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“Métodos de Sustentacido e de Prevenciao de Perda Ripida de
Cultura de Microorganismos em Reator de Fermentacio de Singas
em Concentraciao Diminuida ou Auséncia de Varios Substratos”
Relatério Descritivo
Campo da Invencao

A presente invengao € dirigida a aperfeicoamentos nos
métodos de fermentacdo microbiana para a producédo de alcool a partir
de um substrato gasoso contendo pelo menos um gas redutor que

contenha pelo menos um microorganismo acetogénico.
Historico da Invenciao

Ha numerosos métodos convencionais para a manutengao
de culturas de microorganismos. Todavia, esses métodos sofrem de
inameras deficiéncias. Persiste a necessidade de métodos adicionais
mais eficazes para a manutengdo de culturas de microorganismos na
auséncia de varios substratos em um processo de fermentagdao com gas

de sintese.

Trés cepas de acetogénicos (Drake, 1994) foram descritas
para uso na producdo de combustiveis liquidos a partir de gas de
sintese: Butyribacterium methylotrophicum (Grethlein e colaboradores,
1990; Jain e colaboradores, 1994b); Clostridium autoethanogenum
(Abrini e colaboradores, 1994); Clostridium ljungdahlii (Arora e colabo-
radores, 1995; Barik e colaboradores, 1988; Barik e colaboradores
1990; e Tanner e colaboradores, 1993). Destas, a Clostridium ljungdahlii
e a Clostridium autoethanogenum sao conhecidas por converterem CO
em etanol. A Patente 5,173,429 para Gaddy e colaboradores descreve a

Clostridium ljungdahlii ATCC No. 49587, um microorganismo anaerébi-
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co que produz etanol e acetato a partir de CO e H. sub.20 e/ou CO.

sub.2 e H.sub.2 em gas de sintese.

A Patente U.S. 5.192.673 para Jain e colaboradores revela
uma cepa mutante de Clostridium acetobytylicum e um processo de

fabricacdo de butanol com essa cepa.

A Patente U.S. 5.593.886 para Gaddy e colaboradores
revela a Clostridium ljungdahlii ATCC No. 55380. Este microorganismo
consegue produzir anaerobicamente acetato e etanol, usando residuo de

gas (como gas de carbono) como substrato.

A Patente U.S. 5.807.722 para Gaddy e colaboradores
revela o método e o equipamento para conversao de gases residuais em
produtos uteis tais como acidos organicos e alcool, usando bactérias

anaerodbicas, tais como Clostridium ljungdahlii ATCC No. 55380.

A Patente U.S. 6.136.577 para Gaddy e colaboradores
revela o método e equipamento para conversdo de gases residuais em
produtos uteis tais como acidos organicos e alcool (particularmente
etanol) usando bactérias anaerébicas, tais como Clostridium ljungdahlii
ATCC Nos. 55988 e 55989.

A Patente U.S. 6.136.577 para Gaddy e colaboradores
revela o método e equipamento para conversao de gases residuais em
produtos uteis tais como acidos organicos e alcool (particularmente

acido acético), usando cepas anaerébicas de Clostridium ljungdahlii.

A Patente U.S. 6.753.170 para Gaddy e colaboradores
revela um processo de fermentacdo microbiana para a produgéao de

acido acético.

A Patente U.S. 7.285.402 para Gaddy e colaboradores

revela um processo de fermentagdo microbiana anaerdbico para a
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producgao de alcool.

Outras cepas de acetogénicos também foram descritas para
uso na producgdo de combustiveis liquidos a partir de gas de sintese,
tais como: Butyribacterium methylotrophicum (Grethlein e colaboradores,
1990, Appl. Biochem. Biotech. 24 /24:875-884); e Clostridium autoetha-
nogenum (Abrini e colaboradores, 1994, Arch. Microbiol. 161:345-351).

Persiste uma necessidade na técnica da preservagao de
cultura em processos de fermentacdo com gas de sintese com concen-
tracao reduzida ou auséncia de varios substratos. Existe uma necessi-
dade de manter culturas no caso de varias interrupg¢des do processo
industrial da producao de alcool. Particularmente, existe a necessidade
de manter a cultura de microorganismos no caso de CO, H2 ou CO e H2

reduzidos em varias concentracgoes.
Sumario da Invencio

A presente invengao relaciona-se com os métodos para
manutenc¢do de culturas de microorganismos em um reator de fermen-
tacdo com gas de sintese em concentragdo reduzida ou auséncia de
varios substratos, incluindo: acréscimo de diéxido de carbono e opcio-
nalmente, alcool; mantendo concentracdes livres de acido acético; e

realizando os passos mencionados acima dentro do tempo especificado.

A presente invengdo também contempla um método para
prevencao da perda rapida de cultura de microorganismos em um
reator de fermentacdo por gas de sintese em concentragdo reduzida ou
na auséncia de varios substratos, incluindo: acréscimo de dioxido de
carbono e opcionalmente, alcool; temperatura reduzida a partir da
temperatura operacional; mantendo as concentragbes livres de acido
acético; e realizando os passos mencionados acima dentro do tempo

especificado.
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A presente invengdo também proporciona um método para
manutenc¢ao de cultura de microorganismos em um reator de fermenta-
¢ao de gas de sintese, devido a concentracdo reduzida ou auséncia de
varios substratos em suprimento de gas, incluindo: acréscimo de
diéxido de carbono e opcionalmente, alcool; temperatura reduzida a
partir da temperatura operacional; mantendo as concentragées livres de
acido acético; e realizando os passos mencionados acima dentro do

tempo especificado.

Como uma modalidade da presente invengéo, o alcool pode
ser utilizado como substrato. Embora varios substratos alternativos de
crescimento tenham sido experimentados, nenhum foi tdo bom quanto
o alcool € nenhum foi tdo prontamente disponibilizado como o alcool.
Quando o suprimento de gas de sintese é restaurado, a cultura de
microorganismos retorna prontamente ao uso de gas de sintese. Além
disso, como uma modalidade, usar somente acetato/alcool nao oferece
a oportunidade de outras bactérias se desenvolverem e poderem estar
presentes no liquido da cultura ou na tubulagdo do processo. Assim,
um substrato de crescimento como glicose estaria prontamente disponi-

vel a quaisquer organismos presentes para seu crescimento.

A técnica anterior incluiria ajustes no caldo de cultura para
manter uma baixa concentragao de acido acético. Esses ajustes incluem
aumentar o pH e o fluxo de liquido para retirar o acetil. Como uma
modalidade, a reducao de temperatura para diminuir a atividade da
cultura e usar o produto etanol e diéxido de carbono para devolver
energia a cultura, mantendo a viabilidade. Além disso, o conceito de

substrato alternativo inédito.

Este € um aperfeicoamento do processo, pois havera
ocasibes em que o suprimento de gas serda interrompido devido a
algumas interveng¢des no suprimento do gaseificador, nos equipamentos

de transporte, secagem, limpeza do gas ou qualquer outra unidade
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envolvida na linha de suprimento de gas. Outra aplicacdo da presente
invencdo compreende o transporte do inéculo de um local para outro.
Durante o transporte, a cultura pode nédo ter um suprimento de gas de
sintese. Portanto, sera necessario um substrato alternativo. Ter a
capacidade de manter a viabilidade durante 12 horas ou mais seria um
aperfeicoamento das capacidades do processo. Portanto, ter uma
alternativa que seja econdmica e tecnicamente viavel resultaria na
reducédo de interrupg¢odes e/ou inatividade da producédo de alcool, além

de inicializagdes e reinicializagées na fabrica.
Breve Descricao da Figura

A Figura 1 é um diagrama esquematico que ilustra uma
modalidade do fluxo do processo geral contemplado durante as opera-
¢oes normais da presente invengédo. Embora o etanol esteja indicado no
diagrama, outros tipos de A&lcool também sdo contemplados pela

presente invencao.

A Figura 2 é um diagrama esquematico que ilustra as
modalidades da presente invencdo, mostrando as tendéncias com
adicao de dioxido de carbono, consumo de alcool e restauraciao de

cultura.

A Figura 3 é um diagrama esquematico que ilustra as
comparagoes da presente invengdo, demonstrando falta de consumo de

alcool e falta de restauracao de cultura.
Descricao Detalhada da Invencéao
Definicoes

A menos que de outra forma definido, os seguintes termos
sdo usados ao longo deste Relatério Descritivo, conforme definidos como

se segue.
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O termo “cerca de” modificando qualquer quantidade refere-
se a variacdo dessa quantidade encontrada em condigées normais de
manutengéo de cultura de microorganismos, por exemplo, em laboraté-
rio, usina piloto ou local de produg¢ao. Por exemplo, uma quantidade de
um ingrediente empregado em uma mistura quando modificado por
“cerca de” inclui a variagéo e o grau de cuidado normalmente emprega-
dos na avaliacdo de uma condicdo experimental em um local de
produgao ou laboratoério. Por exemplo, a quantidade de um componente
de um produto quando modificado “cerca de” inclui a variagiao entre os
lotes em varios experimentos na fabrica ou laboratério e a variagao
inerente no método analitico. Modificadas ou nao por “cerca de”, as
quantidades incluem os equivalentes a essas quantidades. Qualquer
quantidade declarada aqui e modificada por “cerca de” também pode ser
empregada na presente invengdo como a quantidade que nédo foi

modificada por “cerca de”.

Exceto quando declarado de outra forma, o termo “acetato”
€ usado para descrever a mistura de acido acético livre ou molecular e
sal de acetato presente no caldo de fermentagédo. A proporcao de acido
acético molecular para acetato depende do pH do sistema. Por exemplo,
com uma concentragdo constante de “acetato”, quanto menor for o pH,
maior sera a concentragao de acido acético molecular relacionada com

sal de acetato.

O termo “acetogénio” ou “acetogénico” refere-se a uma
bactéria que gera acetato como produto da respiragido anaerdbica. Este
processo € diferente da fermentagao de acetato, embora ambos ocorram
na auséncia de oxigénio e produzam acetato. Esses organismos também
sdo referidos como bactérias acetogénicas, pois todos os acetogénios
conhecidos sdo bactérias. Os acetogénios siao encontrados em uma
variedade de habitats, geralmente os anaerébicos (falta de oxigénio). Os

acetogénios também podem utilizar varios compostos como fontes de



C

LY}

10

15

20

25

30

7/73

energia e carbono; a forma de metabolismo acetogénico mais pesquisa-
da envolve o uso de diéxido de carbono como fonte de carbono e

hidrogénio como fonte de energia.

Os termos “biorreator”, “reator” ou “biorreator de fermenta-
¢ao” incluem um dispositivo de fermentagcdo que consiste em um ou
mais vasos e/ou torres ou disposi¢cao de tubulagéo, que inclui o Reator
de Tanque Agitado Continuo (CSTR), o Reator de Células Imobilizadas
(ICR), o Reator de Leito de Gotejamento (TBR), Coluna de Bolha,
Fermentador de Elevador de Gas, Misturador Estatico ou outro disposi-
tivo adequado para contato entre gas e liquido. De preferéncia, para o
método desta invengdo, o biorreator de fermentacdo compreende um
reator de crescimento que alimenta o caldo de fermentacao para outro
biorreator de fermentagdo, onde a maior parte do produto etanol é

produzida.

“Concentracdao de células” neste Relatério Descritivo é
baseado no peso de uma bactéria por litro de amostra. A concentragao
celular € avaliada diretamente ou por calibragem para uma correlagao

com densidade 6ptica.

O termo “método continuo”, conforme aqui usado, refere-se
a um método de fermentacdo que inclui alimentacdo continua de
nutrientes, suprimento de substrato, produciao celular no biorreator,
remocao celular (ou purificagdo) a partir do biorreator e remocio de
produto. Este suprimento continuo, remoc¢ido ou producéao celular,
podem ocorrer na mesma linha ou em linhas diferentes. Um processo
continuo resulta na obtencdo de um estado estacionario dentro do
biorreator. Por “estado estacionario” significa-se que todas as variaveis
disponiveis (suprimentos, concentragdo de substrato e nutrientes
mantidos no biorreator, concentragao celular no biorreator e remocao
celular do biorreator, remog¢ao de produto do biorreator, assim como as

variaveis condicionais tais como temperatura e pressio) sdo constantes
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ao longo do tempo.

A “produtividade de etanol” é a produtividade volumétrica
de etanol, calculada como a proporcdo de concentragido de etanol em
estado estacionario e o tempo de retengao de liquido (LRT) em sistemas
continuos ou a propor¢ao de concentragio de etanol e o tempo exigido
para produzir essa concentragdo em sistemas de bateladas. A frase “alta
produtividade de etanol” descreve uma produtividade volumétrica de

etanol maior doque 10 g/L por dia.

“Excesso de H.sub.2” é disponibilizado para a producédo de
etanol quando a propor¢cdo dos moldes de H.sub.2 no gas de alimenta-
¢do para a soma de duas vezes os moles de CO convertidos e trés vezes
os moles de CO.sub.2 convertidos for maior do que 1.0. Se essa
proporc¢ao for menor do que 1.0, o excesso de H.sub.2 nao esta disponi-
vel e o etanol somente podera ser produzido por meio de um mecanismo

de controle diferente.

O termo “fermentacao” significa a fermentacdao de CO para a
producao de alcool e acetato. Varias bactérias anaerdbicas sdo conhe-
cidas serem capazes de realizar a fermentagdo de CO para alcoois,
incluindo butanol e etanol e acido acético, e siao adequadas para uso no
processo da presente invencdo. Exemplos dessas bactérias que sao
adequados para uso na inveng¢ao incluem aquelas do género Clostridi-
um, tais como as cepas de Clostridium lungdahlii, incluindo as descritas
em WO 00/68407, EP 117309, nas Patentes 5.173.429, 5.593.886, e
6.368.819, WO 98/00558 e WO 02/08438, e Clostridium autoethanoge-
num (Aribini e colaboradores, Archives of Microbiology 161: pp 345-
351). Outras bactérias adequadas incluem aquelas do género Moorella,
incluindo Moorella sp HUC22-1, (Sakai e colaboradores, Biotechnology
Letters 29: pp 1607-1612), e aquelas do género Carboxydothermus
(Svetlichny, V. A., Sokolova, T. G. e colaboradores (1991), Systematic
and Applied Microbiology 14: 254-260). As revelagoes de cada uma
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dessas publicagdes sdo totalmente incorporadas por referéncia. Além
disso, outras bactérias anaerdbicas acetogénicas poderio ser seleciona-
das para uso no processo da invengdo por uma pessoa capacitada.
Também sera observado que uma cultura mista de duas ou mais
bactérias pode ser utilizada no processo da presente invencdo. Um
microorganismo adequado para uso na presente invencao é Clostridium
autoethanogenum, que esta disponivel comercialmente a partir de DSMZ
e tendo as caracteristicas de identificacado de DSMZ, com o numero de
depésito DSMZ 10061. A fermentagao podera ser realizada em qualquer
biorreator adequado, tal como um reator de tanque de agitagdo conti-
nua (CTSR), um reator de coluna de bolha (BCR) ou um reator de leito
de gotejamento (TBR). Além disso, em algumas modalidades preferidas
da invengao, o biorreator pode incluir um primeiro reator de crescimen-
to em que os microorganismos sado cultivados € um segundo reator, de
fermentagdo, para o qual o caldo de fermentacdo do reator de cresci-
mento € suprido € no qual grande parte do produto de fermentacao

(etanol e acetato) é produzida.

O termo “substratos gasosos”, conforme aqui usado,
representa CO sozinho, CO e H.sub.2, CO.sub.2 e H.sub.2, ou CO,
CO.sub.2 e H.sub.2, opcionalmente misturados com outros elementos
ou compostos, incluindo nitrogénio e metano no estado gasoso. Esses
substratos gasosos incluem gases ou fluxos que sdo normalmente
liberados ou exauridos para a atmosfera quer diretamente quer por
meio de combustdo. Em algumas modalidades deste método, o substra-
to gasoso inclui CO. Em outras modalidades deste método, o substrato
gasoso inclui CO.sub.2 e H.sub.2. Ainda em outras modalidades, o
substrato gasoso inclui CO e H.sub.2. Em uma modalidade particular-
mente preferida, o substrato gasoso inclui CO, CO.sub.2 e H.sub.2.
Ainda outros substratos da inveng¢do podem incluir os componentes
mencionados acima e pelo menos um gas de nitrogénio, CO.sub.2,

etano € metano. Assim, esses substratos incluem o que é convencio-
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nalmente referido como “syngas” ou gas de sintese a partir da gaseifica-
¢ao de produtos de carbono (incluindo metano), além de gases residuais

a partir de uma variedade de métodos industriais.

A frase “alta concentracdo de etanol” representa um valor
maior do que 10 g/L, preferencialmente maior do que 15 g/L etanol no
caldo de fermentagdo ou uma propor¢cdo de produto de etanol para

acetato de 5:1 ou mais.

Os termos “substrato limitador” ou “nutriente limitador”
definem uma substancia no meio nutriente ou substrato gasoso que,
durante o crescimento da cultura de bactérias no biorreator, é consu-
mida pela cultura a um nivel que nao mais suporta o estado estaciona-
rio ou o crescimento estavel de bactérias no biorreator. Todas as outras
substancias do meio do nutriente ou substrato de gas estio presentes
em excesso e sdo “ndo limitadoras”. A evidéncia desta limitagdo esta no
aumento da taxa de adi¢do do substrato limitador na cultura, isto é, na
taxa de abastecimento de nutrientes ou taxa de suprimento de gas para
a cultura ocasionando um aumento correspondente dos valores de
absorcao de gas (mmol/min. de gas) devido a um aumento na densida-

de celular.

O termo “microorganismo” inclui bactérias, fungos, arquei-
as e protistas; plantas microscopicas (chamadas de algas verdes); e
animais tais como planctons, planarias e amebas. Alguns incluem
também os virus, porém outros nao consideram estes como seres nao
vivos. Os microorganismos vivem em todas as partes da biosfera onde
houver agua, incluindo solo, nascentes, leito do oceano, atmosfera, nas
profundezas das rochas dentro da Terra. Os microorganismos sao
essenciais para a reciclagem de nutrientes nos ecossistemas, pois eles
agem como decompositores. Os micrdbios também sao explorados pelas
pessoas na biotecnologia, tanto no campo dos alimentos tradicionais

como na preparacao de bebidas, e nas tecnologias modernas baseadas
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na engenharia genética. E encarado que microorganismos mistos que
possam ou nao conter cepas de varios microorganismos, serao utiliza-
dos na presente invengdo. E ainda encarado que a tecnologia de
recombinagdo de DNA consiga criar microorganismos usando cepas de
microorganismos existentes. Em algumas modalidades da presente
invencgao, varias cepas exemplificativas de C. [jungdahlii incluem a cepa
PETC (Patente U.S. 5.173.429); cepa ERI2 (Patente US 5.593.886) e
cepas C-0l e O-52 (Patente U.S. 6.136.577). Essas cepas foram inclui-
das na American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard,
Manassas, Va. 20110-2209, sob o Acesso 55383 (antigo ATCC No.
49587), 55380, 55988, e 55989 respectivamente. Cada uma das cepas
de C. ljungdahlii € uma bactéria anaerdbica, gram-positiva, com um
conteudo de nucleotideo de guanina e citosina (G+C) de cerca de 22%.
Essas bactérias usam uma variedade de substratos para crescimento,
mas nao metanol nem lactato. Essas cepas diferem na sua tolerancia a
CO, valores especificos de absor¢do de gas e produtividades especificas.
Nas cepas “selvagens” encontradas na natureza, é observada uma
producdo de etanol muito baixa. Cepas de C. ljungdahlii operam de
forma ideal a 37 graus C e geralmente tém uma proporgiao de produgio
de etanol para acetila (referindo-se ao acido acético livre ou molecular e
sais de acetato) de aproximadamente 1:20 (1 parte de etanol para 20
partes de acetil) em estado “selvagem”. As concentragdes de etanol sdo
de somente 1-2 g/L. Embora essa capacidade de producgédo de etanol
seja importante em razao da baixa producido de etanol, a bactéria
“selvagem” ndo pode ser utilizada para a produciao comercial de etanol.
Com menos manipulagdo de nutrientes, as cepas de C. jungdahlii foram
utilizadas para produzir etanol e acetila com uma proporgao de 1:1
(partes iguais de etanol € acetil), mas a concentragdo de etanol é menor
do que 10 g/L, um nivel que resulta em baixa produtividade, abaixo de
10 g/L por dia. Além disso, a estabilidade da cultura é um problema,
primeiramente devido a concentragao relativamente alta (8-10 g/L) de

acetila (2,5-3 g/L, acido acético molecular), em combinagdo com a
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presenca de etanol. Além disso, conforme a quantidade de gas é
aumentada no esfor¢co de produzir mais etanol, a cultura é inibida,
primeiro, pelo acido acético molecular e, depois, pelo CO. Como resul-
tado, a cultura torna-se instavel e falha em capturar o gas e produzir
um produto adicional. Além disso, pesquisas prévias feitas pelos
inventores mostraram dificuldades na producao de mais do que 2:1 de
propor¢ao de etanol em uma operagdo de estado estacionario. Ver
Klasson e colaboradores, 1990 Applied Biochemistry and Biotechnology,
Proceedings of the 11.sup.th Symposium on Biotechnology for Fuels and
Chemicals, 24 /25: 857; Phillips e colaboradores, 1993 Applied Biochem-
istry and Biotechnology, Proceedings of the 14.sup.th Symposium on
Biotechnology for Fuels and Chemicals, 39/40: 559, entre outros. Um
grande numero de documentos descreve o uso da bactéria anaerébica,
diferente da C. ljungdahlii, na fermentacao de agucares que nio consu-
mam CO, CO.sub.2 e H.sub.2 para produzir solventes. Numa tentativa
de proporcionar altos rendimentos de etanol, foi alterada uma variedade
de parametros, que inclui: tipos de nutrientes, microorganismo, adi¢do
especifica de agentes redutores, variacdoes de pH e a adigcdo de gases
exégenos. Ver Rothstein e colaboradores, 1986 J. Bacterid., 165(1):319-
320; Lovitt e colaboradores, 1988 J. Bacterid., 170(6):2809; Taherzadeh
e colaboradores, 1996 Appl. Microbiol. Biotechnol., 46:176.

O termo “cepas mistas” significa uma cultura mista de dois
ou mais microorganismos. Essas “cepas mistas” dos microorganismos

enumerados aqui sdo utilizadas nos métodos desta invencgao.

O termo “estado natural” descreve qualquer composto,
elemento ou caminho que ndo possua elétrons ou préotons adicionais
que estejam normalmente presentes. Inversamente, o termo “estado de
reducdo” descreve qualquer composto, elemento ou caminho que
possua excesso de um ou mais elétrons. O “estado de redugao” é obtido

or meio de adicdo de um ou mais elétrons ao “estado natural”, isto é
p b )
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baixando o potencial redox do caldo de fermentacéo.

“Meio nutriente” geralmente é usado para descrever o meio
convencional para cultura de bactérias que contenha vitaminas e
minerais suficientes para permitir o crescimento de uma bactéria
selecionada. Os agucares nao estao incluidos neste meio. Os componen-
tes de uma variedade de meios nutrientes adequados para uso desta
invengao sao conhecidos e descritos em publicagdes anteriores, incluin-
do de seus inventores. Ver a féormula do meio nutriente descrita na
International Patent Application No. WOO08/00558; Patente US
5.807.722; Patente US 5.593.886 e Patente US 5.821.111, além das
publicacées identificadas acima. De acordo com a presente invencao,
um tipico meio nutriente laboratorial para a producdo de acetato a
partir de CO, CO.sub.2 e H.sub.2 contém 0,9 mg/L de pantotenato de
calcio. Porém, um meio nutriente tipico para a produciao de etanol a
partir de CO, CO.sub.2 e H.sub.2 contém 0,02 mg/L de pantotenato de

calcio.

O termo “gas redutor” significa um ou ambos CO ou
H.sub.2. A frase “uma quantidade de gas redutor aior do que o necessa-
rio para crescimento de bactérias” representa a quantidade de gas
redutor que excede a quantidade que a bactéria pode utilizar para seu
crescimento ou metabolismo, conforme os ingredientes do meio nutrien-
te. Essa quantidade pode ser obtida por meio do aumento da quantida-
de liquida de gas redutor ou por redugao de ingredientes de nutrientes
essenciais de reducao, de forma que a quantidade em excesso de gas
seja obtida sem aumentar o gas, ou por meio do aumento da quantida-
de de gas liberado para a bactéria. Quando a bactéria fica exposta a
uma maior quantidade de gas redutor necessario para o seu crescimen-
to, ela respondera através do aumento da producgao de etanol. “Bacté-
rias sujeitas” sao bactérias anaerdbicas acetogénicas (ou facultativas)

capazes de converter CO e agua ou H.sub.2 e CO.sub.2 em etanol ou
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produtos de acido acético. As bactérias tuteis, de acordo com esta
invengao, incluem, sem limitagdo: Acetogenium kivui, Acetobacterium
woodii, Acetoanaerobium noterae, Clostridium aceticum, Butyribacterium
methylotrophicum, C. acetobutylicum, C. thermoaceticum, Eubacterium
limosum, C. ljungdahlii PETC, C. ljungdahlii ERI2, C. ljungdahlii C-Ol, C.
ljlungdahlii 0-52, e Peptostreptococcus productus. Outras bactérias
anaerdbicas acetogénicas sdo selecionadas para uso neste métodos por

uma pessoa competente na técnica.

O termo “syngas” significa o gas de sintese que é o nome
dado a uma mistura de gas que contenha quantidades variaveis de
monoxido de carbono e hidrogénio. Exemplos de métodos de produgéo
incluem a reformacdo a vapor do gas natural ou hidrocarbonetos
liquidos para a produg¢do de hidrogénio, gaseificacdo de carvao e, em
alguns tipos de instalagdes de gaseificacdo de rejeitos em energia. O
nome vem de seu uso como intermediario na criagdo de gas natural
sintético (SNG) e para producdo de amodnia e metanol. O syngas
também ¢€ utilizado como intermediario na producgido de petréleo
sintético para uso como combustivel ou lubrificante por meio da sintese
de Fischer-Tropsch e, previamente, no processo de metanol para
gasolina da Mobil. O Syngas consiste principalmente em hidrogénio,
monodxido de carbono e quase sempre em diéxido de carbono e possui
menos da metade da densidade energética do gas natural. O syngas é
um combustivel geralmente utilizado como fonte de combustivel ou

como intermediario para a producdo de outros compostos quimicos.
Modalidades Detalhadas
da Presente Invencio

A presente invengdo relaciona-se com métodos para
manutenc¢ao de cultura de microorganismos num reator de fermentacéo

por gas de sintese com concentragido reduzida ou auséncia de varios
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substratos, compreendendo: acréscimo de diéxido de carbono e opcio-
nalmente, alcool, manutencdo da concentracdo de acido acético livre
menor do que S g/L; e realizagdo dos passos acima mencionados dentro

de 0-30 minutos, dentro de 0-15 minutos e dentro de 15-30 minutos.

A presente invengdo também contempla um método para
evitar a perda rapida de cultura de microorganismos em um reator de
fermentacédo por gas de sintese com concentragido reduzida ou auséncia
de varios substratos, compreendendo: acréscimo de diéxido de carbono
e opcionalmente alcool; redugdo de temperatura a partir da temperatura
opcional para entre 0-25 graus C, enquanto se mantém a temperatura
entre 0-25 C; manutenc¢ao da concentraciao de acido acético livre menor
do que 5 g/L; e realizagao dos passos mencionados acima entre 0-30

minutos, entre 0-15 minutos e entre 15-30 minutos.

A presente invenc¢ao proporciona também um método para
manutencéo de cultura de microorganismos em um reator de fermenta-
¢ao com gas de sintese devido a uma concentragdo reduzida ou ausén-
cia de varios substratos no suprimento de gas, incluindo: acréscimo de
diéxido de carbono e opcionalmente, alcool; reducao de temperatura da
temperatura opcional entre 0-25 graus C, enquanto mantém a tempera-
tura entre 0-25 C; manutencido da concentracdo de acido acético livre
menor do que 5 g/L; e realizagao dos passos mencionados acima entre

0-30 minutos, entre 0-15 minutos e entre 15-30 minutos.

Como uma modalidade, essa manutencdao da cultura de
microorganismos abrange a duragao de aproximadamente 0-30 horas.
Como uma modalidade, o pH pode ser mantido no limite de 3.5-5.6. E
ainda contemplado que uma solucio de bicarbonato seja acrescentada
para controle de pH. A solugédo de bicarbonato pode incluir: bicarbonato
de amoénia, bicarbonato de sédio e/ou bicarbonato de potassio. Uma
modalidade da presente inveng¢do proporciona um método de remocgiao

opcional do referido diéxido de carbono para o citado reator. Além disso,
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como uma modalidade, é proporcionada a opg¢dao de acréscimo de
nutrientes nesse reator. A presente invengdo proporciona a opgao de

acréscimo de nutrientes nesse reator.

Outras modalidades da presente invengao proporcionam o
alcool, incluindo um ou mais dos seguintes: etanol, butanol, etanol e

butanol.

Opcionalmente, a temperatura pode ser reduzida a partir da
temperatura opcional entre 0-25 graus C, mantendo a temperatura
entre 0-25 C; opcionalmente adgua pode ser adicionada a esse reator.
Esta agua pode incluir agua fresca, égua aditivada, agua reciclada,

agua destilada, agua deionizada ou suas combinagodes.

A presente invenc¢ao contempla um método em que essas
culturas de microorganismos contenham pelo menos uma bactéria
acetogénica. A cultura de microorganismos pode incluir uma ou mais
cepas selecionadas a partir de Clostridium, Moorella e Carboxydother-

mus ou suas modifica¢des genéticas.

Como uma modalidade, o microorganismo pode incluir
Clostridium ljungdahlii selecionada a partir das cepas que incluem
PETC, ERI-2, 0-52 e C-0Ol ou suas combinagdes.

A presente invenc¢do também proporciona um método em
que a cultura de microorganismos € retornada as condi¢dées de pré-

suspensao, incluindo o acréscimo de gas de sintese.

Opcionalmente, como modalidades, a presente invencgao
pode oferecer: remocgdo de permeatos; limpeza desse reator com gas
inerte ou manutencdo da baixa agitagdo para manter os sélidos em

suspensao.

Outros aspectos e vantagens da presente invencdo sao
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melhor descritos na descri¢do detalhada seguinte.

As bactérias acetogénicas e autotropicas que utilizam
monoéxido de carbono €/ou hidrogénio e diéxido de carbono (gas de
sintese) para produgdo de alcool exigem um suprimento constante de
gas para a produciao de alcool. Um produto essencial para a produgio
do etanol é o acido acético, que pode ser intercelular e extracelular. Sem
um boa fonte de gas de sintese, é produzida uma quantidade limitada

de alcool a favor do acido acético.

Durante as condigées em que houver gas reduzido ou
nenhum gas para a producdo do produto, o acido acético, a cultura
pode converter o alcool de volta a acido acético na presenca do dioxido
de carbono. O etanol ja esta presente na cultura e esta pronto para uso
quando houver gas de sintese limitado ou nenhum. Alcool adicional
pode também ser fornecido conforme necessario. O diéxido de carbono
pode ser adicionado pela oxigenacédo de gas CO2 na cultura ou pode ser
formado no caldo de cultura por meio do acréscimo de bicarbonato. O
bicarbonato de sédio pode ser utilizado na fermentagao para manter o
pH desejado e esta, portanto, prontamente disponivel. No caldo de
cultura acido, o tampao de bicarbonato reage para formar o diéxido de
carbono. O diéxido de carbono formado é, entdo, disponibilizado as

bactérias para retornar o alcool para o estado de acido acético.

O desvio de alcool para acido acético na presenca do diéxido
de carbono € um processo relativamente rapido. Os microorganismos
tais como Clostridium ljungdahlii sdao limitados na concentragdo de
acido acético livre que possa estar presente no caldo de cultura. Séo
necessarias algumas medidas para controlar a concentracdo de acido
acético livre durante a redugdo ou perda de gas de sintese. Um desses
métodos de controle pode ser a manipulagdo da temperatura. A tempe-
ratura aumentada, dentro do limite mesofilico, aumenta a atividade da

cultura. Ao passo que a temperatura reduzida no caldo de fermentagao
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reduz essa atividade. Portanto, a reduciao de temperatura é 1til para
retardar a atividade da cultura durante condi¢gées de gas reduzido ou
nenhum gas, resultando numa producao de acido mais lenta. Outro
método de controle do acido acético é modificar o pH da cultura. O
equilibrio da acetila para acido acético é controlado em parte pelo pH.
Aumentar o pH durante a interrup¢do do suprimento de gas de sintese
permite que a concentragao total de acetila, além do acido acético, seja

maior, enquanto mantém uma concentracédo de acido mais baixa.

Um terceiro método com potencial para controlar a concen-
tracdo de acido acético é um fluxo de liquido aumentado através do
sistema. Conforme a concentracdo de acido livre aumenta, o aumento
do fluxo de um liquido para dentro do sistema com um aumento na
purga de permeato lavara mais acido livre para fora da cultura, ao
mesmo tempo em que impede que desaparecam células indesejadas. O
liquido adicional para dentro do sistema pode ser um fluxo de agua

adicional ou um aumento no fluxo da corrente de nutrientes.
Descricdo Detalhada do Processo
Sob Condicoes Normais de Operaciao

A presente invengao envolve os métodos para a fermentacéo
anaerdbica de substratos gasosos que contém um ou mais redutores,
particularmente os componentes gasosos de residuos industriais e
gases sintéticos (por exemplo, CO, CO.sub.2 e H.sub.2) para etanol.
Estes métodos resultam em produtividades de etanol muito maiores do
que 10 g/L por dia, por meio da manipulagdo das rotas biolégicas das
bactérias sujeitas. Um método da invengdo provoca uma abundancia de
NAD(P)H sobre NAD(P). A oxidagdo de NAD(P)H para NAD(P) provoca a
producgéo de acido acético pela cultura a ser reduzida a etanol. Alterna-
tivamente, outros métodos para a producao de altas concentragées de

etanol em uma fermentacdo desta invencao envolvem a reducao do
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potencial redox no caldo de fermentagio, reduzindo dessa maneira o
acido acético para etanol. Os métodos desta invengdo produzem
concentra¢gdes mais altas de etanol (isto é, maiores do que 10 g/L e
preferencialmente maiores do que 15g/L) e baixas concentragbées de
acetato (isto é, menores do que S g/L de acido acético livre no biorrea-
tor). Estes métodos também mantém e controlam as condigdes do
método para a produgdo continua de etanol e acido acético para ajudar
o sistema a se recuperar rapidamente de problemas com o método.
Além disso, os métodos desta invencao ajudam a evitar a aclimatagao
da cultura a baixa concentragdo de nutrientes, o que pode ser prejudi-
cial para o desempenho da cultura. A presente invengdo proporciona

um método comercial viavel para a producéo de etanol.
As Rotas Biologicas Utilizadas no Método Desta Invencao
Sob Condicoes Operacionais Normais

Sem querer ficar limitado pela teoria, os inventores teorizam
que os métodos para o aumento da produgdo anaerdbica de etanol a
partir dos métodos aqui descritos estdo baseados nas rotas biologicas
que envolvem a conversao de NAP(P)H para NAD(P) nos ciclos basicos do
caminho acetogénico para o crescimento autotrépico. A invengao
envolve a manipulagiao dessas rotas para permitir a producgio continua
e a manutencédo de altas concentracées de etanol com baixas concen-
tracoes de acetato, sob condi¢oes operacionais estaveis, proporcionan-
do, dessa maneira, métodos comerciais uteis para a producgéo de etanol
a partir de gases industriais. O envolvimento essencial de NAD(P)H para
NAD(P) nas rotas biologicas € descrito como se segue: a produgao de
etanol a partir de componentes gasosos tais como CO, CO.sub.2 e
H.sub.2 ocorre num método biolégico de trés etapas. Na primeira etapa,
os substratos CO e H.sub.2 sdo oxidados e, quando isso ocorre, liberam
NAD(P)H: NAD(P).fwdarw.NAD(P)H
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CO+H.sub.2+H.sub.20.fwdarw.CO.sub.2+4H.sup.+.

Os produtos da primeira etapa sdo convertidos em acido
acético, uma etapa que requer NAD(P)H: NAD(P)H.fwdarw.NAD(P)
CO+CO.sub.2+6H.sup.+.fwdarw.CH.sub.3COOH+H.sub.20. Finalmen-
te, caso o excedente de NAD(P)H estiver disponivel porque a reagdao da
primeira etapa ocorreu mais rapidamente do que a reagdo da segunda
etapa, o acido acético é reduzido a etanol. NAD(P)H. fwdarw.NAD(P)
CH.sub.3COOH+4H.sup.+.fwdarw.C.sub.2H.sub.50H+H.sub.20.
Assim, a disponibilida-de do excedente de NAD(P)H a partir da oxidagédo

dos substratos leva a producéo de etanol a partir de acido acético.

Ha dois ciclos conhecidos no processo acetogénico: (1) o
ciclo de acetil-CoA e (2) o ciclo de THF, em que CO.sub.2 é reduzido a
um grupo de metil. A sequéncia para a geracdo de etanol e acido acético
esta ilustrada em J. R. Phillips e colaboradores, 1994 Applied Bioche-
mistry and Biotechnology, 45/46:145. O ciclo Acetil-CoA possui um
ciclo interno, aqui referido como ciclo CO. Como o ciclo de CO normal-
mente reage no sentido horario, a ferredoxina é reduzida A ferredoxina
também pode ser reduzida por H.sub.2, uma vez que ela é oxidada
sobre a enzima hidrogenase. Como resultado, o ciclo Acetil-CoA também
reage no sentido horario e a ferredoxina é oxidada. Caso o ciclo interno
de CO e o ciclo de acetil-CoA reajam com as mesmas velocidades, a
ferredoxina entra num estado de equilibrio. Se, todavia, os dois ciclos
nao ocorrerem com a mesma velocidade, isto €, o ciclo de CO reage mais
rapidamente do que o ciclo Acetil-CoA, acumula-se a ferredoxina
reduzida. Também com o excesso de H.sub.2, a ferredoxina reduzida
pode também ser produzida em excesso. Este excesso de ferredoxina
reduzida faz que o NAD(P) seja regenerado (reduzido) para NAD(P)H, o
que acumula um excesso que deve ser aliviado ao equilibrio e, ao fazé-

lo, reduz o acido acético a etanol.

O ciclo de THF funciona para a cultura de células e é
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necessario para uma cultura continua; portanto, ndao pode ser parado
completam%nte. Reduzir a velocidade do ciclo de THF também serve
para ocasionar uma propor¢dao maior de NAD(P)H para NAD(P). O
NAD(P)H ¢ oxidado em dois locais. Ao limitar essa oxidagao, que poderia
manter a proporgao total celular NAD(P)H para NAD(P) em equilibrio, o

NAD(P)H ¢ utilizado para reduzir o acido acético a etanol.

Um segundo método basico de fazer a reducao do acido
acético a etanol é reduzir diretamente o potencial redox do caldo de
fermentacdo. Um estado reduzido suficientemente mais baixo do que o
estado natural da cultura NAD(P)H faz que ela esteja em abundancia e

promova a redugao do acido acético a etanol.
Métodos da Operacdao Normal

As etapas basicas do método incluem o seguinte: um
método de fermentagio continua com recuperagao do produto é descrito
por referéncia a Figura 1. Um fluxo continuo de substrato de gas 1,
compreendendo pelo menos um gas redutor, por exemplo, CO ou
H.sub.2 é suprido com uma taxa de suprimento de gas selecionado e
um fluxo continuo de meio nutriente 2 em fase liquida a uma taxa de
suprimento de nutriente selecionada sao fornecidos a um biorreator de
fermentacdo 3, contendo uma bactéria sujeita. No biorreator 3, o meio
e o substrato gasoso sio fermentados pela bactéria para a producéo de
etanol e acido acetato. Uma vez uma concentracdo celular estavel seja
obtida sob condicbes de estado estacionario, os componentes do
sistema continuo sido manipulados para diminuir o potencial de
reducdo ou aumentar a propor¢ao de NAD(P)H para NAD(P), no caldo de
fermentagcdo, enquanto mantém a concentracido de acido acético no
biorreator menor do que 5 g/L. Os métodos desta invengdo foram
criados para permitir e manter a produgao de etanol e acetato no caldo
de fermentacgdo de tal modo que a produtividade de etanol seja maior do

que 10 g/L por dia, com uma proporc¢éo entre etanol e acetato de 1:1 e
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20:1. Em uma modalidade, essa proporcéao devera ser maior do que 3:1.
Em outra modalidade, essa propor¢dao devera ser maior do que 5:1.
Ainda em outra modalidade, essa proporciao devera ser maior do que
10:1. Ainda em outra modalidade, essa proporgido devera ser maior do
que 15:1. O método desta invencdo é alternativamente eficaz na
intensificacdo das condi¢des estaveis (estado estacionario) para a
produgao de altas concentragdes de etanol (15-35 g/L etanol) e baixas
concentragdes de acetato (0-5 g/L acetato), isto é, a proporgdo entre
etanol e acetato de 3:1 ou mais, de CO, CO.sub.2, e H.sub.2 com boa

estabilidade do método.

Periodicamente, durante o curso dos métodos desta
invengdo, amostras do liquido sao retiradas para determinar a propor-
¢ao por um método de ensaio convencional. Por exemplo, as células sao
separadas a partir da amostra, por centrifugacdo e a amostra isenta de
células é, entdo, sujeita a um método de ensaio, tal como o método
preferido de cromatografia gasosa. Todavia, outros métodos de ensaio
convencionais sao selecionados por alguém capacitado na técnica. As
etapas opcionais adicionais do método sao adicionadas para conseguir

e/ou manter a proporg¢ao.

As etapas utilizadas para manipular os componentes do
sistema e manter e/ou obter a produtividade desejada de etanol ou a
proporgao etanol para acetato inclui pelo menos uma ou mais combina-
coes das seguintes etapas: alteraro contetiddo do meio nutriente, a
velocidade de suprimento do gas, a velocidade de alimentacdo de agua,
a pressdo operacional, o pH de operagéo, o teor de substrato gasoso, a
velocidade de alimentagao gasosa, a velocidade de agitacao do caldo de
fermentacéo, a etapa de inibicdo do produto, a diminui¢cdo da densidade
celular no biorreator ou o impedimento da inibicdo do substrato.
Algumas manipulagdes preferidas incluem suprir o biorreator com

nutriente em fase liquida (pantotenato ou cobalto), um leve excesso de
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CO e H.sub.2 no gas de suprimento, minimizando a concentracio de
acetato, evitando a aclimatagdo da cultura a baixas concentracées de
nutrientes na fase liquida, levando a cultura a uma concentragao
celular adequada a uma velocidade relativamente alta, elevando o pH da
cultura para além de 4,5, purgando as células bacterianas do biorreator
para uma concentracao celular menor do que a concentracgao estavel do
estado estacionario que utilize todo o gas de reducao ou substratos de
nutrientes no biorreator e aumentando a velocidade de alimentacao de
agua, quando a parte livre de acido acético do acetato presente no
biorreator de fermentagdo exceder 2 g/L, inibindo, assim, qualquer
aumento indesejado na concentragao de acido acético livre. Todas essas

etapas estdo descritas em detalhes abaixo.

Os gases de exaustdo contendo gases diferentes de CO, CO.
sub.2 e H.sub.2 e os gases CO, CO.sub.2 e H.sub.2 nio convertidos do
reator sao ventilados a partir do reator e usados pelo seu valor de
combustivel. Caso seja empregado H.sub.2 em excesso como mecanis-
mo de controle, a pressdo parcial de H.sub.2 na saida do gas e a
proporgédo da pressiao parcial de H.sub.2 para a pressdao parcial de
CO.sub.2 na saida do gas sdo utilizadas para identificar o controle da
proporc¢ao de etanol para acetato por essa etapa. A reciclagem celular é
utilizada (mas nao é exigida) para aumentar a concentracido de células
dentro do biorreator e, assim, oferecer mais biocatalisador para a
conversiao de CO, CO.sub.2 e H.sub.2. Com a reciclagem celular, o
liquido efluente do reator 5 é enviado para um separador celular 6,
onde as células 7 e os permeatos (liquido sem células) 8 sao separados.
As células 7 sdo enviadas de volta ao biorreator e o permeato 8 é

enviado para a recuperagao do produto.

A separagao celular é realizada pelo uso de uma centrifuga
continua, fibra oca ou sistema de filtragem enrolado em espiral, sistema

de filtro ceramico ou outro separador sélido/liquido. O etanol pode ser
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recuperado a partir do permeato (ou alternativamente o efluente a partir
do reator 5, se a separacao celular nao for empregada) por uma varie-
dade de técnicas, incluindo a destilagdo e a absor¢cdo. O permeato 8 é
separado numa coluna de destilacdo para produzir uma fracdo superior
de etanol a 95% 10 e agua 11 para reciclagem de volta para o reator 3.
A agua reciclada 11 contém nutrientes em excesso nao usados na
fermentacdo, mas quaisquer vitaminas em excesso a partir da fermen-
tacdo ou da lise celular serdo destruidos pela destilagdo térmica. A
fracdo superior de etanol a 95% é enviada para uma peneira molecular
12 onde o etanol anidro 13, o produto final desejado, é separado do

etanol diluido 14 que foi enviado de volta a coluna de destilagdo 9.

A combinagio continua de crescimento, morte e remogiao
celular mantém uma concentragao celular constante, de tal forma que o
método continuo utilizado na produgédo de etanol (e pequenas quanti-
dades de acido acético) podem operar durante muitos meses com
suprimento de CO, CO.sub.2 e H.sub.2 juntamente com nutrientes,
sem suplementacgdo adicional da cultura. Os métodos desta invencao
mantém e controlam as condi¢cdes de producgido continua de etanol e
acido acético e impedem ou corrigem rapidamente as falhas do método.
Os métodos desta invencdo também ajudam a evitar a aclimatacédo da
cultura a baixa concentra¢do do nutriente, o que pode ser prejudicial
para o desempenho da cultura. Nas descrigées abaixo e nos exemplos, a
menos que indicado de outra forma, a pressao utilizada é de 1 atmosfe-
ra e a temperatura utilizada esta entre 36-41 graus C. As temperaturas
e pressoes desejaveis poderdo ser determinadas por alguém capacitado
na técnica, dependendo dos microorganismos selecionados para uso no

biorreator.

Uma variedade de manipulagées descritas especificamente
abaixo, adicionadas as etapas béasicas desta inveng¢do, permitem uma

producdo intensificada de etanol. De preferéncia, a limitacido do
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nutriente em fase liquida (pantotenato ou cobalto) ou o uso de H.sub.2
ou CO em excesso sao as etapas do método da invencao descritas em
detalhes abaixo, usadas para obter e manter a produtividade de etanol
desejada e permitir a produ¢do de concentragdes e propor¢cdes estaveis
de etanol para acetato no caldo de fermentacdo. Estas condigoes
permitem a producgdo de concentracdes estaveis de etanol e acetato no
caldo de fermentacdo. Em uma modalidade preferivel, a proporgao de
produto de etanol para acetato produzido no caldo de fermentagao é

maior do que 10:1 e a concentragdo de etanol é maior do que 15 g/L.
A - Limitacdao do Pantotenato de Calcio

Em uma modalidade especifica desta invencéao, o método de
manipulagao das rotas biolégicas para favorecer a produgao de etanol e
limitar a produgao de acido acético envolve a limitagdo da quantidade
de pantotenato de calcio no meio nutriente a uma quantidade que seja
menor do que a necessaria para manter a bactéria numa concentragéo
estavel de estado estacionario que utilizaria totalmente o pantotenato de
calcio provido. O pantotenato € um componente da Acetil-CoA e,
portanto, limitando o pantotenato no meio nutriente, a velocidade do
ciclo da Acetil-CoA é reduzida em relagiao ao ciclo de CO. Isto causa um
acumulo de ferredoxina reduzida e a redugao de NAD(P) para NAD(P)H,

e aumenta, assim, a produgao de etanol como produto final.

A limitagdo de pantotenato é observada quando os micro-
gramas (.mu.g) do pantotenato de calcio levado ao reator por grama (g)
de células (peso seco) produzidas no reator estiverem dentro do limite
de 0,5 a 100. Uma limitagao de pantotenato mais desejavel esta dentro
do limite de 2 a 75 .mu.g de pantotenato de calcio por grama (g) de
células produzidas no reator. Ainda uma limitacdo de pantotenato
desejada € de 0,5 a SO .mu.g de pantotenatd de calcio por grama (g) de
células produzidas no reator. Outra modalidade desta limitacdo é de

cerca de 1-25 .mu.g de pantotenato de calcio por grama (g) de células
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produzidas no reator. Outra modalidade desta limitagdo é de aproxi-
madamente 10-30 .mu.g de pantotenato de calcio por grama (g) de
células produzidas no reator. Esta quantidade de nutriente mantém a

producao de etanol, de preferéncia a producao de acetato.

Em outro aspecto deste método, a aclimatacdo das bacté-
rias no biorreator de fermentacdo para baixar a concentragdo de
pantotenato de calcio € evitada pela regulagcédo ou ajuste dos parametros
de fermentacdo de modo que uma concentracio de pantotenato de
calcio € mantida, enquanto pelo menos um e algumas vezes mais de um
parametro de velocidade de suprimento de gas, velocidade de suprimen-
to de liquido, velocidade de agitacdo ou pressdo parcial de H.sub.2 é
ajustado. Sdo evitadas grandes mudancas nos nutrientes, mas é
mantida uma concentragdo de alimentacdo de nutrientes relativamente
constante. Se a cultura for deixada aclimatar-se a baixos nutrientes de
limitagdo da fase liquida, ocorrem de modo irreversivel proporgées
deficientes de produto de 1,0 g etanol/g de acetato ou menos. Assim,
sao necessarios o desligamento do reator e a reinoculacido. Preferenci-
almente, a rota biolégica é controlada para favorecer a produgédo de
etanol e limitar a produgéo de acido acético primeiro pelo suprimento de
H.sub. 2 em excesso no gas de suprimento para o biorreator e, entao,
limitando o pantotenato de calcio no meio nutriente,como descrito

acima.

De fato, durante a iniciacdo, o pantotenato de calcio do
nutriente da fase liquida normalmente limitativo é mantido em excesso
para evitar a aclimatagdo a baixas concentragdes de nutrientes, uma
condicdo que pode resultar num desempenho muito deficiente € na
perda da capacidade da cultura produzir altas produtividades de etanol

de mais de 10 g/L por dia, se nao for empregado excesso de H.sub.2.

B - Limitacao de Cobalto
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Em outra modalidade desta invencdo, o método para
manipulacao das rotas biologicas para favorecer a producio de etanol e
limitar a produc¢do de acido acético envolve limitar a quantidade de
cobalto no meio nutriente a uma quantidade que seja menor do que a
exigida para manter as bactérias numa concentragiao estavel do estado
estacionario que utilizasse totalmente o cobalto provido. A limitacdo de
cobalto € observada quando os microgramas (.mu.g) de cobalto supridos
ao reator por grama (g) de células (peso seco) produzidas no biorreator
estdo dentro do limite de S a 100. Preferencialmente, uma limitacéo de
cobalto envolve o suprimento de aproximadamente 20 a 50 .mu.g de
cobalto para o reator por grama de células produzidas no reator. Esta
quantidade de cobalto mantém a producgao de alcool na preferéncia para

acetato no processo.

A limitacdo de cobalto no caldo de fermentacdo pode
também reduzir a velocidade do ciclo de Acetil-CoA. O cobalto é utiliza-
do para transferir um grupo metila a partir do ciclo THF para o ciclo
Acetil-CoA, a limitacdo da quantidade de cobalto no caldo de fermenta-
¢do também reduz a velocidade do ciclo THF, o que também causa uma

propor¢ao maior de NAD(P) e NAD(P), produzindo, assim, etanol.

O método € ainda manipulado evitando a aclimatagédo a
baixa concentragédo de cobalto limitadora. De modo muito semelhante a
maneira como a aclimatag¢ao a baixas concentracdes de pantotenato é
evitada, uma concentragido constante de cobalto é mantida ao mesmo
tempo em que o ajuste de um ou mais parametros de fermentacéo
(velocidade do gas, velocidade do liquido, velocidade de agitacao, teor de
Co.sub.2 e pressio parcial de gas H.sub.2). Sdo evitadas grandes
mudancgas nos nutrientes, mas, em vez disso, ¢ mantida uma concen-

tracdo relativamente constante de nutriente.

Preferencialmente, a rota biolégica € controlada para

favorecer a produgdo de etanol e limitar a produgao de acido acético
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primeiramente suprindo o H.sub.2 em excesso para o reator e, entio,
limitando o cobalto no meio nutriente, como descrito acima. Na
iniciagdo, o cobalto do nutriente da fase liquida limitadora é mantido
em excesso para evitar a aclimatacgiao a baixa concentragido de nutrien-
tes, uma condi¢do que pode resultar em desempenho de cultura muito
deficiente e na perda da capacidade da cultura de produzir proporg¢oes

do produto maiores do que 1:1.
C - Superabastecimento de Hidrogénio

Ainda em outra modalidade, o método de manipulagio das
rotas biolégicas para favorecer a producgdo de etanol e limitar a produ-
cdo de acido acético envolve suprir H.sub.2 em excesso no gas de
suprimento ou limitar o carbono gasoso que resulta em H.sub.2 em
excesso, que € entdo usado pela rota biolégica. Preferencialmente, o gas
redutor H.sub.2 estd em excesso em relaciao ao CO e o H.sub.2 em
excesso faz que as bactérias produzam uma alta proporgiao de etanol
para acetato no caldo de fermentagdo. Caso a propor¢ao de H.sub.2
(moles de gas abastecido) para a soma de duas vezes o CO (em moles de
gas) convertido e trés vezes o CO.sub.2 (em molesd de gas) convertido
for maior do que 1, o fermentador é limitado ao carbono. O H.sub.2
parcial presente no gas de saida é preferencialmente maior do que 0,4
atm. Finalmente, a propor¢do da pressdo parcial de H.sub.2 para a
pressao parcial de CO.sub.2 devera ser maior do que 3,0 para assegu-
rar que H.sub.2 suficiente seja disponibilizado para usar todo o
CO.sub.2. Caso a pressao parcial de CO.sub.2 seja maior do que 0,1

atm, é provavel que o crescimento tenha sido limitado de outra forma.

Durante a partida, o uso de excesso de H.sub.2 é favorecido
em relagcdo a limitagdo de nutriente, sobretudo por que é mais facil de
controlar. Os beneficios de empregar H.sub.2 em excesso sdo que ele
evita a producdo de acido acético em excesso, o que pode levar a

proporgdes deficientes do produto e potencial inibicdo do acido acético,
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assim como aclimatacio a baixas concentrag¢des de nutrientes.
D - Sobrealimentacao de Monéxido de Carbono

Outro modo de manipular os componentes do método
envolve a sobrealimentagdo de gas redutor, CO, no substrato gasoso
para uso na rota, o que serve para reduzir diretamente o potencial
redox no caldo de fermentacao. Assim, de acordo com essa modalidade,
o biorreator é suprido com substrato gasoso, compreendendo CO, onde
a quantidade de CO presente no biorreator é maior do que a quantidade
exigida para manter as bactérias a uma concentragéo estavel do estado
estacionario que utilizaria completamente o CO provido. A sobrealimen-
tagcdo de CO como método para favorecer a producgao de etanol sobre a
produgao de acido acético quando a taxa especifica de absor¢ao de CO
(milimoles de CO por grama de células) (peso seco) no reator por minuto
ou mmol/g célula) é maior do que 0,3. Com maior preferéncia, esta
etapa envolve uma velocidade especifica de absor¢ao de CO de mais do
que 0,5. Isto significa que cada célula, em média, esta utilizando CO em
seu metabolismo a uma velocidade de pelo menos 0,3 mmol/gminuto.,
ou mais idealmente, a uma velocidade de pelo menos 0,5
mmol/gminuto. Preferencialmente, o CO é provido a uma taxa na qual a
absor¢do de CO é de 0,3 a 2 mmol CO/célula (peso seco) de bacté-
rias/minuto. Em outra modalidade, o CO é provido a uma taxa de 0,5 a
1,5 mmol de CO/g célula (peso seco) de bactérias/minuto. Em outra
modalidade, o CO é provido a uma taxa de aproximadamente 1 mmol de

CO/g célula (peso seco) de bactérias/minuto.

Esta quantidade de absor¢do de CO mantém a produgao de
etanol preferencial em relagdo ao acetato. Se o CO for fornecido de tal
forma que o CO dissolvido na fermentagao seja significativo em relacéao
a pressao de gas ou uma transferéncia de massa extremamente boa, o
caldo de fermentacdo fica mais reduzido. A sobrealimentacdo de CO

possui dois beneficios adicionais. O excesso de CO pode fazer que o
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ciclo de CO opere a uma velocidade maior e, caso o ciclo de Acetil-CoA
seja limitado de outra forma e ndo consiga acompanhar o ciclo de CO, a
ferredoxina reduzida acumular-se-a. O CO também pode desacelerar a
etapa 2 (producgdo do acido acético intermediario) no método geral de
trés etapas, através da inibigdo de substrato. Esta taxa reduzida da
etapa 2 em relagdo a etapa 1 ocasiona um excesso de NAD(P)H, que leva

a produgédo de etanol em favor do acido acético.

Embora o excesso de CO possa resultar numa produgio
aumentada de etanol pela redugao direta do potencial redox do caldo de
fermentacao, a presenga de CO em excesso também inibe o crescimento
pela inibi¢do da dehidrogenase do CO e, portanto, a absorcdo de
H.sub.2. A presenca de CO em excesso infelizmente também resulta
numa conversao deficiente de H.sub.2, que pode nao ser economica-
mente favoravel. A consequéncia de uma operacdo estendida sob a
inibi¢ao do substrato é uma absorcao deficiente do H.sub.2. Isto por fim
causa a lise celular e a reiniciagido necessaria do reator. Onde este
método tem um resultado inesperado de inibi¢do do substrato de CO (a
presenca de CO em excesso para as células disponiveis) durante o
crescimento inicial da cultura ou posteriormente, a velocidade de
alimentac¢do do gas e/ou a velocidade de agitagdo é reduzida até que a

inibicao de substrato seja aliviada.
E - Etapas Adicionais de Manipulaciao

Além das etapas principais de intensificacdo do método
descrito acima, varias etapas de método foram incluidas no método de

produgao de etanol.
1 - Aumento da Transferéncia de Massa

Uma modalidade adicional envolve a garantia de que a

transferéncia de massa de CO ou de H.sub.2 a partir do suprimento de
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gas para o caldo liquido de fermentacdo seja mais rapida do que a
capacidade da bactéria de utilizar os gases dissolvidos. Por exemplo, se
um biorreator contendo C. ljungdahlii for alimentado de CO, CO.sub.2 e
H.sub.2 e for operado sem limitagdo quanto aos nutrientes (tais como
pantotenato e cobalto) ou a presenga de H.sub.2 em excesso, o cresci-
mento das células é limitado pela quantidade de gas transferido para a
fase liquida e o sistema produz acido acético como produto. Se a
cultura for alimentada com uma pequena quantidade de CO ou H.sub.2
em excesso daquela exigida para o crescimento da cultura, ela produz
etanol. Todavia, se demasiado gas for transferido para a fase liquida
para uso da cultura, ocorre a inibi¢ao do substrato, o que pode levar ao
fim da cultura e morte das células. Assim, ha uma faixa bastante

estreita de operagao com transferéncia de massa em excesso.

Com referéncia ao ciclo Acetil-CoA, para que a ferredoxina
reduzida em excesso seja produzida, o ciclo de CO ou a redugio de
ferredoxina através da hidrogenase deve ocorrer mais rapidamente do
que o ciclo Acetil-CoA. Os métodos descritos aqui limitam a velocidade a
que os organismos conseguem utilizar os gases dissolvidos restringindo
a velocidade a que os nutrientes essenciais, tais como o pantotenato de
calcio ou cobalto ou outros substratos, tais como CO.sub.2, estdo
disponiveis para as bactérias ou proporcionando excesso de substrato,

H.sub.2 ou CO a cultura.

Uma velocidade tedrica de transferéncia de massa, que seja
mais alta do que a velocidade a que a bactéria consegue usar o substra-
to, mesmo sem outras limitacdes, pode ser calculada. Essa velocidade,
quando atingida, € limitada pelo crescimento natural do organismo.
Portanto, a modalidade mais produtiva é quando a transferéncia de
massa (velocidade de fluxo de gas ou velocidade de agitagao) ocorrer
mais rapidamente do que a velocidade a que a maior concentragéo

possivel de células consegue utilizar o substrato sem nenhuma limita-
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cdo. Haveria uma faixa de operagdao muito estreita, uma vez que a
inibicdo do substrato poderia causar rapidamente a morte celular e
uma concentragao de subproduto resultante que é téxica para a

cultura.
2 - Suprindo CO e H.sub.2 em excesso

Em outra modalidade de um método desta invencgdo, a
estabilidade na concentracao elevada de etanol/produgio limitada de
acido acético € obtida nos métodos que limitam cobalto ou pantotenato
de calcio ou que provém uma abundéancia de H.sub.2 ou CO. De acordo
com esta etapa, uma vez que a cultura usa os substratos gasosos CO,
H.sub.2 e CO.sub.2 como fontes de carbono e energia, CO e H.sub.2
sdo supridos com um ligeiro excesso. Um ligeiro excesso de CO e
H.sub.2 é conseguido atingindo a operagido estacionaria e, entéo,
aumentando gradualmente a velocidade de alimentacédo do gas e/ou a
velocidade da agitacdo (incrementos de 10% ou menos) até que as
conversdes de CO e H.sub.2 comecem a diminuir. Este é um meio de
evitar a limitagdo da transferéncia de massa, que favorece a producéo
de acido acético, e de suprir ferredoxina reduzida em excesso para
reduzir NAD(P) a NAD(P)H e produzir etanol. Se CO e H.sub.2 néo
forem fornecidos com um pequeno excesso, ocorre a limitacdo de
transferéncia de massa e a rota é equilibrada. Isso resulta em propor-
coes deficientes de etanol para acetato (alta concentracdo de acetato).
As altas concentragdes de acetato podem resultar na inibicido do acido
acético, que limita a capacidade da bactéria de absorver H.sub.2 e pode

levar finalmente ao fracasso da cultura.

Medidas no sentido de evitar a limitacdo da transferéncia de
massa incluem um aumento da velocidade de agitacdo ou velocidade do
gas para transferir mais CO e H.sub.2 para a fase liquida e, assim,
retornar a presen¢ga de um ligeiro excesso de CO e H.sub.2. Se a

inibicdo de produto ocorrer como resultado da limitacao de transferén-
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cia de massa, € necessario aumentar a velocidade de alimentacédo de
liquido para eliminar a inibigdo do acido acético, por diluicido a uma
concentracdo mais baixa de acetato. Uma vez que aumentando o
suprimento do meio aumentaria o .mu.g do pantotenato ou cobalto/g
produzido pela célula, isso deve ser feito somente brevemente ou o
pantotenato ou cobalto em excesso devem ser eliminados pelo ajuste da

concentragdo do meio ou aumento na velocidade de suprimento de

agua.
3 - Condicionando a Inibicido
do Produto de Acido Acético

Nos métodos descritos acima, a inibicdo do produto de
acido acético pode ocorrer quando muito acido acético molecular, isto €,
>2 g/L, se acumula no biorreator para permitir o crescimento celular e
maior producgao de etanol. Outra etapa de manipulagido é usada para
evitar o fracasso da cultura. Uma modificacido envolve aumentar
levemente a velocidade de suprimento de liquido ou aquoso para reduzir
a concentracao da fase liquida de inibicdo do acido acético a menos do

que 2 g/L.
4 - Etapa de Reciclagem da Agua

Ainda outra etapa adicional do método para manter uma
cultura estavel que produza etanol como produto tinico sem produgéo
liquida de acido acético nos métodos desta invengiao envolve adicionar
agua reciclada a partir do reator de destilacdo de volta para o reator de
fermentagdo. Como observado antes, o reciclo de agua (contendo até S
g/L de acetato) tem o beneficio de reciclar o acetato produzido de volta
para o reator de forma que nenhum acido acético liquido seja produzi-
do. Um equilibrio é, assim, estabelecido entre o etanol e o acetato no

reator. Como resultado, todo o CO, CO.sub.2 e H.sub.2 alimentados
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para o reator e convertidos em produto resulta na producéao de etanol,

exceto aquele utilizado para a manuteng¢io da cultura.
5 - Reduzindo a Densidade Celular

Outra medida de manipulagao 1til neste método € iniciar a
purga periddica ou continua de células bacterianas do biorreator, a fim
de reduzir a concentragdo celular no biorreator. Essa manipulagéo
serve para reduzir a concentragao celular para menos da concentragio
celular estavel do estado estacionario que utilize todo o gas redutor ou
os substratos de nutrientes presentes no biorreator. Alterando, assim, a
densidade celular, a producdo de etanol é favorecida em relagcdo a

produgao de acetato no biorreator.
6 - CSTR de Dois Estagios

Um dos problemas associados & producéo de etanol com
limitagdo de meio € a capacidade ou tendéncia da cultura de, finalmen-
te, adaptar-se as condig¢oes limitativas e nédo continuar a produzir
etanol apés varios meses de operagdo. Em vez disso, o acetato se
transforma por fim no produto dominante. Esta aclimatagido a baixas
concentragdes limitativas de nutrientes resulta numa cultura que
produz mais acido acético do que etanol (proporgiao etanol/acetato de
1,0 ou menos) e produz baixas concentragoes de etanol (algumas vezes,
tdo baixas quanto 1 g/L). A adaptagdo ocorre mais provavelmente
quando a cultura ndo é provida de nutrientes suficientes durante a
partida, onde a velocidade de crescimento é mais importante do que a
velocidade de produgéao de etanol. Adicionalmente, ha o perigo de que a
cultura possa ser aclimatada a baixas concentragdes limitativas de
nutrientes durante a operagdo do estado estacionario, particularmente
conforme as concentrag¢des limitativas de nutrientes sao ajustadas para

baixo do limite do sistema de reagao do acetato.



10

15

20

25

30

35/73

Para evitar essa adaptagdo quando se usa as etapas acima
de limitacdo do pantotenato ou cobalto, em vez de permitir que a
cultura cres¢a com os nutrientes disponiveis, € o perigo mencionado
acima, pode ser empregada outra modificagido do método. Um sistema
CSTR de dois estagios onde ocorre primariamente um bom crescimento
da cultura no primeiro estagio, com um ligeiro excesso de nutrientes
limitativos (talvez com a producgdo acompanhante de acido acético),
seguido por um estagio de produgdo em que a cultura a partir do
primeiro estagio € agora limitada pelo nutriente limitador e é usada
para produzir altas concentragoes de etanol, é outra modificacdo do
método. Essa modificacdo permite a manutencdo de uma cultura
estavel, que ndo se aclimate a concentragdes reduzidas de pantotenato
ou cobalto. Esta modificagdo envolve a operacdo de um CSTR de dois
estagios, em que um reator de crescimento (Estagio 1) supre um reator

de producao (Estagio 2), onde ocorre o volume de producdo de etanol.

O reator de crescimento ndo € operado com as etapas de
limitacdo de nutrientes descritas acima, assim, a cultura nao é téao

suscetivel 4 aclimatacido a uma condi¢ido limitada.

De acordo com uma modalidade de CSTR de dois estagios, o
Estagio de Crescimento é operado num tempo de retencgdo de liquido
(LRT) de aproximadamente 24 horas. O Estagio de Crescimento CSTR 1
é suprido com pantotenato ou cobalto no meio 2 para produzir uma
cultura saudavel (e pode produzir também acido acético). Assim, o
excesso de acido acético é produzido no reator, mas com uma estabili-
dade aumentada. Essa concentragdo de pantotenato ou cobalto é em
excesso do que seria normalmente suprido a um unico CSTR usado
para produzir etanol. O suprimento de gas para este reator é o gas nao
convertido 3 do Estagio de Produgédo 4 e o suprimento de liquido é o
meio fresco 2. O Estagio de Crescimento CSTR é operado sem recicla-

gem celular. O propésito deste reator de Estagio de Crescimento é
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proporcionar uma cultura saudavel para a producgéo posterior de etanol

que nao se aclimate a baixas concentragdes de pantotenato.

O reator do estagio de Produgdo 4 é operado a um LRT
nominal de menos de 20 horas. Esse CSTR com reciclagem celular é
alimentado com um gas 5 e pode ter baixas conversées. Ele é suprido
com um suprimento de meio fresco 6, assim como um suprimento de
cultura 7 a partir do Estagio de Crescimento. Pantotenato ou cobalto
minimo é suprido a este reator, uma vez que o excesso do Estagio de
Crescimento se encontre disponivel. A reciclagem celular 8 é usada
neste reator para obter a maior quantidade de produgao das células
enviadas de volta ao reator 9. A concentracdo do etanol de saida no
produto liquido 10 deve ser maior do que 20 g/L. As caracteristicas do
sistema CSTR de dois estagios incluem uma pequena mudanga para
aclimatacédo a baixas concentragdes de pantotenato ou cobalto; um LRT
global de menos do que ou igual a 30 horas; uma maior produtividade
de etanol e maior concentragdo de etanol esperadas a partir de um

unico CSTR do mesmo tamanho.
7 - Modificacoes na Partida

Outras etapas do método, que sao preferencialmente
utilizadas na pratica desta invengao, envolvem a producgido celular na
partida inicial da cultura de fermentacédo. A partida de um biorreator
com CO, CO.sub.2 e H.sub.2 para produzir etanol e acido acético é
realizada por meio da inoculacéo de lote a partir da cultura em estoque
ou empregando uma inoculagao continua a partir de um reator existen-
te como suprimento da cultura. Conforme observado anteriormente na
discussio sobre evitar a aclimatagédo da cultura a baixas concentragoes
de pantotenato ou cobalto, a cultura é trazida de modo desejavel para
uma concentragdo celular maior antes dos nutrientes limitadores, mas
suprindo o excesso de H.sub.2 para a cultura. Esta partida rapida evita

a aclimatagdo da cultura e produz boas proporgdes de produto (altas
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concentragdes de etanol e baixas concentragées de acetato). Caso néo
seja empregada a partida rapida, poderao ocorrer proporg¢des deficientes
de produto e a cultura pode aclimatar-se a baixas concentragées de

nutrientes na fase liquida e necessitar de uma reinoculagao no reator.

O reator é iniciado com um lote em fase liquida (meio
liquido nao inicialmente suprido continuamente para o reator), com
baixa agitacdo (talvez 400-600 rpm em um reator laboratorial New
Brunswick Scientific Bioflo. RTM.) e no pH desejado. A fase liquida do
reator consiste, assim, num lote de meio nutriente contendo vitaminas e
sais, com uma concentragdo nominal de nutriente limitador, seja ele
pantotenato de calcio ou cobalto (20. mu.g/L pantotenato ou 75 ppb
cobalto). Caso seja empregada a inoculagao continua a partir de um
reator existente, provavelmente a operagdo em fase liquida do lote néao é
necessaria. Neste caso, o gas é suprido continuamente para o reator
durante a partida inicial e controlado. Idealmente, a fase gasosa na
partida seria CO.sub.2- livre, H.sub.2-abundante e as velocidades do
gas e da agitacdo seriam mantidas em niveis baixos para evitar a
inibicao do substrato de CO.

Um protocolo geral de partida exemplificativo para a
producao e sustentacdo de concentragées de etanol comercialmente
viaveis a partir de CO, CO.sub.2 e H.sub.2 consiste em trés fases
distintas: (a) partida inicial, quando a producéo de células é critica; (b)
partida, em que a velocidade de produgao se torna critica; e (c) operagao
em estado estacionario. Essencialmente, a partida inicial é caracteriza-
da pela inoculagdo de um lote liquido, com um nutriente limitador
nominal selecionado a partir do cobalto (75 ppb) ou pantotenato de
calcio (20.mu.g/L) com o pH desejado (geralmente 4.5-5.5). Para
facilitar a partida, a velocidade de suprimento de gas e a velocidade de
agitacdo sdo mantidas preferencialmente baixas, enquanto o H.sub.2 é

suprido em excesso. A causa da produgéo de etanol durante a partida é
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H.sub.2 em excesso; a limitagdo de nutriente ocorre depois. Assim, os
nutrientes liquidos em excesso estdo presentes durante a partida para
evitar aclimatagao indesejada da cultura a baixos nutrientes. A medida
que a fermentagao prossegue durante um periodo de varias horas apds
a inoculagao, o CO.sub.2 é produzido e o H.sub.2 é consumido. As
mudancgas nestas velocidades indicavam que a velocidade de agitagao
deveria ser nominalmente e lentamente aumentada (talvez 200-300 rpm
num reator de laboratério, durante um periodo de 2-3 dias) para evitar

a limitacao da transferéncia de massa.

Esta iniciagao da producdo de CO.sub.2 ocorre muito mais
rapidamente nos sistemas que empregam a inoculagdo continua, ao
contrario da inoculagédo em lote a partir da cultura em estoque. Todavia,
se a velocidade de agitacao for aumentada muito rapidamente, ocorre a
inibicdo do substrato de CO. Esse procedimento de observar a conver-
siao de H.sub.2 (ou a produgido de CO.sub.2) enquanto aumenta
nominalmente a velocidade de agitagdo aumenta ocorre a uma velocida-
de relativamente alta até que a velocidade de agitagdo pretendida seja
alcangada. Durante esse tempo de aumento da velocidade de agitacao
na cultura liquida de batelada, a produgdo de células, em vez da

formacgao de produto, é da maior importancia.

Uma vez que seja atingida a velocidade de agitagdo (800-
1000 rpm no reator de laboratério New Brunswick Scientific Bioflo.
RTM), a cultura é deixada estacionaria para confirmar a absorgido de
H.sub.2. A partida é trocada para um modo em que a velocidade de
producdo se torna importante. E desejavel ter as conversées de CO
excedendo 80% e uma alta pressao parcial de H.sub.2 na saida de gas
(pelo menos 0,55 atm) para garantir a produgdo de etanol enquanto
limita o acetato e a concentragao livre de acido acético molecular. A
velocidade de alimentagdo do meio liquido é entdo ligada (para sistemas

com inoculagdo de lote a partir de cultura em estoque) para iniciar a
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alimentacédo continua de liquido e a velocidade de gas é aumentada em
incrementos de 10% em relagdo para a velocidade de fluxo pretendida.
H.sub.2 permanece em excesso para evitar a producido de acido acético
em excesso. Conforme a velocidade do gas é aumentada, os nutrientes
em fase liquida sdo limitados (pantotenato de calcio ou cobalto) € o
efeito dessa limitagdo é uma ligeira queda da conversio H.sub.2, na

producgao alvo.

Na operagéo no estado estacionario, é alcangada a produgio
de 15-35 g/L de etanol e 0-S g/L de acetato. Nesse estagio, pequenos
ajustes nos nutrientes limitadores, velocidades de abastecimento de
liquidos e velocidades de alimentacdo de gas sdo necessarios e escolhi-
dos por alguém capacitado na técnica com recurso e conhecimento de
causa, assim como os ensinamentos desta invenc¢do. Caso a reciclagem
de células deva ser adicionada ao método de producido de etanol, ela é
adicionada neste momento juntamente com um ajuste na velocidade do

gas (aumento) € na concentracao de nutrientes (diminuigio).

Os métodos descritos acima de produgdo e manutengio
continuas de altas concentragdes de etanol com baixas concentragoes
de acetato como subproduto sob condigées operacionais estaveis
intensificam o uso das bactérias sujeitas em escala comercial para a
producdo comercial de etanol a partir de CO, CO.sub.2 e H.sub.2. de
preferéncia, As etapas delineadas nos métodos acima superam as
limitagdes de utilizar as bactérias sujeitas para a produgao comercial de
etanol a partir de CO, CO.sub.2 e H.sub.2. De preferéncia, o método
emprega um biorreator continuo, embora a fermentagio em lote seja
também utilizada, ela ndo é provavelmente economicamente viavel para

a produgao de etanol em larga escala.

Os exemplos seguintes servirdo para ilustrar certas modali-
dades especificas das invengdes descritas aqui. Esses exemplos néo

devem, todavia, ser interpretados como limitadores do escopo da
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invengao inovatéria, pois existem muitas variagoes que podem ser feitas
sem sair do espirito da invengdo descrita, conforme os especialistas na

técnica reconhecerao.
Exemplos

Um experimento inicial foi conduzido para investigar o uso
de etanol e diéxido de carbono, como fonte de energia para a manuten-
¢cao da viabilidade de C. Ljungdahlii. Neste experimento, o diéxido de
carbono foi fornecido como bolhas de gas ao longo da cultura. A
concentracdo de acido livre foi controlada pela reducao da temperatura
a 25 graus C e pelo aumento do ponto de ajuste do pH. O gas de sintese
foi desligado e substituido por diéxido de carbono em bolhas de aproxi-
madamente 30 ml/minuto. A agitacio foi reduzida para um nivel baixo
que proporcionava uma mistura suficiente para distribuir calor e
adi¢ées de liquido dentro do reator. O pH foi elevado de 4,5 a 4,7. O
reator tinha uma alga de reciclo celular usando uma fibra oca que
permitia a saida do permeato a ser usado a fim de evitar a perda celular
durante o experimento. O fluxo do permeato foi igual ao fluxo do meio
para dentro do sistema. O tempo de retengiao de liquido ndo mudou,

permanecendo em 30 horas.

Apds 12 horas sem suprimento de gas de sintese, o etanol
medido e as concentragdes totais de acetila modificaram conforme era
esperado. O nivel de etanol diminuiu de 24,0 para 12,8 g/L enquanto o
nivel total de acetila aumentou de 4,2 para 10Ag/L. A temperatura
ajustada retornou para 38°C. Conforme a cultura estava aquecendo, a
agitacao foi aumentada para o mesmo nivel usado anteriormente; o
diéxido de carbono foi substituido por um fluxo de gas de sintese de

50% da velocidade do fluxo usado antes do experimento.

A purga de permeato foi interrompida. A cultura foi mantida

nesta condi¢cdo durante 14 horas. Durante este tempo, a absor¢édo do



10

15

20

25

30

41/73

monoéxido de carbono permaneceu estavel e a absorgiao de hidrogénio foi
melhorada. Quando a absor¢io de hidrogénio tinha melhorado de
maneira significativa, o fluxo de gas foi aumentado para atingir o fluxo
pré-experimental. Dentro de 47,5 horas, o fluxo do gas de sintese tinha
retornado aos valores pré-experimentais. Conforme o fluxo de gas de
alimentacdo aumentava, a concentraciao total de acetila diminuia e a
concentracdo de etanol aumentava. A concentragcido total de acetila
voltou aos niveis experimentais dentro de 32 horas. A concentragao de

etanol chegou perto dos niveis experimentais depois de 70,5 horas.

Neste experimento, o didoxido de carbono foi provido por um
fluxo continuo de uma solugdao de bicarbonato de sédio a 7,7% para
dentro da cultura. A temperatura foi reduzida para 25°C. A concentra-
cdo de acido acético livre foi controlada pelo abaixamento da temperatu-
ra a 25°C, aumentando o pH e aumentando o fluxo de liquido através
da cultura. O gas de sintese foi desligado e trocado por um fluxo
continuo de bicarbonato de sédio a 7,7%. Na presen¢a de um ambiente
acido, o bicarbonato de sodio degrada-se num ion de sédio, agua e
diéxido de carbono, provendo, assim, o diéxido de carbono necessario
para a conversao do etanol em acido livre. A agitacdo foi reduzida a um
nivel baixo que proporcionou exatamente a mistura suficiente para
distribuigédo de calor e adigées de liquidos dentro do reator. O nivel de
pH nao foi controlado, mas, conforme o bicarbonato era adicionado a
cultura, o pH aumentava lentamente através do experimento, o que
ajudou a controlar a concentragao de acido livre. O reator tinha uma
alca de reciclagem celular usando uma membrana de fibra oca que
permitia que uma purga do permeato fosse usada, a fim de evitar a
perda celular durante o experimento. O fluxo de permeato foi igual ao
fluxo do meio, mais o fluxo adicional de bicarbonato de sédio para
dentro do sistema. O fluxo extra de bicarbonato reduziu o tempo de

retenc¢ao do liquido de 29 para 21 horas.
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Durante o experimento, a concentraciao de etanol diminuiu
conforme a concentracgao total de acetila aumentava de modo constante.
Dentro de 5,5 horas, a concentragdo do etanol diminuiu de 21,0 para
14,1 g/L, enquanto o nivel total de acetila tinha aumentado de 4,4 para
9,1 g/L. O pH medido tinha também aumentado de 4,48 para 4,84. Em
um esfor¢o para controlar a concentracédo de acido, o fluxo de nutrien-
tes aumentou de 1,33 ml/minuto para 2,81 ml/minuto, 5,6 horas apés
o inicio do experimento. A purga do permeato foi também aumentada de
1,86 para 3,48 ml/minuto. para evitar a lavagem indesejada de células.
Estas mudanc¢as diminuiram o tempo de retencédo de liquido de 21 para
12 horas. Isso teve o efeito desejado de manter a concentraciao de acido
mais baixa. Duas horas apdés as mudangas nos fluxos de liquido, a
concentragao total de acetila tinha aumentado para somente 9,4 g/L.
Todavia, a concentracdo de etanol caiu a uma velocidade mais alta de
14,1 para 10,7 g/L. Ap6s 8 horas sem suprimento de gas de sintese, o
etanol medido e as concentragoes totais de acetila mudaram conforme
era esperado. O nivel de etanol diminuiu de 21,0 para 10,7 g/L,
enquanto o nivel total de acetila aumentou de 4,4 para 9,4 g/L. A
temperatura voltou para os 38°C. Conforme a cultura aquecia, a
agitacdo diminuia para o mesmo nivel utilizado anteriormente; a adigao
de bicarbonato de sédio foi interrompida, o fluxo de gas de sintese foi
iniciado a 50% do fluxo utilizado anteriormente ao experimento; e a
purga de permeato cessou. A cultura foi mantida nessas condigoes
durante apenas 50 minutos. O fluxo de gas foi aumentado para o fluxo
anterior. Apés 29,2 horas, o fluxo de gas de sintese retornou as veloci-
dades pré-experimentais. Conforme o fluxo de gas aumentava, a
concentracao total de acetila diminuia e a concentracdo de etanol
aumentava para as concentragées pré-experimentais depois de 43,2
horas. Assim, 0 etanol que ja estava no fermentador pode ser utilizado
juntamente com o diéxido de carbono para manter a viabilidade da

cultura durante a interrup¢éao do gas de sintese.
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Exemplo 1
Estudos de Perda de Gas de Microorganismos
Usando Etanol e Conversao de CO2 para Energia

O propésito da experimentagdo com microorganismos foi
determinar um método de manutencédo de cultura no caso de uma
perda de gas durante um periodo prolongado (>30 minutos). Neste
exemplo, o foco esteve sobre a adicdo de CO2 para a conversdo de
etanol a acido livre como forma de a cultura obter energia durante a

perda de gas de sintese.

Sabe-se ha algum tempo que certos microorganismos
acetogénicos conseguem converter etanol de volta para acido acético
usando CO2, mas nenhum teste foi feito para determinar se esse
processo poderia ser utilizado para manter a cultura por longos
periodos de tempo, quando ndo havia gas de sintese disponivel. Uma
modalidade da presente invengado proporciona uma solugdo para a
sobrevivéncia a perda de suprimento de gas desde que etanol e CO2 (na
forma de bicarbonato de sbédio) estejam prontamente disponiveis para
uso devido as operacoes normais do biorreator. Além da adigcao de CO2
para a conversao de etanol a acido, a temperatura da cultura diminuiu
durante alguns dos experimentos, como forma de diminuir a atividade
da cultura. Uma atividade celular mais lenta deveria reduzir a quanti-
dade de energia necessaria, a quantidade de CO2 e etanol necessarias e

a quantidade de acido produzido.

Para esses experimentos, o biorreator foi acionado através
de CSTR tanto com reciclagem celular como al¢ca de enrolamento de
resfriamento de cultura. Uma purga de permeato foi usada durante os
experimentos para impedir a perda indesejada de células, mas o fluxo

de purga foi desviado para residuo e nao foi reciclado para o biorreator.
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Durante as operagdes normais do biorreator, a temperatura de cultura
foi mantida em 38°C; a agitagao foi de 400 rpm; o volume de cultura
aproximado foi de cerca de 2,4 L; e o pH foi estabelecido em 4,5. Uma
solugédo de 7,7% de NaHCOS3 foi utilizada para controle do pH. O gas
escolhido foi o gas de sintese contendo 15% de H2, 45% de N2, 30% de
CO e 10% de CO2. A velocidade do gas de sintese foi de quase 475
ml/minuto. O meio foi suprido para o reator com valores de 1,30-1,35
ml/minuto ou quase 1870-1940 mL/dia. Os tempos de retencédo de
liquido e de células foi de 25-30 horas em média. O meio utilizado foi Ix
EtOH, regularmente utilizado para cultura de C-01. Os componentes e

suas concentragoes estado listados na Tabela 1 abaixo.

Durante as operagdées normais, as bactérias CL usam os
componentes de gas de sintese CO, H2 e CO, carbono e fonte de energia
ou elétrons. Em razao disso, deve-se tomar cuidado para impedir a fim
de sustentar a cultura. Todavia, se o suprimento de gas for interrompi-
do, o etanol e o CO2 utilizados serdao para produzir acido acético,

conforme a Equagéo (1) abaixo.
2 CH3-CH2-OH + 2 CO2 «3CH3-COOH Equacgéo (1)

Através dessa reacao, as células podem adquirir elétrons
para sobreviver a oxidagéao do alcool na forma de acido carboxilico. Caso
o suprimento de gas seja interrompido, a cultura adquire elétrons,
enquanto nao ganha carbono, diminuindo, assim, o crescimento
celular. Acred<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>