomos de C
tal como 4cido latico e 3-acido hidrdxi-propionico;

- cetonas possuindo 3 a 10 dtomos de C tal como acetona;

- 4lcoois possuindo 4 a 10 4tomos de C tal como butanol; e

- alcanodiéis possuindo 3 a 8 dtomos de C tal como propanodiol.

Microorganismos adequados sdo normalmente selecionados
dentre os géneros Corynebacterium, Bacillus, Ashbya, Escherichia,
Aspergillus, Alcaligenes, Actinobacillus, Anaerobiospirillum, Lactobacillus,
Propionibacterium, Rhizopus e Clostridium, em particular dentre cepas de
Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis, Ashbya gossypii, Escherichia
coli, Aspergillus niger ou Alcaligenes latus, Anaerobiospirillum
succiniproducens, Actinobacillus succinogenes, Lactobacillus delbriickii,
Lactobacillus leichmannii, Propionibacterium arabinosum,
Propionibacterium  schermanii,  Propionibacterium freudenreichii,
Clostridium  propionicum, ~ Clostridium  formicoaceticum, Clostridium
acetobutylicum, Rhizopus arrhizus € Rhizopus oryzae.

Em uma modalidade preferida, o microorganismo empregado
na fermentagdo é uma cepa do género Corynebacterium, em particular uma

cepa de Corynebacterium glutamicum. Em particular, ¢ uma cepa do género
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Corynebacterium, especificamente de Corynebacterium glutamicum, que
superproduz um aminoacido, especificamente lisina, metionina ou glutamato.

Em uma outra modalidade preferida, o microorganismo
empregado na fermentagdo é uma cepa do género Escherichia, em particular
uma cepa de Escherichia coli. Em particular, ¢ uma cepa do género
Escherichia, especificamente de Escherichia coli, que superproduz um
aminoacido, especificamente lisina, metionina ou treonina.

Em uma modalidade preferida especifica, o metabdlito
produzido pelos microorganismos na fermentagdo € lisina. Para realizar a
fermentagfio, condigdes e procedimentos andlogos como tém sido descritos
para outras cargas de alimentagfo de carbono, por exemplo em Pfefferle et al.,
loc. cit. e US 3.708.395, podem ser empregados. Em principio, ambos os
modos de operagfio continua e descontinua (em batelada ou em batelada
alimentada) sio adequados, com o modo de operagdo em batelada alimentada
sendo preferido.

Em uma outra modalidade especialmente preferida, o
metabdlito produzido pelos microorganismos na fermentagdo € metionina.
Para realizar a fermentagdio, condigBes e procedimentos andlogos como tém
sido descritos para outras cargas de alimentagdo de carbono, por exemplo em
WO 03/087386 ¢ WO 03/1.00072, podem ser empregados.

Em uma outra modalidade especialmente preferida, o
metab6lito produzido pelos microorganismos na fermentagdo € écido
pantoténico. Para realizar a fermentag&o, condigdes e procedimentos analogos
como tém sido descritos para outras cargas de alimentagfo de carbono, por
exemplo em WO 01/021772, podem ser empregados.

Em uma outra modalidade especialmente preferida, o
metabdlito produzido pelos microorganismos na fermentagéo é riboflavina.
Para realizar a fermentagdo, condigdes e procedimentos analogos como tém

sido descritos para outras cargas de alimentagdo de carbono, por exemplo em
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WO 01/011052, DE 19840709, WO 98/29539, EP 1.186.664 ¢ Fujioka; K
“New biotechnology for riboflavin (vitamin B2) and character of this
riboflavin”. Fragrance Journal (2003), 31(3), 44-48, podem ser empregados.

Em uma outra modalidade especialmente preferida, o
metabélito produzido pelos microorganismos na fermentagdo ¢ écido
fumérico. Para realizar a fermentagio, condi¢des e procedimentos andlogos
como tém sido descritos para outras cargas de alimentagdo de carbono, por
exemplo em Rhodes et al, “Production of Fumaric Acid in 20-L Fermentors”,
Applied Microbiology, 1962, 10 (1), 9-15, podem ser empregados.

Em uma outra modalidade especialmente preferida, o
metabolito produzido pelos microorganismos na fermentagdo ¢ acido
succinico. Para realizar a fermentagfo, condigBes e procedimentos analogos
como tém sido descritos para outras cargas de alimentagdo de carbono, por
exemplo em Int. J. Syst. Bacteriol. 26, 498 —504 (1976); EP 249773 (1987), to
Lemme & Datta; US 5504004 (1996), de Guettler, Jain & Soni; Arch.
Microbiol. 167, 332 -342 (1997); Guettler MV, Rumler D, Jain MK.,
«Actinobacillus succinogenes sp. nov., a novel succinic-acid-producing strain
of the bovine rumen”. Int J Syst Bacteriol. 1999 Jan;49 Pt 1:207-16; US
5,723,322, US 5,573,931, US 5,521,075, W099/06532, US 5,869.301 ou US
5.770.435, podem ser empregados.

Em uma outra modalidade especialmente preferida, o
metabélito produzido pelos microorganismos na fermentagdo ¢ uma fitase.
Para realizar a fermentagdo, condiges e procedimentos andlogos como tém
sido descritos para outras cargas de alimentagdo de carbono, por exemplo em
WO 98/55599, podem ser empregados.

A fermentacfio gera um licor de fermentagdo que, em adigdo
20 metabolito microbiano desejado, essencialmente compreende a biomassa
produzida durante a fermentagdo, os constituintes ndo-metabolizados da

solugio de amido liquidificado e, em particular, os constituintes sélidos néo-
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amildceos da carga de alimentagdo de amido tais como, por exemplo, ﬁbréis' e
aglcares nio utilizados, e também tampdo e sais nutrientes néo utilizadosi':No
presente pedido, este meio liquido também ¢ referido como licor de
fermentacdo, o termo licor de fermentagfio também compreende o meio
contendo dextrina (1) adicionado no qual os aglcares presentes tém sido
apenas submetidos & conversdo parcial ou incompleta, i.e. no qual uma
metabolizagdo microbiana parcial ou incompleta dos agtcares utilizaveis (por
exemplo mono- e dissacarideos) tem ocorrido.

Antes do isolamento ou da deplegdo de um metabdlito
microbiano ou antes da remocfio dos constituintes volateis do licor de
fermentagfio, uma etapa de esterilizagdo ¢, se, apropriada, realizada na
maneira descrita acima.

Uma modalidade especifica (I) da invengdo refere-se a um
processo no qual pelo menos um metabolito microbiano € exaurido ou isolado
do licor de fermentagfio. A maior parte dos constituintes volateis do licor de
fermentacfio é subseqilentemente removida, produzindo uma composigéo de
proteina sélida ou semi-sélida. Uma descrigdo mais detalhada para realizar
um tal processo, e da composi¢do de proteina obtida, ¢ tema de WO
2005/116228 (PCT/EP2005/005728) da companhia requerente, a qual se faz
referéncia com relagdo a outros detalhes.

O isolamento ou deplegdo dos metabolitos do licor de
fermentagio é normalmente realizado em um tal modo que pelo menos um
metabolito é exaurido ou isolado do licor de fermentac@o de modo que o teor
deste metabdlito no licor de fermentagdo que permanece ndo seja maior do
que 20% em peso, em particular nfo maior do que 10% em peso,
especificamente ndo maior do que 5% em peso e muito especificamente néo
maior do que 2,5% em peso, em cada caso baseado no peso total do licor de
fermentagéo restante.

Compostos de quimica fina (i.e. o metabélito microbiano)
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solidos do licor de fermentagdo. Esta pode ser realizada quer antes quer
depois do isolamento do produto de valor. Métodos convencionalmente
usados na técnica que também compreendem etapas para a limpeza grosseira
e a purificacdo fina dos produtos de valor e para a formulagfo sdo conhecidos
tanto para o isolamento dos produtos de valor quanto para a remogdo de
solidos , i.e. separagdo de fases sélida-liquida (por exemplo descrita em
Belter, P.A, “Bioseparations: Downstream Processing for Biotechnology”,
John Wiley & Sons (1988), e “Ullmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry”, 5™ ed. em CD-ROM CD-ROM, Wiley-VCH).

Para isolar o produto de valor, um procedimento pode ser
vantajosamente seguido no qual os constituintes sélidos sdo primeiro
removidos do licor de fermentacdo, por exemplo por meio de centrifugagfo
ou filtragéo, e o produto de valor é subseqiientemente isolado da fase liquida,
por exemplo por cristalizagdo, precipitagio, adsorgdo ou destilagdo. Como
uma alternativa, o produto de valor também pode ser isolado diretamente do
licor de fermentagéo, por exemplo pelo uso de métodos extrativos ou métodos
cromatograficos. Um método cromatografico que tem que ser mencionado em
particular é cromatografia de troca idnica, onde o produto de valor pode ser
isolado seletivamente na coluna de cromatografia. Neste caso, a remogfo dos
solidos do licor de fermentagdo que permanece ¢ vantajosamente realizada
por exemplo por decantagfo, evaporagdo e/ou secagem.

No caso de compostos oleosos ou volateis, é, como uma regra,
necessario monitorar as temperaturas maximas durante processamento, em
particular durante secagem.- Estes compostos também podem ser
vantajosamente preparados por formulagdo delas na forma pseudo-sdlida
sobre adsorventes. Adsorventes que sfo adequados para este propdsito sdo

detalhados por exemplo em WO 2005/116228 (PCT/EP2005/005728) da
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companhia requerente. Exemplos de compostos que podem ser

vantajosamente preparados nesta maneira sdo acido y-linolénico, acido di-
homo-y-linolénico, 4cido araquidénico, 4cido eicosapentaendico e dcido
docosahexaendico, ademais 4cido propibnico, acido latico, propanodiol,
butanol e acetona. Estes compostos na formulaco pseudo-solida também sdo
entendidos como sendo, para os propositos da presente invengdo, metabolitos
microbianos ndo-volateis na forma sélida.

Uma outra modalidade especifica (IT) refere-se a um processo
no qual os constituintes volateis do licor de fermentag&o sdo substancialmente
removidos, sem isolamento ou deple¢do prévia de um metabélito microbiano
ndo-volatil, e, se apropriado, sem isolamento dos constituintes solidos
previamente removidos, produzindo uma formulaggo sélida de um metabdlito
microbiano nfo-volatil. Uma descri¢do mais detathada para realizar um tal
processo pode ser encontrada em PCT/EP2006/066057 (o pedido de patente
inicial DE 102005042541,0) da companhia requetente.

"Substancialmente” significa que, uma vez tendo sido
removidos os constituintes volateis, um residuo sélido ou pelo menos semi-
sélido permanece o qual pode ser, se apropriado, convertido em um produto
solido pela adigdo de solidos. Como uma regra, isto significa a remog&o dos
constituintes volateis decrescentemente para um teor de umidade residual de
ndo maior do que 30% em peso, freqiientemente néo maior do que 20% em
peso e em particular nfio maior do que 15% em peso. Como uma regra, oS
constituintes volateis do licor de fermentagdo vantajosamente serdo
removidos do licor de fermentagdo descendentemente para um teor de
umidade residual dentro da faixa de 0,2 a 30% em peso, preferivelmente 1 a
20% em peso, especialmente preferivelmente 2 a 15% em peso e muito
especialmente preferivelmente 5 a 15% em peso, baseado no peso total dos
constituintes sélidos determinado apds secagem. O teor de umidade residual

pode ser determinado por métodos convencionais com os quais o trabalhador
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experiente estd familiarizado, por exemplo, por meio de termogra\;i‘fnetﬁ';"
(Hemminger et al., “Methoden der thermischen Analyse” [Métodos de |
Analise Térmica], Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, 1989).

Obtengo de metabolito(s) ndo-volatil(eis) na forma sélida do
licor de fermentagdo pode ser efetuada em uma, duas ou mais etapas, em
i)articular em procedimentos de uma ou duas etapas. Como uma regra, pelo
menos um etapa, em particular a etapa final, para obter o metabolito na forma
sélida compreenderd uma etapa de secagem.

No procedimento de uma etapa, os constituintes volateis do
licor de fermentagdo serfo removidos, se apropriado apés a remogdo
preliminar acima mencionada, até que o teor de umidade residual desejado
seja alcangado.

No procedimento de duas ou multi-etapas, o licor de
fermentagdo primeiro serd concentrado, por exemplo por filtragdo
(microfiltragdo, ultrafiltragdo) ou termicamente por evaporagdo de uma parte
dos constituintes volateis. A quantidade de constituintes volateis que ¢é
removida nesta etapa totaliza, como uma regra, a 10 a 80% em peso e em
particular 20 a 70% em peso, baseado no peso total dos constituintes volateis
do licor de fermentagdo. Em uma ou mais etapas subseqiientes, os
constituintes volateis restantes do licor de fermentagéo sdo removidos até que
o teor de umidade residual desejado tenha sido alcangado.

De acordo com esta modalidade (II), os constituintes volateis
sdo essencialmente removidos do meio liquido sem deplegdo prévia ou
realmente isolamento do produto de valor. Como uma conseqiiéncia, quando
se removem os constituintes volateis do licor de fermentagdo, o metabdlito
ndo-volatil essencialmente ndo é removido junto com os constituintes volateis
do meio liquido, mas permanece no residuo resultante junto com pelo menos
uma parte, normalmente com a maior parte dos e em particular com todos os

outros constituintes solidos do licor de fermentag@o. Conseqiientemente,
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contudo, também €& possivel remover quantidades - preferivelmente g{g%'ezé?‘ﬂ
- do metabdlito microbiano ndo-volatil desejado, como uma regra néo %’@1‘5 do
que 20% em peso, por exemplo 0,1 a 20% em peso, preferivelmente ndo ma1s
do que 10, em particular ndo mais do que 5% em peso, especialmente
preferivelmente nfio mais do que 2,5% em peso e muito especialmente
preferivelmente nfio mais do que 1% em peso, baseado no peso seco total do
metabdlito, junto com os constituintes volateis do licor de fermentagdo
quando se removem estes constituintes. Em uma modalidade muito
especialmente preferida, o metabolito microbiano ndo-volatil desejado
permanece em pelo menos 90% em peso, em particular pelo menos 95% em
peso, especificamente 99% em peso e muito especificamente
aproximadamente 100% em peso, em cada caso baseado no peso seco total do
metabdlito, como sélido em mistura com a porgéo dos constituintes solidos do
meio de fermentagdio que tem sido obtido apds a remogéo dos constituintes
volateis, ou com todos os constituintes sélidos do meio de fermentagdo.

Se desejado, uma porgéo, por exemplo 5 a 80% em peso e em
particular 30 a 70% em peso, dos constituintes s6lidos ndo-amilaceos pode ser
separada do licor de fermentag8o, por exemplo por meio de centrifugago ou
filtracfio, antes de os constituintes volateis serem removidos. Se apropriado,
uma tal separagdo preliminar serd realizada com o objetivo de remover
particulas sdlidas mais grossas que ndo compreendem ou compreendem
apenas quantidades pequenas de, metabélito microbiano ndo-volatil. Esta
filtragdo preliminar pode ser realizada usando métodos convencionais que séo
conhecidos pelo trabalhador experiente, por exemplo usando peneiras grossas,
redes, placas perfuradas ou semelhantes. Se apropriado, particulas solidas
grossas também podem ser separadas em um separador de forga centrifuga. O
equipamento aqui empregado, tal como decantadores, centrifugas,
semidecantadores e separadores também sdo conhecidos pelo trabalhador

experiente. Nesta maneira, um residuo sélido ou semi-sélido, por exemplo
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ndo-volateis, geralmente sélidos, ndo-amildceos da carga de alimentagdo de

amido ou pelo menos grandes por¢des do mesmo, freqilentemente pelo menos
90% em peso ou todos os constituintes solidos ndo-amiléceos.

As propriedades dos metabdélitos secos, que estd presente junto
com os constituintes sdlidos da fermentag¢éo, podem ser formuladas em uma
maneira per se conhecida especificamente com relagdo a variedade de
pardmetros tais como teor de substancia ativa, tamanho de particula, forma de
particula, tendéncia a empoar, higroscopicidade, estabilidade, em particular
estabilidade de armazenagem, cor, odor, comportamento de fluidez, tendéncia
para aglomerar, carga eletrostatica, sensibilidade 4 luz e as temperaturas,
estabilidade mecénica e redispersibilidade, pela adicdo de auxiliares de
formulagdo tais como veiculo e materiais de revestimento, aglutinantes e
outros aditivos.

Os auxiliares de formulagdo que sdo convencionalmente
usados incluem, por exemplo, aglutinantes, materiais veiculo, adjuvantes de
fluxo / de polvilhagdo, ademais pigmentos de cor, biocidas, dispersantes,
antiespumantes, reguladores de viscosidade, acidos, alcalis, antioxidantes,
estabilizadores de enzima, inibidores de enzima, absorbatos, gorduras, 4cidos
graxos, Oleos ou misturas destes. Tais auxiliares de formulagdo s&o
vantajosamente empregados como auxiliares de secagem em particular
quando se usam métodos de secagem e formulagdo tais como secagem por
pulverizagdo, secagem em leito fluidizado e secagem por congelamento.
Outros detalhes sdo encontrados em PCT/EP2006/066057 (pedido inicial DE
102005042541,0).

A quantidade dos aditivos acima mencionados e, se
apropriados, outros aditivos tais como materiais de revestimento pode variar
grandemente, dependendo dos requerimentos especificos do metabolito em

questdo e das propriedades dos aditivos empregados e pode estar por exemplo
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na faixa de 0,1 a 80% em peso e em particular dentro da faixade 1 a 30%em
peso, em cada caso baseado no peso total da mistura de produto ou substancid .
em sua forma formulada acabada.

A adigdo de auxiliares de formulagdo pode ser efetuada antes
do, durante o ou apds o processamento do licor de fermentagdo (também
referido como design de s6lidos ou formulagfo de produto), em particular
durante secagem. Uma adi¢do de auxiliares de formulacdo antes do
processamento do licor de fermentagéio ou do metabdlito pode ser vantajosa
em particular para melhorar a processabilidade das substdncias ou dos
produtos a serem processados. Os auxiliares de formulagdo podem ser
adicionados no metabdlito obtido na forma sélida se ndo em uma solugéo ou
suspensdo compreendendo o metabdlito, por exemplo diretamente no licor de
fermentagdo ap6s a fermentagdo ter sido completada ou em uma solugéo ou
suspensdo obtida durante o processamento ou antes da etapa de secagem final.

Assim, por exemplo, os auxiliares podem ser misturados com
uma suspensdo do metabélito microbiano; uma tal suspensio também pode
ser aplicada em um material veiculo, por exemplo por pulverizagdo sobre ou
misturagio em. A adi¢do de auxiliares de formulagdo durante secagem pode
ser de importincia por exemplo quando uma solugdo ou suspensio
compreendendo o metabdlito estiver sendo pulverizada. Uma adi¢do de
auxiliares de formulago ¢ efetuada em particular apés secagem, por exemplo
quando se aplicam camadas de revestimento / revestimentos nas particulas
secas. Outros auxiliares podem ser adicionados no produto tanto apds a
secagem quanto apos uma etapa de revestimento opcional.

Remogdo dos constituintes volateis do licor de fermentagio €
efetuada em uma maneira per se conhecida por métodos costumeiros para
separagdio de fases sélidas de fases liquidas, incluindo métodos de filtragdo e
métodos de evaporagdo de constituintes volateis das fases liquidas. Tais

métodos, que também podem compreender etapas para limpeza grosseira dos
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secas.
Em uma modalidade preferida, a remo¢@o dos constituintes
volateis do licor de fermentagdo compreende um método de secagem por
pulverizagio ou um método de secagem em leito fluidizado, incluindo
granulagiio em leito fluidizado. Para este fim, o licor de fermentagdo, se
apropriado ap6és uma separagdo preliminar para remover particulas solidas
grossas que compreendem apenas quantidades pequenas de metabolito
microbiano ndo-volatil, se houver, é alimentado a uma ou mais aparelhagens
de secagem em leito fluidizado ou de secagem por pulverizagdo. O transporte,
ou a alimentagio, do licor de fermentagio carregado de sdlidos ¢
convenientemente efetuado por meio de dispositivos de transporte
costumeiros para liquidos compreendendo sélidos, por exemplo bombas, tais
como bombas de fuso excéntrico (por exemplo de Delasco PCM) ou bombas
de presso alta (por exemplo de LEWA Herbert Ott GmbH).
Uma fermentagfio usando o meio liquido (1) contendo agucar
de acordo com a invengdo também pode ser realizada em um tal modo que
(i) uma porgdo de nSo maior do que 50% em peso, por exemplo na
faixa de 5 a 45% em peso, baseado no peso total, é removido de o
meio contendo dextrina (1) obtido em etapa a2), que compreende
constituintes solidos ndo-amildceos da carga de alimentagdo de
amido, o restante é fornecido a uma fermentag#o para a produgdo de
um primeiro metabdlito (A), por exemplo um metabélito ndo-volatil
(A) na forma sélida ou um metabolito volatil (A); e
(ii) esta porgdo, se apropriado apos tendo sido previamente removido
todos ou um pouco dos constituintes sélidos ndo-amilaceos da carga
de alimentacdo de amido, é fornecida a uma fermentagdo para a
produgio de um segundo metabdlito (B), que ¢ idéntico ao, ou
diferente de, o metabdlito (A).

Se os constituintes s6lidos nfo-amilaceos de (ii) sdo separados,
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totaliza preferivelmente ndo mais do que 50% em peso, em particular néo
maior do que 30% em peso, especialmente preferivelmente ndo mais do que
10% em peso e muito especialmente preferivelmente ndo mais do que 5% em
peso. Em um tal caso, é particularmente preferido separar todos os solidos
antes da fermentagdo para a produgfo do segundo metaboélito (B).

Este procedimento torna possivel, na fermentagdo preparada
de (ii), o uso de microorganismos para os quais certos requerimentos
minimos, por exemplo com relagfo a taxa de transferéncia de oxigénio, tem
que ser atendidos. Microorganismos adequados que s3o empregados na
fermentagio preparada de (ii) sdo, por exemplo, espécies Bacillus,
preferivelmente Bacillus subtilis. Os compostos produzidos por tais
microorganismos na fermentagdo separada sfo selecionados em particular de
vitaminas, cofatores e nutracéuticos, bases purina e pirimidina, nucleosideos e
nucleotideos, lipideos, 4cidos graxos saturados e insaturados, compostos
aromaticos, proteinas, carotendides, especificamente de vitaminas, cofatores e
nutracéuticos, proteinas e carotendides, e muito especificamente de
riboflavina e pantotenato de célcio.

Uma modalidade preferida deste procedimento refere-se a
producéio paralela de metabolitos idénticos (A) e (B) em duas fermentagBes
separadas. Isto é vantajoso em particular em um caso onde aplicagbes
diferentes do mesmo metabdlito possuem requerimentos de pureza diferentes.
Conseqiientemente, o primeiro metabélito (A), por exemplo um aminoécido a
ser usado como aditivo de alimento, por exemplo lisina, metionina, treonina
ou glutamato, é produzido usando o licor de fermentagdo contendo solidos e o
mesmo segundo metabélito (B), por exemplo o mesmo aminodcido usado
como aditivo de alimento, é produzido usando o licor de fermentagdo
empobrecido em sélidos de (ii). Devido & remogdo parcial ou completa dos

constituintes solidos ndo-amildceos, a complexidade da purificagdo quando se



1 -

lhhe IR




10

15

-

25

57

como tém sido descritos para outras cargas de alimentagéo de carbono, por
exemplo em WO 01/011052, DE 19840709, WO 98/29539, EP 1186664 ¢
Fujioka, K.: “New biotechnology for riboflavin (vitamin B2) and character of
this riboflavin”. Fragrance Journal (2003), 31(3), 44-48, podem ser
empregados.

Para realizar esta variante do processo, uma fermentagdo
preferivelmente de volume grande € implementada para a produgdo de
metabdlitos A, por exemplo de aminoéacidos tais como lisina, metionina ou
glutamato, ou de é4cido citrico ou de etanol, como descrito acima de. De
acordo com i), algum do meio (1) obtido em etapa a2) € removido ¢ liberado
de acordo com ii) completamente ou em parte dos solidos por métodos
costumeiros, por exemplo centrifugacdo ou filtragdo. O meio (1) obtido do
mesmo, que estd essencialmente totalmente ou parcialmente liberado dos
solidos, &, de acordo com ii), fornecido a uma fermentagfo para a produgéo de
metabdlito B, no presente caso riboflavina. A corrente de solidos separada de
acordo com ii) é vantajosamente retornada para a corrente do meio (1) da
fermentagdo de volume grande.

O licor de fermentagdo contendo riboflavina que € assim
gerado pode ser processado por condi¢des e procedimentos anélogos aos que
tém sido descritos para outras cargas de alimentagéo de carbono, por exemplo
em DE 4037441, EP 464582, EP 438767 e DE 3819745. apds a lise da massa
celular, a riboflavina, que estd presente na forma cristalina, € separada,
preferivelmente por decantagdo. outros modos de separagdo de sélidos, por
exemplo filtragdo, também sdo possiveis. Depois, a riboflavina € seca,
preferivelmente por meio de secadores por pulverizagdo e secadores de leito
fluidizado. Como uma alternativa, a mistura de fermentagdo contendo
riboflavina produzida de acordo com ii) pode ser processada por condigdes €
procedimentos analogos como descritos em, por exemplo, EP 1048668 ¢ EP

730034. apds pasteurizagdo, o licor de fermentacdo € centrifugado, e a fragdo
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moidos, preferivelmente milho, trigo, cevada, paingo, triticale e/ou ce‘rﬁ;{éb(;, ' ’_,;’f:
S

podem ser adicionados na composi¢io de proteina ou formulagéo de procesé'(?m"

Os exemplos que seguem sdo intencionados para ilustrarem
aspectos individuais da presente invengéo, mas em nenhuma maneira ndo séo
para serem entendidos como limitantes.
Exemplos
1. Moagem da carga de alimentacio de amido

As massas moidas base empregadas aqui abaixo foram
produzidas como segue. Griios de milho integrais foram moidos
completamente usando um moinho de rotor. Usando diferentes batedores,
percursos de moagem ou elementos de peneira, foram obtidos trés graus
diferentes de finura. Uma anélise de peneiragdo da massa moida base por
meio de uma peneira de vibragdo de laboratério (analisador por vibragdo:

Retsch Vibrotronic type VE1; tempo de peneiragdo de 5 minutos, amplitude:

1,5 mm) deram os resultados listados em Tabela 1.

Tabelal
Nimero do experimento T 70/03 T 71/03 T 72/03
<2mm/ % 99,4 100 100
<08 mm/ % 66 100 99
<0,63 mm /% 58,6 98,5 91
<0,315 mm/% 48,8 89 65
<0,1 mm/ % 25 9,6
< 0,04 mm /% 8 3,2
Quantidade de massa 20kg 11,45kg 13,75 kg
moida base no total

II. Liquefagio enzimatica de amido e sacarificacio de amido
I1.1. Sem fitase na etapa de sacarificacio
I1.1a) Liquefa¢fio enzimatica de amido

320 g farinha de milho moida seca (T71/03) foram suspensos
em 480 g de 4gua e misturados com 310 mg cloreto de célcio por agitagio
continua. Agitagdo foi continuada durante o experimento inteiro. Apdés o pH
ter sido trazido para 6,5 com H,SO, a mistura ter sido aquecida a 35°C, 2,4 g

de Termamyl 120L tipo L (Novozymes A/S) foram adicionados. No curso de
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objetivo de garantir uma reag@o completa antes que uma outra por¢ao (50 gde

farinha e 0,13 mL de solugfo de estoque de CaCl,) foram adicionados. Aposa
adicBo das duas porgdes, 1,67 mL de Termamyl foram adicionados; depois,
duas outras porgdes (em cada caso 50 g de farinha e 0,13 mL de solugéo de
estoque de CaCl,) foram adicionados. O teor de matéria seca de 55% em peso
foi obtido. Apés a adi¢io, a temperatura foi elevada para 100°C, a mistura foi
fervida por 10 minutos.

Uma amostra foi tirada e esfriada para a temperatura ambiente.
Apds a amostra ter sido diluida com 4gua deionizada (aproximadamente
1:10), uma gota de solugfo de Lugol (mistura de 5 g de iodo e 10 g de iodeto
de potassio por litro) foi adicionada. Uma colorago azul intensa indicou que
amido residual estava presente; uma coloragfo marrom foi observada quando
todo o amido havia sido hidrolisado. Quando o teste indicou que uma porgdo
de amido residual estava presente, a temperatura foi de novo abaixada para
85°C e mantida constante. Mais 1,67 mL de Termamyl foram adicionados até
que a reagdo de iodo-amido fosse negativa.

IL3b) Farinha de centeio (incluindo pré-tratamento  com
celulase/hemicelulase)

360 g de 4gua deionizada foram introduzidos em um vaso de
reacdo. 155 g de farinha de centeio foram adicionados lentamente na agua,
com agitagfo constante. A temperatura foi mantida constante em 50°C. Apos
o pH ter sido trazido para 5,5 usando solugo aquosa de NaOH de
concentragio de 50%, 3,21 mL (= 2,5% em peso de enzima/matéria seca) de
Viscozyme L (Novozymes A/S) foram adicionados. Apés 30 minutos, mais
farinha foi adicionada, com 55 g de farinha sendo adicionados inicialmente.
Apés mais 30 minutos, mais 50 g de farinha foram adicionados; 30 minutos
mais tarde, mais 40 g de farinha foram adicionados. 30 minutos apds a ultima
adicdo, uma liquefagdo pdde ser iniciada.

1,7 mL de solugdo de estoque de CaCl, (100 g CaCl, x 2
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H,O/L) foram adicionados. Apés o pH ter sido ajustado para 6,5 us
solugdo aquosa de NaOH de 50% em peso, 5,0 mL (= 2% em peso de
enzima/matéria seca) de Termamyl 120 L tipo L (Novozymes A/S) foram
adicionados. A mistura foi entfo rapidamente aquecida para 85°C. Durante
este processo, o pH foi continuamente monitorado e, se apropriado, ajustado.

Apbs a temperatura final ter sido alcangada, mais farinha foi
adicionada, inicialmente 60 g de farinha. Em adigéo, 0,13 mL de solugdo de
estoque de CaCl, foi adicionado na mistura com o propdsito de manter a
concentragio de Ca>* em 70 ppm. Durante a adi¢fo, a temperatura foi mantida
constante em 85°C. Pelo menos 10 minutos foram permitidos passarem com o
objetivo de garantir uma reago completa antes que uma outra por¢do (40 g de
farinha e 0,1 mL de solugio de estoque de CaCly) fosse adicionada. 1,1 mL de
Termamyl foram adicionados; depois, uma outra por¢éo (40 g de farinha e 0,1
mL de solugio de estoque de CaCl,) fosse adicionada. O teor de matéria seca
de 55% em peso foi alcangado. Apds a adigdo, a temperatura foi elevada para
100°C, a mistura foi fervida por 10 minutos.

Uma amostra foi tirada e esfriada para a temperatura ambiente.
Apés a amostra ter sido diluida com 4gua deionizada (aproximadamente
1:10), uma gota de solugéo de Lugol (mistura de 5 g de iodo e 10 g de iodeto
de potéssio por litro) foi adicionada. Uma coloragdo azul intensa indicou que
amido residual estava presente; uma coloragdo marrom foi observada quando
todo o amido havia sido hidrolisado. Quando o teste indicou que uma porgéo
de amido residual estava presente, a temperatura foi de novo abaixada para
85°C e mantida constante. Mais 1,1 mL de Termamyl foram adicionados até
que a reagio de iodo-amido fosse negativa.
IL.3c) Farinha de trigo (incluindo pré-tratamento com xilanase)

360 g de 4gua deionizada foram introduzidos em um vaso de
reagdo. A 4gua foi aquecida para 55°C, o pH foi ajustado para 6,0 usando

solucdo aquosa de NaOH de concentragdo de 50% em peso. Apds a
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temperatura € o pH terem sido ajustados, 3,21 mL (= 2,5% em pesoc’%:l\ewgm -

enzima/matéria seca) de Shearzyme S00L (Novozymes A/S) foram
adicionados. 155 g de farinha de trigo foram lentamente adicionados na
solugdo, com agitagdo constante. A temperatura ¢ o pH foram mantidos
constantes. Ap6s 30 minutos, mais farinha foi adicionada, com 55 g de
farinha sendo adicionados inicialmente. Apés mais 30 minutos, 50 g de
farinha foram adicionados; 30 minutos mais tarde, mais 40 g de farinha foram

adicionados. 30 minutos apds a ultima adi¢do, uma liquefagdo pdde ser

iniciada.

A liquefagdo foi realizada como descrito in IL.3b.
I Cepa
ATCC13032 lysC™

Em alguns dos exemplos que seguem, uma cepa modificada de
Corynebacterium glutamicum, que havia sido descrita em WO 05/059144 sob
o nome comercial ATCC13032 lysCfbr foi empregada.

IV: Identificacio de cepas produtoras de / expressando glicoamilase
IVa) Triagem em banco de dados de genes

Uma pesquisa de cepas produtoras de glicoamilase

1. Glicoamilase (1,4-alfa-D-glicano-glico-hidrolase) €
classificada no seguinte numero EC de EC 3.2.1.3 [1].

2. Foi realizada uma pesquisa com a questdo EC 3.2.1.3 nos
seguintes bancos de dados: Brenda, Swissprot, ERGO-WIT, CAZY e PIR,
resultando em cada caso em uma lista de proteinas com EC 3.2.1.3.

3. Os resultados respectivos foram combinados, filtrados para
os sucessos dos reinos taxondmicos Archaea, Bacteria e Fungi e classificados
por nomes de espécie.

4, As espécies que atenderam ao critério de filtro do pardgrafo
3 e para as quais foi encontrada uma entrada de glicoamilase foi verificada em

pelo menos um dos bancos de dados mencionados no paragrafo 2 sio
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elevadamente provavelmente capazes de produzirem glicoamilase.

Especificamente, elas sdo as seguintes espécies:

Agrobacterium tumefaciens, Arxula adeninivorans, Ashbya
gossypii, Aspergillus awamori, Aspergillus candidus, Aspergillus foetidus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus kawachi, Aspergillus nidulans, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Aspergillus saitoi,
Aspergillus  shirousami, Aspergillus terreus, Athelia rolfsii, Bacillus
circulans, Bacillus stearothermophilus, Beta vulgaris, Bradyrhizobium
japonicum, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia fungorum, Burkholderia
pseudomallei, Candida albicans, Candida antarctica, Candida glabrata,
Candida tsukubaensis, Caulobacter crescentus, Cephalosporium charticola,
Cephalosporium  eichhorniae  Ceratocystis ~ paradoxa, — Chaetomium
thermophilum, — Chlorobium  tepidum, — Chromobacterium  violaceum,
Cladosporium  vesinae, Clostridium  sp., Clostridium  thermocellum,
Clostridium thermosaccharolyticum, Coniophora puteana, Corticium rolfsii,
Corynebacterium glutamicum, Cryptococcus neoformans, Debaryomyces
hansenii, Debaryomyces occidentalis, Emericella nidulans, Endomyces sp.,
Endomycopsis fibuligera, Fusarium venenatum, Haloarcula marismortui,
Hormoconis resinae, Humicola grisea, Humicola lanuginosa, Hypocrea lixii,
Kluyveromyces lactis, ~Lentinula edodes, Lipomyces kononenkoae,
Magnaporthe grisea, Mesorhizobium loti, Methanocaldococcus jannaschii,
Methanococcus jannaschii, Methanococcus maripaludis, Methanosarcina
acetivorans, Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazei, Monascus
rubiginosus, Monascus sp., Mucor rouxianus, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium  leprae,  Mycobacterium — marinum, — Mycobacterium
tuberculosis, Myrothecium sp., Neurospora crassa, Nostoc punctiforme,
Oryza sativa, Paecilomyces variotii, Penaeus japonicus, Penicillium
chrysogenum, Penicillium oxalicum, Picrophilus torridus, Pseudomonas

fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae, Ralstonia
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eutropha,  Ralstonia  metallidurans, Rana  japonica, Rhiz:g?zum'
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leguminosarum, Rhizopus delemar, Rhizopus javanicus, Rhizopus nivéigs-

Rhizopus oryzae, Rhizopus sp., Rhodococcus sp., Rhodopseudomonas
palustris, Rhodospirillum rubrum, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
diastaticus, Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomycopsis fibuligera,
Schizosaccharomyces pombe, Schwanmiomyces occidentalis, Shewanella
oneidensis, Sphingomonas aromaticivorans, Streptomyces  coelicolor,
Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus solfataricus, T alaromyces emersonii,
Termitomyces clypeatus, Thermoactinomyces vulgaris, Thermoanaerobacter
tengcongensis, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum,
Thermoascus crustaceus, Thermomyces lanuginosus, Thermoproteus tenax,
Thielavia terrestris, Trichoderma reesei e Trichosporon adeninovorans.

IVb) Triagem por meio do teste de frasco agitado e subseqiiente ensaio
de atividade enzimatica

Uma variedade de microorganismos ¢ estudada para a
atividade de glicoamilase em um teste de frasco agitado. Um meio que €
adequado para este propdsito ¢ qualquer meio convencional que é apropriado
para o crescimento do organismo e acarreta a expressdo de uma glicoamilase.
Meios adequados estio comercialmente disponiveis ou podem ser preparados
seguindo protocolos publicados (por exemplo como descritos em catalogos da
American Type Culture Collection).

Por exemplo, uma mistura de oligdmeros de glicose com
diferentes comprimentos de cadeia pode ser empregada como a podem ser
empregados como a Unica carga de alimentagfo de carbono em um meio
definido. Visto que ndo ocorre hidrélise térmica dos oligossacarideos sob as
condicdes de fermentagdo, apenas as cepas com uma atividade de
glicoamilase e/ou maltase sdo capazes de crescer neste meio. Um exemplo de
um substrato adequado é Maldex 150 (Amylum Group). A triagem ¢ realizada

sob vérias condicbes de fermentago (pH, temperatura).
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Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Alema}xﬁﬁf"w

1994), inter alia.
Exemplo 1

Hidrolisado de farinha de milho liquefeito foi empregado em
experimentos em frasco agitado usando Corynebacterium glutamicum.
I) Liquefag¢io

360 g de 4gua deionizada foram introduzidos em um vaso de
reaco. 240 g de farinha de milho foram lentamente adicionados na dgua, com
agitagdo constante. Apds o pH ter sido trazido para 5,8 com solugdo aquosa
de NaOH de concentragio de 50%, 4, 0 mL (= 2% em peso de enzima/matéria
seca) de Liquozyme SC (de Novozymes A/S) foram adicionados. A mistura
foi entdo rapidamente aquecida para 85°C. Durante este processo, 0 pH foi
checado constantemente e, se apropriado, ajustado.

Apés a temperatura final ter sido alcangada, mais farinha foi
adicionada, inicialmente 50 g de farinha. Durante a adi¢do, a temperatura foi
mantida constante em 85°C. Pelo menos 10 minutos foram permitidos
passarem com o objetivo de garantir uma reagio completa antes que uma
outra por¢io (50 g) de farinha ¢ adicionada. Apos a adi¢do das duas porgdes,
1,67 mL de Liquozyme foram adicionados; depois, duas outras porgdes (em
cada caso 50 g) de farinha foram adicionados. O teor de matéria seca de 55%
em peso foi obtido. Apés a adigéo, a temperatura foi elevada para 100°C, a
mistura foi fervida por 10 minutos.

Uma amostra foi tirada e esfriada para a temperatura ambiente.
Apés a amostra ter sido diluida com éagua deionizada (aproximadamente
1:10), uma gota de solugfo de Lugol (mistura de 5 g de iodo e 10 g de iodeto
de potassio por litro) foi adicionada.uma coloragdo azul intensa indica que
amido residual est4 presente; uma coloragdo marrom ¢ observada quando todo
o amido tem sido hidrolisado. Quando a mistura foi testada negativa para

amido, ela foi filtrada para dentro de recipientes estéreis enquanto quente em,
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Hidrolisado de farinha de milho 180 g/L. N al
KCl 1 g/L T 7 N
MgSO4 x 7 H,0 0,3 g/L ' Et
FeSO4x 7 H,O 25 mg/ L
MnSOs x 4 -6 H,O 5 mg/L
ZnCly 10 mg/L
CaCly 20 mg/L
H3B03 150 ug/ L
CoCl, x 6 H,O 100 pg/L
CuCly x 2 H,O 100 ug/L
NiSO4 x 6 H,O 100 pg/L
Na2M004 X2 H20 25 p.g/L
Biotina (vit. H) 1050 ug/L
Tiamina x HCI (vit By) 2100 ug/L
Nicotinamida 2,5 mg/L
Acido pantoténico 125 mg/L
Cianocobalamina (vit Bj2) 1 pg/L
Acido 4-amino-benzéico (PABA; vit.
H;) 600 ug/L
Acido félico 1,1 pug/L
Piridoxina (vit. Be) 30 ng/L
Riboflavina (vit. By) 90 ug/L
CSL 40 mL/L
pH* 6,85

* ajustado com solugo aquosa diluida de NaOH

Apbs a inoculagdo, os frascos foram incubados por 3 dias a
30°C e com agitagio (200 rpm) em um agitador umidificado. Apés o término
da fermentagdo, o teor de lisina foi determinado por HPLC. As analises por
HPLC foram realizadas com um sistema Agilent 1100 series LC. A
concentragdo de aminodcido foi determinada por meio de cromatografia
liquida de pressdo alta em um Agilent 1100 series LC System HPLC.
Derivagio de pré-coluna com orto-ftalaldeido permite a quantificagéo dos
amino4cidos formados; a mistura de aminoacido ¢é separada usando uma
coluna Agilent Hypersil AA.

Os resultados sdo compilados em Tabela 5.

Tabela 5: Produgdo de Lisina (meios)

Tempo de fermentag¢do | Lisina [g/L]
45h 11,5
70 h 12,8

Controle (45 h) 11,1
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Tabela 8: Atividade de fitase apos a fermentagdo foi interrompi‘c({au .

60
ry ;., 1) q:}e‘\}

Frasco | Atividade de Fitase [FTU/mL] '
1 569
2 696

Controle 393
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15. Processo de acordo com qualquer uma das reivixifg:fg%ig
precedentes, caracterizado pelo fato de que o microorganismo emﬁ?@@é‘ddﬁ
para a fermentagdo é selecionado dentre microorganismos naturais ou
recombinantes que superproduzem pelo menos um dos seguintes metabdlitos:
enzimas, aminodcidos, vitaminas, dissacarideos, 4cidos mono-, di- e
tricarboxilicos alifaticos possuindo 3 a 10 atomos de C, 4cidos hidroxi-
carboxilicos alifaticos possuindo 3 a 10 atomos de C, cetonas possuindo 3 a
10 atomos de C, alcoois possuindo 4 a 10 4tomos de C, alcanodiois possuindo
3 a 8 4tomos de C e poli(hidréxi-alcanoatos).

16. Processo de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que o microorganismo ¢é selecionado dentre aqueles que
superproduzem um ou mais aminoécidos.

17. Processo de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que o microorganismo ¢ selecionado dentre aqueles que
superproduzem um ou mais acidos mono-, di- e tricarboxilicos alifaticos
possuindo 3 a 10 atomos de C.

18. Processo de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que o microorganismo ¢ selecionado dentre aqueles que
superproduzem um ou more enzimas.

19. Processo de acordo com a reivindicagdo 15 ou 18,
caracterizado pelo fato de que o microorganismo € selecionado dentre aqueles
que superproduzem uma fitase.

20. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, caracterizado pelo fato de que os microorganismos sdo
selecionados dentre os géneros Corynebacterium, Bacillus, Ashbya,
Escherichia, Aspergillus, Alcaligenes, Actinobacillus, Anaerobiospirillum,
Lactobacillus, Propionibacterium, Clostridium e Rhizopus.

21. Processo de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado

pelo fato de que o microorganismo ¢ selecionado de cepas do genero
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22. Processo de acordo com qualquer uma das reivindica¢ets. s

precedentes, caracterizado pelo fato de que pelo menos um metabolito
microbiano ¢ exaurido ou isolado do licor de fermentagdo e os constituintes
volateis do licor de fermentacdio sfo subseqiientemente substancialmente
removidos, sendo obtida uma composigo de proteina sélida ou semi-sélida.
23. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 21, caracterizado pelo fato de que pelo menos alguns dos constituintes
volateis do licor de fermentagdo sfo removidos sem prévio isolamento ou
deplegiio de um metabdlito microbiano ndo-volatil e, se apropriado, sem
prévia remogdo de constituintes solidos, sendo obtida uma formulagéo sélida

de um metabdlito microbiano ndo-volatil.
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“PROCESSO PARA A PRODUCAO DE PELO MENOS UM COMPOST®

ORGANICO”

A invencdo refere-se a um método para produzir por
fermenta¢do pelo menos um composto organico contendo pelo menos 3
dtomos de C ou pelo menos 2 atomos de C e pelo menos 1 dtomo de N. O
citado método compreende as etapas de al) uma carga de alimentagdo de
amido ¢ moida com o objetivo de obter um material de moagem que contém
pelo menos uma parte de componentes sélidos contendo néo-amido da carga
de alimentagdio de amido, 2a) material de moagem ¢ suspenso em um liquido
aquoso e o citado material de moagem contido no liquido aquoso ¢ liquefeito
na presenga de pelo menos uma enzima que liquefaz amido, uma substancia
aquosa que contém dextrina (1), que contém pelo menos uma parte dos
componentes solidos contendo nfo-amido da carga de alimentagéo de amido,
é obtida; e b) a substdncia aquosa que contém dextrina (1) é usada na
fermentagdio para cultivar um microorganismo que € capaz de superproduzir
os compostos orginicos; enzimas, que hidrolisam a dextrina a
monossacarideos, sdo ndo adicionadas ou sio adicionadas em uma quantidade

menor do que 0,001% em peso, em relagio ao peso total da carga de

alimentag8o de amido usada.
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