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PROPANODIOL E 2,3-BUTANODIOL A PARTIR DE MATERIAL DE
AMIDO NATURAL. A presente invencao refere-se a um método para
produg¢édo de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a partir de materiais de
amido natural, incluindo as etapas que seguem: 1) Candida krusei ou
Hansenula Arabitolgens Fang s&o inoculadas em um meio de
fermentagéo com o liquido de sacarificagdo dos amidos naturais como
uma fonte de carbono; as células de levedura sdo culturadas em uma
condicdo aerdbica até que a taxa de consumo de glicose seja
significantemente reduzida, e entdo fermentadas anaerobicamente
para uma concentragdo de glicose de 5 a 10 g/L; o caldo de
fermentagéo é coletado e filtrado para remover as células de levedura
no caldo, e o filtrado resultante é caldo de fermentacgéo de glicerina; 2)
Klebsiella, Clostridium butyricum ou Clostridium pasteurianum séao
inoculadas em um meio de fermentagdo no qual o caldo de
fermentagéo de glicerina obtido a partir da etapa 1) serve como uma
fonte de carbono; as bactérias sdo fermentadas anaerobicamente por
30-32 horas, e entdo fermentadas aerobiamente quando a taxa de
produgéo de 1 ,3-propanodiol diminuiu obviamente, e a fermentagéo foi
parada quando a concentragdo de glicerina é reduzida para um nivel
abaixo de 10 g/L, e finalmente 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol sé&o
obtidos. O método da presente invengdo pode reduzir eficazmente o
custo de produgéo e aumentar a produtividade.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
PARA PRODUCAO DE 1,3-PROPANODIOL E 2,3-BUTANODIOL A PAR-
TIR DE MATERIAL DE AMIDO NATURAL".
CAMPO DA TECNICA

A presente invengdo refere-se a um método para produgédo de

1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol, particularmente um método para produgao
de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a partir de materiais de amido natural.
ANTECEDENTES DAS TECNICAS

1,3-Propanodio| (PDO), como uma matéria-prima importante pa- |

ra a industria quimica, pode ser usado como um solvente organico em tintas,
corantes e impresséo, revestimentos, lubrificantes ou industria anticongelan-

te e similares. 1,3-Propanodiol pode agir como um mondmero na sintese de

poliésteres e poliuretann esnecialmente para polimerizar com 4cido terehidli-

co para formar politrimetileno tereftalato (PTT), que exibe melhores desem- -

penhos comparado com aqueles polimeros sintetizados a partir de 1,2-

* propanodiol, butanodiol e monémero de giicol. Agora, dezenas de milhdes

de toneladas de polietileno tereftalatos (PET) sdo consumidas a cada ano
em todo o mundo. PTT é comparavel a PET em estabilidade quimica, biode-
gradabilidade e similar, no entanto mais excelente em resisténcia & poluicéo,
dureza, resiliéncia elastica, resisténcia a UV e similar. Ainda, PTT também
tem outras vantagens, tal como resisténcia a abrasdo ou capacidade de
desgaste, baika absorgéo de agua, eletricidade estatica baixa, etc, capaz de
competir com nailon no mercado de tapete. Ele pode ser também usado em
tecidos nao-tecidos, plasticos de engenharia, roupas, enfeites domésticos,
materiais de revestimento, tecidos e similar. PTT foi avaliado como um dos
seis melhores petroquimicos novos nos USA em 1998, e considerado como
o produto atual ao invés de PET.

O excelente desempenho e potencial de mercado de PTT foram
reconhecidos 50 anos atras. E muito dificil produzir PTT em uma escala in-
dustrial grande devido a dificuldade técnica grande e custo na producéo de
sua matéria-prima, 1,3-propanodiol. Até agora, apenas duas corporagdes

internacionais, Dupont e Shell, produzem 1,3-propanodiol para uso proprio
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para sua sintese de PTT a partir de éxido de etileno ou propileno como ma-
térias-primas através de uma via de sintese quimica convencional. Existe
varias deficiéncias nos processos de sintese quimica, incluindo subprodutos
excessivos: seletividade pobre; requer condicbes de operagdo especiais, tal
como temperatura e pressao altas; enormes custos com equipamento; suas
matérias-primas sendo fontes ndo-reproduziveis; e éxido de etileno e o pro-
duto intermediario acroleina produzidos em uma outra via sendo matérias
perigosas combustiveis, explosivas ou virulentas, respectivamente. O pro-
cesso de fefmentagéo para produg¢ao de 1,3-propanodiol foi focado nos ulti-
mos anos devido a alta seletividade e condigbes de operagdo suaves.

Como um subproduto na fermentagdo de 1,3-propanodiol, 2,3-
butanodiol também é uma matéria-prima importante na industria quimica. Ele

A 1im limiidn infnlar o inecinida A nAad
R L R A A LR S ) A% |J\J\.l

110 Coimbusiiveis, e usa-

a
w
m

do para preparar polimeros, tintas, perfumes, anticongelantes, fumigantes,
umidificantes, agente de amaciamento, plastificante, explosivos, veiculos
quirais para agentes farmacéuticos e similar. Também, 2,3-butanodiol pode
servir como uma matéria;prima muito valiosa na industria quimica para sinte-
tizar outros agentes quimi’cos, por exemplo, desidratar 2,3-butanod‘iol para
formar metil etil cetona com aplicagdes bastante extensivas, e desidratar
mais para formar 1,3-butadieno. 2,3-Butanodiol pode ser polimerizado para
produzir estireno através de reagao Diels-Alder. 2,3-Butanodiol e metil etil
cetona podem condensar e entdo se submeter a uma reagdo de hidrogena-
¢ao para formar octano, qUe pode ser usado para produzir materiais de alta
qualidade para aviagéo. 2,3-Butanodiol reage com acido acético para formar
diacetato de 2,3-butanodiol, que pode ser adicionado a manteigas para me-
lhorar o sabor. Em geral, 2,3-butanodiol, ndo entanto, ndo deve ser separado
e purificado como um produto devido a seus baixos rendimentos na fermen-
tacao de 1,3-propanodiol.

Atualmente, existe dois métodos principais para producdo de
1,3-propanodiol, métodos quimico e bioldgico. Comparado com métodos de
sintese quimica, métodos de fermentagdo de micrdbio para producéo de 1,3-

propanodiol possuem muitas vantagens significantes, incluindo condigdes de
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produgdo suaves, boa seletividade, menos subprodutos, facilidade de sepa-
rar e purificar, sem poluicdo ambiental, etc, e mais e mais atencao deve ser
dada a tais métodos. '

Atualmente, existe varios cursos para producdo de 1,3-
propanodiol através de métodos bioldgicos:

1. Bactérias intestinais sao utilizadas para converter glicerol em
1,3-propanodiol sob condi¢des anaerdbicas (vide US5254467, EP0373230
A1), _

2. Fermentagao anaerdbica com bactérias tal como Klebsiella
sob condi¢cbes anaerdbicas para produzir 1,3-propanodiol (Ruch e outros,
Regulation of glycerol catabolism in Klebsiella aerogenes, J. Bacteriol. 1974,
119(1):50-56; Streekstra e outros, Overflow metabolismo during anaeric
growth of Klebsiella pneumoniae NCT418 on glycerol and dihydroxyacetone
in chemostat culture. Arch. Microbiol., 1987, 147:268-275; Zeng e outros, .
Pathways analysis of glycerol fermentation by Klebsiella pneumonia: Regula-
tion of reducing equivalent balance and product formation. Enzyme Microbiol
Technol. 1993, 15:770-779).

’ 3. Klebsiella sao utilizadas sob condi¢des microaerdbicas para
produzir 1,3-propanodiol através de fermentacdo (vide Wang Jianfang, etc,
Study on microaerobic conversion of glycerin to 1,3-propanodiol by Klebsiella
pneumoniae, Modern Chemical Industry, 2001, 21(5):28-31; e Publicagao de

" Patente Chinesa No. CN1348007, A method for microaerobic fermentive |

production of 1,3-propanodiol, expedida para Xiu Zhilong, etc).

4. Klebsiella sao utilizadas sob condi¢gdes anaerdbicas para pro-
duzir 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol através de fermentagao (Biebl e ou-
tros, Fermentation of glycerol to 1,3-propanodiol and 2,3-butanodiol. App!.

Microbiol. Biotechnol., 1998, 50:24-29).

5. 1,3-Propanodiol e 2,3-butanodiol sdo produzidos a partir de
glicerol através de um método de fermentag&o microbiano de dois estagios
(Liu Dehua, etc., Pedido de Patente No. 200410037692.3).

- 6. Um método para producao de 1,3-propanodiol através de uma

fermentacéo microbiana de duas etapas (Xiu Zhilong, etc., Patente Chinesa
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No. ZL01138769.6).

Os métodos 1-3 acima utilizam todos glicerol como substratos
para produzir um produto unico 1,3-propanodiol, e a concentragao de 1,3-
propanodiol no caldo € muito baixa, entdo seus custos de produgdo sdo mui-
to altos. O método 4 propde uma fermentagao para produzir simultaneamen-
te 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol, no entanto, seu nivel de fermentacao ¢
muito baixo devido as limitagdes de condigbes técnicas. O método 5 adota
um novo processo usando condigdes anaerdbicas em estagio inicial e um
condigao aerobica em estadio final, 0 que aumenta significantemente a con-
centracao dos produtos de fermentagao 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol, e,
até certo ponto, diminui os custos de produ¢éo; mas os custos de produgao
sdo ainda relativamente altos porque este método também utiliza glicerol
como substratos. O método 6 prové um método de fermentacdo de duas
etapas para produzir 1,3-propanodiol a partir de matérias-primas tal como
amidos, qUe, teoricamente, pode diminuir acentuadamente os custo de pro-
ducdo; mas, devido as limitagdes de condigcbes técnicas, a concentragao de
glicerol é apenas 49,9 g/L com um rendimento de apenas 39,1% em mol, e a
concentragao de 1,3-propanodiol € também muito baixa e apenas 13,18 g/L
com um rendimento de 22,8% em mol e suas modalidades mais preferidas.
DESCRICAQ DA INVENCAQ

Um objetivo da presente invengéo é prover um método para pro-

ducéo de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a partir de materiais de amido
natural. |

- Um método para producgéo de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a
partir de materiais de amido_ natural provido pela invengao inciui as etapas
que seguem:

1) Candida krusei ou Hansenula arabitolgens fang séo inocula-
das em um meio de fermentagdo com o liquido de sacarificacao de amidos
naturais como uma fonte de carbono, usando uma condigdo aerdbica em
estagio inicial e uma condigdo anaerdbica em estagio posterior, isto €, as
células de levedura sdo culturadas na condigcdo aerébica até a taxa de con-

sumo de glicose ser significantemente reduzida, e entdo fermentadas anae-
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robicamente para uma concentragdo de glicose de a partirde 5 a 10 g/L. O
caldo de fefmentagéo é coletado e filtrado para remover as células de leve-
dura no caldo de fermentagao, e o filtrado resultante é caldo de fermentacédo
de glicerina.

2) Klebsiella, Clostridium butyricum ou Clostridium pasteurianum
sao inoculadas em um meio de fermentacdo onde o caldo de fermentagao
de glicerina obtido da etapa 1) serve como uma fonte de carbono. As bacté-
rias séo fermentadas anaerobiamente por 30-32 horas, € entdao fermentadas
aerobicamente quando a taxa de produg¢ao de 1,3-propanodiol diminuiu ob-
viamenté, e a fermentagao foi parada quando a concentragdo de in'cerina é
reduzida para um nivel abaixo de 10 g/L, e finalmente 1,3-propanodiol e 2,3-
butanodiol sao obtidos.

Onde as células de levedura removidas através de filtragem na
etapa 1) podem ser recuperadas diretamente para a préxima batelada de
fermentagao; a recuperacdo de célula pode diminuir o periodo de cultura da
semente da proxima batelada. -

As Candida krusei ou Hansenula arabitolgens fans sao de uma
semente primaria ou secundaria; a semente primaria é preparada de acordo
com os procedimentos que seguem: as Candida krusei ou Hansenula arabi-
tolgens fans sao inoculadas em um meio de semente contendo o liquido de
sacarificagdo de amidos naturais, e culturadas em um frasco de agitagédo
com uma carga de liquido de 1/5 do volume do frasco a 30-352 C por 18-20
horas, usando um raio de giro de 25 mm e uma velocidade de rotacdo de a
partir de 200 a 250 rpm. A semente secundaria é preparada como segue: a
semente primaria é inoculada em um meio de semente com o liquido de sa-
carificagcdo de amidos naturais como uma fonte de carbono em um fermen-
tador, e cultura a 30-35° C por 5-7 horas, usando uma velocidade de mistura
de a partir de 300 a 500 rpm e uma quantidade de aeracao de 0,2-0,5 vvm.

O meio de fermentagdo com o liquido de sacarifi'cagéo de ami-
dos naturais como uma fonte de carbono tem um pH de 4-5, e contém ainda
pasta fluida de amido e uréia; o teor do liquido de sacarificagdo de amidos

naturais € calculado com base em que todos os agucares de redugéo no li-
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quido de sacarificagdo de amidos naturais sdo considerados como glicbse, e
€ até 260-350 g/L de glicose no meio; o teor de pasta fluida de amido é 2-3
g/L; e o teor de uréia é 2,5-4 g/L.

O meio de semente contendo o liquido de sacarificagdo de ami-
dos naturais tem um pH de 4-5, e contém ainda pasta fluida de amido e uréi-
a; o teor do liquido de sacarificagdo de amidos naturais é calculado com ba-
se em que todos os agucares de reducgdo no liquido de sacarificacdo de a-
midos naturais sao considerados como glicose, e é até 80-100 g/L de glicose
no meio; o teor da pasta fluida de amido é 2-3 g/L; e o teor de uréia é 2-3
g/L.

Os amidos naturais na etapa 1) podem ser materiais de amidos
tal como amido de batata doce, amido de milho ou tapioca; e o valor de DE
do liquido de sacarificagao de amidos naturais é 90-110.

7 O liquido de sacarificagdo de amidos naturais pode ser prepara-
do de acordo com os procedimentos que seguem: formulacdo de uma emul-
s@o de amido a partir de amidos naturais e 4gua em uma razao de massa de
1:1800-2000§ adicdo de uma enzima de liguefacao duas vezes a 80-85° C e
90-95° C, respectivamente, e para cada vez usar 3-5_ U/grama de amido na-
tural; liquefazer por 40-50 minutos;: entdo aumentar a temperatura para 110-
120° C para inativar a enzima; resfriar; adicionar uma enzima de sacarifica-
¢ao de 150-200 U/grama de amido; sacarificar a 50-60° C por 8-12 horas; e
obter um liquido de.sécariﬁcagéo de amidos naturais tendo um valor DE de
90-110. | |

- Klebsiella, Clostridium butyricum ou Clostridium pasteurianum
sdo de uma semente primaria ou secundaria; a semente primaria é prepara-
da de acordo com os procedimentos que seguem: Klebsiella, Clostridium

butyricum ou Clostridium pasteurianum s&o inoculadas em um meio de se-

mente formulado a partir do caldo de fermentacéo de glicerina obtido na eta-

pa 1) e culturadas sob condi¢des aerdbicas em um frasco de agitacdo com
uma carga de liquido de 1/5 do volume de frasco a 30-332 C por 18-20 ho-
ras, usando um raio de rotagdo de 25 mm e uma velocidade de rotagao de

130 a 150 rpm. A semente secundaria é preparada como segue: uma se-
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mente primaria é inoculada em um meio de semente formulado a partir do
caldo de fermentacao de glicerina na etapa 1) em um fermentador e cultura-
da a 30-33° C por 5-10 horas, usando uma velocidade de mistura de 60 a
150 rpm e uma quantidade de aeragao de 0,2-0,5 vvm.

O meio de fermentacao com o caldo de fermentagao de glicerina
obtido na etapa 1) como uma fonte de carbono tem um pH de 6,8-8,0, o teor
do caldo de fermentagao de glicerina é até 20-80 g/L de glicerina no meio
conforme calculado em uma base de glicerina; o meio de fermentacédo com o
caldo de fermentacao de glicerina como uma fonte de carbono contém ainda |
2,225-3,5 g/L de KoHPO,4 - 3H,0, 2,0-4,0 g/L (NH4).S04, 0,65-1,2 g/L de
KHoPO4, 0,1-0,2 g/L dé MgSO, - 7H.0, 1-1,5 g/L de pé de levedura, uma so-
lugdo de elementos trago de 2-3 mL/L e 0,1 mL/L de agente antiespumante.
A solugdo de elementos trago consiste em 70 mg/L de ZnCl,, 100 mg/L de
MnClz - 4H20, 60 mg/L de H3BOs, 200 mg/L de CoCl; - 6H20, 25 mg/L de
NiCl, - 6H50, 27,64 m/L de NiCl, - H,O, 35 mg/L de NaMoO,4 . 2H.0, 20
mg/L de CuCl, . H20O, 29,28 mg/L de CuSO, ..5H,0 e 0,9 ml/L de HCI con-
centrado. '

O meio de fermentacao com o caldo de fermentacao de glicerina
obtido na etapa 1) como uma fonte de carbono tem-um pH de 6,8-8,0, o teor
do caldo de fermentagao de glicerina é até 20 g/L de glicerina no meio con-
forme ca|cu|ado em uma base de glicerina; o meio de fermentagdo com o
caldo de fermentagéo de glicerina como uma fonte de carbono contém ainda
4,45-5,6 g/L de K,HPO, - 3H20, 2,0-4,0 g/L (NH4).SO,, 1,3-2,6 g/L de
KH2POy4, 0,1-0,2 g/L de MgSO, - 7H20, 1,0-2,0 g/L de p6 de levedura, 1,0-2,0
g/L. de CaCO3 e uma solugao de elementos trago de 2-3 ml/L. A solugao de
elementos trago consiste em 70 mg/L de ZnCl,, 100 mg/L de MnCl, - 4H,0,
60 mg/L de H3BO3, 200 mg/L de CoCl; - 6H.0, 25 mg/L de NiCl, - 6H0,
27,64 mg/L de NiCl, - H,0, 35 mg/L de NazMoO, ' 2H,0, 20 mg/L de CuCl, -
H20, 29,28 mg/L de CuSO,4" 5H,0 e 0,9 mL/L de HCI concentrado.

A temperatura de fermentacéo no processo de fermentacao da
etapa 1) é 30-35° C. '

A condicao aerdbica na etapa 1) é aerar o ar durante o processo



10

15

20

25

30

de fermentagdo, com uma quantidade de aerag¢édo de 0,5-2 vwm (L/L/min,
uma razao.do volume de aeragdo de ar em um fermentador por minuto para
o volume do caldo de fermentagao no fermentador); a condi¢do anaerdbica
na etapa 1) é aerar gas nitrogénio durante o processo de fermentacdo, com
uma quantidade de aerag¢ao de 0,2-2 vvm (L/L/min, uma razdo do volume de
gas nitrogénio aerando para um fermentador por minuto para o volume do |
caldo de fermentagao no fermentador).

O caldo de fermentacgado de glicerina obtido na etapa 1) é adicio-
nado semicontinuo (fed-batch) durante o processo de fermentacgéo da etapa
2), permitindo que o teor de glicerina no meio seja mantido em 20-80 g/L.

Fonte de nitrogénio é suplementada duas vezes durante o pro-
cesso de fermentagéo da etapa 2), cada uma adicionando p6 de levedura e
(NH4)2SO4 em uma quantidade de 0,8 g de p6 de levedura/L de meio e 1 g
de (NH4)2SO4/L de meio, respectivamente. _

O pH ¢ 6,8-8,0 e a temperatura de fermentacdo é 30-37° C du-
rante o processo de fermentagcéo da etapa 2).

O método inclui ainda uma etapa de purificacao de 1,3-
propanodiol e 2,3-butanodiol, isto &, coleta do caldo de fermentagéo, filtra-
gem para remover a massa bacteriana e acumulo do filtrado para permitir
que ele dessalinize, destile e retifique sob vacuo.

AS MODALIDADES PREFERIDAS PARA IMPLEMENTAR A INVENCAO

Os métodos experimentais que seguem sao todos métodos con-

vencionais a menos que de outro modo especificado.

- Exemplo 1. Produgéo de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a par-

‘tir de amidos de milho naturais

1. A liquefacgao e sacarificagao dos materiais de amido natural.

1475 g de amidos de milho naturais e 2722 L de agua foram formUIados co-
mo emulsdo de amido. A emuls3o foi aquecida, adicionada enzima de lique-
fagcdo (5 U/grama de amido) duas vezes a 80° C e 95° C e liquefeita por 50

minutos. E entdo a temperatura foi aumentada para 1102 C para inativar a

~ enzima. A mistura foi esfriada e adicionada enzima de sacarificagdo (200

U/grama de amido), entdo sacarificada a 60° C por 9 horas. Os resultados
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medidos mostram que o valor de glicose (valor de DE (equivalente de dex-
trose), com referéncia a porcentagem de glicose em massas secas, confor-
me calculado com base em que todos os agucares de reducdo em liquido de
sacarificagao sao considerados como glicoses) do liquido de sacarificagdo é

103,46 e a concentragao de dextrose no liquido de sacarificagao é 31,55%.

2. Produgéo de glicerina através da fermentacao do liquido de sa-

carificagao _

(1) Cepas: Candida krusei 2.1048 (comercialmente disponivel do
Institute of Micrbbio/ogy, Chinese Academy of Sciences)

(2) Meios:

Meio "Slant” (g/L): glicose (preparada com o liquido de sacarifi-
cacao da etapa 1), 200; pasta fluida de amido, 3, uréia, 3; e agar, 20.

Meio de semente: glicose (preparada com o liquido de sacarifi-
cacao da etapa 1), 100; pasta fluida de amido, 3, e uréia, 3.

Meio de fermentacao: glicose (preparada com o liquido de saca-

rificacao da etapa 1), 315; pasta fluida de amido, 3, e uréia, 2,5.

Os meios acima sdo todos ajustados para um pH de 4-4,5 e es-
terilizados a 1102 C por 15 minutos.

(3) Cultura de semente

Candida krusei 2.1048 sao inoculadas em meio "slant" e cultura-
das a 35° C por 24 horas para ativar a cepa.

As Candida krusei 2.1048 ativadas sdo inoculadas em meio de
semente contendo liquido de sacarifica(;éo de amido natural, e sementes
primarias sao obtidas através de cultura em um frasco de agitagdo (um fras-
co conico de 500 mL, com uma carga de liquido de 100 mL) a 35° C, 200 |
rpm (um raio de rotacao de 25 mm) por 20 horas.

Segundas sementes sdo obtidas através de inoculagdo das se-
mentes primarias em meio de semente contendo liquido de sacarificacdo de
amido natural e cultura em uma velocidade de mistura de 300-500 rpm a 35°
C por 5-7 horas, corh uma quantidade de aeracao de 0,2-0,5 vvm.

. (4) Fermentacao

Fermentagéo foi realizada através de qualquer um dos trés pro-
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cedimentos que seguem:

- A. Fermentagao foi realizada com um fermentador de 5 L e se-
mentes primarias. As sementes primarias foram inoculadas em um meio de
fermentagdo em uma razéo de volume de 10% e a fermentacéo foi realizada
no fermentador de 5 L, aerando ar em uma quantidade de 2,0 vwm durante
as primeiras 60 horas e gas nitrogénio em uma quantidade de 0,5 vvm apds
60 horas em uma velocidade de mistura de 500 rpm e cultura por 70 horas.
A temperatura de fermentagcao permaneceu em 30° C durante o processo de
fermentagéo. O rendimento da glicerina foi medido e os resultados mostra-
ram que a glicerina estava em uma concentracdo de 165 g/L, os acgucares
restantes estavam em uma concentragéo de 5 g/L e o rendimento de gliceri-
na versus glicose era 52,4% em massa.

B. Fermentacgdo foi realizada com um fermentador de 500 L e
sementes secundarias. As sementes secundarias foram inoculadas em um
me.io de fermentagdo em um razao de volume de 10% e a fermentacéo foi
realizada no fermentador de 500 L, aerando ar em uma quantidade de 0,8
vvm durante as primeiras 60 horas e gas nitrogénio em uma quantidade de
0,2 vwm apéds 60 horas em uma velocidade de mistura de 300 rpm e cultura
por 72 horas. A temperatura de fermentagdao permaneceu em 332 C durante
todo o processo de fermenta¢do. O rendimento da glicerina foi medido e os
resultados mostraram que a glicerina estava em uma concentragéo de 179
g/L, os acucares reéténtes estavam em uma concentragdo de 5 g/L e o ren-
dimento de glicerina versus glicose éra 55,38% em massa; |

- C. Fermentagéo foi realizada com um fermentador de 75000L e
sementes secundarias. As sementes secundarias foram inoculadas em um
meio de fermentagdo em uma razdo em volume de 10% e a fermentacéo foi
realizada no fermentador de 75000L, aeragdo de ar em uma quahtidade de
0,5 vvm durante as primeiras 60 horas e gds nitrogénio em uma quantidade
de 0,2 vvm apés 60 horas em uma velocidade de mistura}de 300 rpm e cul-
tura por 72 horas. A temperatura de fermentagdo permaneceu a 35° C du-
rante todo o processo de fermentagédo. O rendimento da glicerina foi medido

e os resultados mostraram que a glicerina estava em uma concentragao de
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258 g/l., os agucares restantes estavam em uma concentragdo de 5 g/L e o
rendimento da glicerina versus glicose era 53,3% em massa.

3. Produgéo de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol através de fer-
mentagao do caldo de fermentagao de glicerina

(1) O caldo de fermentagédo de glicerina da etapa anterior foi fil-
trado para remover Candida krusei 2.1048. As células filtradas foram usadas
diretamente na batelada seguinte de fermentacdo de glicerina sob as mes-
mas condigOes de fermentagéo com a primeira batelada. O filtrado resultante
é usado para fermentar 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol.

(2) Cepas: Klebsiella pneumoniae 1.1734 (comercialménte dis-
ponivel do Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences)

(3) Os ingredientes de meio de semente e de fermentagdo para
1,3-propanodiol sao listados na Tabela 1 abaixo, onde as composicées da
solugao de elementos trago sao listadas na Tabela 2 abaixo.

Tabela 1. Os ingredientes de meio de semente e de fermentacéo

Ingredientes do Meio Meio de Semente Meio de Fermentacao
(/L) | (L)
Glicerina (formulada 209 20-80 g

através do caldo de
fermentagao de gliceri-
na da etapa 2)

K2HPO, - 3H,0 4,459 2,225 g
(NH4)2SO4 2,09 . 20g
~ KHaPO, 1,39 0,659
MgSO, - 7H.0 02g | 02g
P6 de Levedura 1,09 1,59
Solugao de elementos 2 mL 2mL
traco '
CaCog 2,0g
Agentes antiespuman- _ 0,1 mL

tes
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Tabela 2. Ingredientes de Solucao de Elemento Trago

Solugédo de Elementos Trago (mg/L)

ZnCly 70 (mg/L)

MnCl- 4H,0O 100 (mg/L)

HyBO4 60 (mg/L)

CoCl, - 6H,0 200 (mg/L)

NiCly - 6H,0 ' - 25 (mg/L)
NiClz - H20O 27,64 (mg/L)

Na:MoQO, 2H.0 35 (mg/L)

CuCly . HO 20 (mg/L)
CuSO, " 5 HO 29,28 (mg/L)

HCI concentrado (37%) 0,9 (mg/L)

O pH do meio acima é 6,8-8,0.

(4) Cultura de semente: Klebsiella pneumoniae 1.1734 foi inocu-
lada no meio de semente formulado com o caldo de fermentagéo de glicerina
da etapa 2 (um frasco cénico de 500 mL com uma carga de liquido de 100
mL) e cultura a 30° C em uma velocidade de agitador de 150 rpm (com um
raio de rotacao de 25 rhm). Sementes primarias foram obtidas através de
uma cultura aerébica por 18 horas; e entdo o caldo de fermentagdo neste
frasco de agitacao foi inoculado em uma razao de volume de 2% para o fer-
mentador carregado como meio de semente e culturado em uma velocidade
de mistura de 60-150 rpm a 302 C com uma quantidade de aerag¢éo de 0,2-
0,5 vvm por 5-10 horas para se obter sementes secundarias.

(5) Cultura de Fermentagao ‘

. Fermentacéo foi realizada através de qualquer um dos métodos
C, D e E que seguem, e métodos A e B foram tomados como controle: ,

A. Um fermentador de 5L foi usado, a temperatura de cultura era
37° C e o valor do pH foi ajustado para 6,8 com KOH. O liquido semente foi
inoculado no meio de f’ermentagéo (com uma concentragdo de glicerina de
56 g/L) preparado com o caldo de fermentagdo de glicerina da etapa 2, ne-
nhum caldo de fermentacé@o de glicerina foi alimentado durante o processo
de fermentacao. O fermentador foi girado em uma velocidade de 150 rpm.

Gas nitrogénio foi aerado a 0,5 vvm. A fermentacao foi realizada por 30 ho-
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ras e as concentrag¢des de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol foram 21 g/L e 2
g/L, respectivamente. '

B. Um fermentador de 5 L, temperatura de cultura era de 37° C e
o valor d.o pH foi ajustado para 6,8 com KOH. O liquido semente foi inocula-

do no meio de fermentagdo (com uma concentracdo de glicerina de 80 g/L)

preparado com o caldo de fermentagao de glicerina da etapa 2, nenhum cal-

do de fermentacéao de glicerina foi alimentado durante o processo de fermen-
tacdo. O fermentador foi girado em uma velocidade de 150 rpm. O ar foi ae-
rado a 0,5 vwm. A fermentagéo foi realizada por 30 horas e as concentragbes
de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol foram 35 g/L e 6,6 g/L, respectivamente.

C. Um fermentador de 5L foi usado, a temperatura da cultura era
de 37° C e o valor do pH foi ajustado para 6,8 com KOH. O liquido semente
foi inoculado no meio de fermentagdo (com uma concentragdo de glicerina
de 30 g/L) preparado com o caldo de fermentacéo de glicerina da etapa 2,
com adigao do caldo de fermentacao de glicerina em um modo em semicon-
tinuo durante o processo de fermentacédo e controle da taxa de fluxo para
permanecer a concentra¢éo de glicerina em 30 g/L. O fermentador foi girado
em uma velocidade de 150 rpm. Gas nitrogénio foi primeiro aerado e ar ae-
rado apos 32 horas, ambos a 0,5 vvm. Nutricdo foi suplementada duas ve-
zes a 16 horas e 30 horas durante o processo de fermentagdo (cada uma
adicionando p6 de Ieyedura e (NH4).SO4 em uma quantidade de 0,8 g de pé
de levedura/L de meio e 1 g de (NH4)QSO4/L de meio, respectivamente). A
fermentagdo estava completa apés 64 horas. O caldo de fermentacao foi
coletado, filtrado para remover as cepas e o licor filtrado resultante foi cole-
tado para dessalinizar, destilar e retificar sob vacuo para obter produtos, 1,3-
propanodiol e 2,3-butanodiol. Os resultados medidos mostraram que no tér-
mino da fermentagao, as concentragdes de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol
no caldo de fermentagdo eram 70 g/L e 16 g/L, respectivamente, e o rendi-
mento de 1,3-propanodiol era 51% em mol (a razdo de mols de 1,3-
propanodiol para os mols da glicerina consumida), o rendimento dos dibis
totais era 71,85% em mol (a razdo dos mols de 1,3-propanodiol e 2,3-
butanodiol para os mols da glicerina consumida).
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~ D. Um fermentador de 500 L foi usado. 50 L de liquido semente
secundaria foram inoculados no meio de fermentag@o (com uma concentra-
¢ao de glicerina de 30 g/L) preparado com o caldo de fermentacdo de glice-
rina da etapa 2, com a rotacdo do fermentador em uma velocidade de 60
rpm e usando uma quantidade de aeracgdo de 0,3 vvm. O caldo de fermenta-
¢ao de glicerina foi adicionado em um modo semicontinuo durante o proces-
so de fermentacéo e controle de sua taxa de fluxo para permanecer a con-
centragao de glicerina em 30 g/L. As outras condigdes eram as mesmas que
aquelas para uma fermentagdo semicontinua de alimentacdo de 5 L. No
término da fermentagdo, as concentragbes de 1,3-propanodiolb e 2,3-
butanodiol no caldo de fermentacéo eram 72 g/L e 25,4 g/L., respectivamen-
te, o rendimento de 1,3-propanodiol foi 55,38% em mol, e o rendimento dos
didis totais era 71,85% em mol.

E. Um fermentador de 5000 L foi usado. 500 L de liquido semen-
te secundaria foram inoculados no meio de fermentagéo inicial (com uma
concentragao de glicerina de 30 g/L) preparado com o caldo de fermentagéo
de glicerina descrito acima. O caldo de fermentagédo de glicerina foi adicio-
nado em modo semicontinuo durante o processo de ‘fermentagéo e controle
de sua taxa de fluxo para permanecer a concentracdo de glicerina em 30
g/L. As condigbes de fermentagdo eram as mesmas que aquelas para um
fermentador de 500 L. No término da fermentagao, as concentracbes de 1,3-
propanodiol e 2,3-bUtanodioI no caldo de fermentagcao eram 66,6 g/L e 30,4
g/L, respectiva'mente, e o rendimento do 1,3-propanodiol era 59,1% em mol,
o rendimento -dos diois total era 83,2% em mol.

4. Reciclagem de célula: as células resultantes foram filtradas do
caldo de fermenta¢do de glicerina para uso direto na préxima batelada de
fermentagao de glicerina. E as condigdes de fermentagdo eram todas as
mesmas que a primeira batelada. A viabilidade celular substancialmente
permaneceu sem modificacao 'por pelo menos 10 reciclagens, e a concen-
tracao de glicerina permaneceu estavel.

Exemplo 2. Produgéo de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a par-
tir de amidos de batata doce naturais
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1. A liquefacao e sacarificagao dos materiais de amido natural
1475 g de amidos de batata doce naturais e 2722 L de agua fo-

ram formulados como emulsao de amido. A emulsao foi aquecida, adiciona-

da enzima de liquefacao (5 U/grama de amido) duas vezes a 80°C e 95°C e

liquefeita por 50 minutos. E entao a temperatura foi aumentada para 110° C

- para inativar a enzima. A mistura foi esfriada e adicionada enzima de sacari-

ficacao (200 U/grama de amido), entao sacarificada a 60° C por 9 horas. Os
resultados medidos mostram que o valor de glicose (valor de DE (equivalen-
te de dextrose), com referéncia a porcentagem de glicose em massas secas,

conforme calculado com base em todos os agucares de redugao no liquido

- de sacarificagao sao considerados glicose) do liquido de sacarificagao € 95,5

e a concentracao de dextrose no liquido de sacarificagao é 26,8%.
2. Produgado de glicerina através da fermentacédo do liquido de
sacérificagéo .
| (1) Cepas: Hansenula Arabitolgens Fang 2.887 comercialmente
disponivel do Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences
(2) Meios:

Meio de "declivet' (g/L): glicose (preparada com o liquido de sa-

~ carificagdo da etapa 1), 200; pasta fluida de amido, 2; e agar, 20.

Meio de semente (g/L): glicose (preparada com o liquido de 'saF
carificacdo da etapa 1), 100; pasta fluida de amido, 2; e uréia, 2.

‘Meio de fermentagao (g/L): glicose (preparada com o liquido de
sacarificagdo da etapa 1), 268; pasta fluida de amido, 2, e uréia, 4.

Os meios acima so todos ajustados para um pH de 4-4,5 e es-
terilizados a 1102 C por 15 minutos.

(3) Cultura de semente |

Hansenula Arabitolgens Fang 2.887 sao inoculadas em meio de
"declive" e culturadas a 35° C por 24 horas para ativar a cepa.

As Hansenula Arabitolgens Fang 2.887 ativadas sdo inoculadas
em meio de semente contendo liquido de sacarificagdo de amido natural, e
sementes primarias s&o obtidas através de cultura em um frasco de agitacdo

(um frasco cénico de 500 mL, com uma carga de liquido de 100 mL) a 30° C,
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200 rpm (um raio de rotagao de 25 mm) por 20 horas.

- Segundas sementes sdo obtidas através de inoculagdo das se-
mentes primarias em meio de semente contendo liquido de sacarificagdo de
amido natural e cultura em uma velocidade de mistura de 300-500 rpm a 35°
C por 5-7 horas, com uma quantidade de aeragdo de 0,2-0,5 vvm.

(4) Fermentacgao _

Fermentagao foi realizada através de qualquer um dos trés pro-
cedimentos que seguem A, B, C:

A. Fermentagéo foi realizada com um fermentador de 5 L e se-
mentes primarias. As sementes primarias foram inoculadas em um meio de
fermentagao em uma razdo em volume de 10% e fermentadas no fermenta-
dor de 5 L, aerando ar em uma quantidade de 2,0 vvm durante as primeiras
60 horas e gas nitrogénio em uma quantidade de 0,5 vvm apds 60 horas em
uma velocidade de mistura de 500 rpm e cultura por 70 horas. A temperatura
de fermentagéo permaneceu em 30° C durante o processo de fermentacao.
O rendimento da glicerina foi medido e os resultados mostraram que a glice-
rina estava em uma concentragcdo de 140 g/L, os agucares restantes esta-
vam em uma concentragao de 4,8 g/L e o rendimeknto de glicerina versus
glicose era 53% em massa.

B. Fermentacéo foi realizada com um fermentador de 500 L e
sementes secundarias. As sementes secundarias foram inoculadas em um
meio de fermentagdo em um razdo em volume de 10% e fermentadas no

fermentador de 500 L, aerando ar em uma quantidade de 0,8 vvm durante as

~ primeiras 60 horas e gas nitrogénio em uma quantidade de 0,2 vwvm ap6s 60

horas em uma velocidade de mistura de 300 rpm e cultura por 72 horas. A
temperatura de fermentagdo permaneceu em 332 C durante todo o processo
de fermentagado. O rendimento da glicerina foi medido e os resultados mos-
traram que a glicerina estava em uma concentragdo de 146 g/L, os acucares
restantes estavam em uma concentragéo de 4,7 g/L e o rendimento de glice-
rina versus glicose era 55,7% em massa.

C. Fermentagao foi realizada com um fermentador de 75000L e

sementes secundarias. As sementes secundarias foram inoculadas em um
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meio de fermentacdo em uma razao em volume de 10% e fermentadas no
fermentador de 75000L, aerando ar em uma quantidade de 0,5 vvm durante
as primeiras 60 horas e gas nitrogénio em uma quantidade de 0,2 vvm apds
60 horas em uma velocidade de mistura de 300 rpm e cultura por 72 horas.
A temperatura de fermentagdo permaneceu a 35° C durante todo o processo
de fermentagéo. O rendimento da glicerina foi medido e os resultados mos-
traram que a glicerina estava em uma concehtragéo de 142 g/L, os agucares
restantes estavam em uma concentra¢ao de 4 g/L e o rendimento da gliceri-
na versus glicose era 54,1% em massa.

3. Produgao de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol através de fer-
mentacao do caldo de fermentacao de glicerina

(1) O caldo de fermentagdo de glicerina da etapa anterior foi fil-
trado para remover células de Hansenula Arabitolgens Fang 2.887. As célu-
las filtradas foram usadas diretamente na batelada seguinte de fermentacéo
de glicerina sob as mesmas condi¢bes de fermentagdo com a primeira bate-
lada. O filtrado resultante é usado para fermentar 1,3-propanodiol e 2‘,3-
butanodiol. | ‘

(2) Cepas: Clostridium pasteurianum 1.208, comercialménte dis-
ponivel do Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences.

(3) Os ingredientes de meio de semente e de fermentagdo para

- 1,3-propanodiol sao listados na Tabela 1 abaixo, onde as composicbes da

solugao de elementos trago sao listadas na Tabela 2 abaixo.
Tabela 1. Os ingredientes de meio de semente e de fermentacio

Ingredientes do Meio Meio de Semente Meio de Fermentacéo
(/L) (/L)
Glicerina (formulada 209 20-80 g

através do caldo de
fermentagao de gliceri-
na da etapa 2)

K:HPO, - 3H,0 445¢ 2,225 g
(NH4)2S04 20g 2,049
KH,PO, 1,39 | 0,659
MgSO, * 7H,0 0,2g 02g

Pé de Levedura 1,0¢g 1,59
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Ingredientes do Meio Meio de Semente Meio de Fermentagao
(/L) (/L)
Solugao de elementos 2mL 2mL
traco
CaCos 209
Agentes antiespuman- 0,1 mL
tes

Tabela 2. Ingredientés de Solugcé@o de Elemento Traco

Solugao de Elementos Tragco (mg/L)

ZnCl, 70 (mg/L)
MnCl * 4H,0 100 (mg/L)
H3BO3 60 (mg/L)
CoCl,"6H,0 200 (mg/L)
NiCl, * 6H,0O - - 25 (mg/L)
NiCl, * H,0 27,64 (mg/L)
Na,MoO, * 2H,0 35 (mg/L)
CuCl, *H,O. 20 (mg/L)
CuS0O, ° 5 H.0 29,28 (mg/L)
HCI concentrado (37%) 0,9 (mg/L)

O pH do meio acima é 6,8-8,0.

(4) Cultura de semente: Clostridium pasteurianum 1.208 foi ino-
culada no meio de semente formulado com o caldo de fermentagéo de glice-
rina da etapa 2 (um frasco conico de 500 mL com uma carga de liquido de
100 mL) e‘cultura a 30° C em uma velocidade de agitador de 150 rpm (com
um raio de rotagéo de 25 mm). Sementes primarias foram obtidas através de
uma cultura aerdbica por 18 horas; e entdo o caldo de fermentacdo neste
frasco de agitagao foi inoculado em uma razdo em volume de 2% para o
fermentador carregado como meio de semente e culturado em uma veloci-
dade de mistura de 60-150 rpm a 30° C com uma quantidade de aeracgéo de
0,2-0,5 vvm por 5-10 horas para se obter sementes secundarias.

(5) Cultura de Fermentagao:

Fermentacao foi realizada através de qualquer um dos métodos
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C, D e E que seguem, e métodos A e B foram tomados como controle:

A. Um fermentador de 5L foi usado, a temperatura de cultura era
37° C e o valor do pH foi ajustado para 6,8 com KOH. O liquido semente foi
inoculado no meio de fermentagdo (com uma concentracéo de glicerina de
50 g/L) preparado com o caldo de fermentacao de glicerina da etapa 2, ne-

- nhum caldo de fermentagao de glicerina foi alimentado durante o processo

de fermentacédo. O fermentador foi girado em uma velocidade de 150 rpm.
Gas nitrogénio foi aerado a 0,5 vvm. A fermentacao foi realizada por 30 ho-
ras, e as concentragdes de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol foram 24 g/L e
1,7 g/L, respectivamente;

B. Um fermentador de 5 L, temperatura de cultura era de 37°C e
o valor do pH foi ajustado para 6,8 com KOH. O liquido semente foi inocula-
do no meio de fermentagdo (com uma concentragdo de glicerina de 80 g/L)
preparado com o caldo de fermentagao de inCerina da etapa 2, nenhum cal-
do de fermentagao de glicerina foi alimentado durante o processo de fermen-
tacao. O fermentador foi girado em uma velocidade de 150 rpm. O ar foi ée-
rado a 0,5 vwm. A ferméntagéo foi realizada por 30 horas, e as concentra-
¢cbes de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol foram 38 g/L e 5,6 g/L, respectiva-
mente; '

C. Um fermentador de 5L foi usado, a temperatura da cultura era
de37°Ceo yalor do pH foi ajustado para 6,8 com KOH. O liquido semente
foi inoculado ’no meio de fermentagdo (com uma concentragdo de glicerina
de 30 g/L) preparado com o caldo de fermentagdo de glicerina da etapa 2,
com adigao do caldo de fermentacao de glicerina em um modo semicontinuo
durante o processo de fermentagdao e controle da sua taxa de fluxo para
permanecer a concentragdo de glicerina em 30 g/L. O fermentador foi girado
em uma velocidade de 150 rpm. Gas nitrogénio foi primeiro aerado e ar ae-
rado ap6s 32 horas, ambos a 0,5 vwvm. Nutricdo foi suplementada duas ve- |
zes a 16 horas e 30 horas durante o processo de fermentagao (cada uma
adicionando p6 de levedura e (NH4).SO,4 em uma quantidade de 0,8 g de pd
de levedura/L de meio e 1 g de (NH,4).SO4/L de meib, respectivamente). A

fermentagdo estava completa ap6s 64 horas. O caldo de fermentacao foi
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coletado, filtrado para remover as cepas € o licor filtrado resultante foi cole-
tado para dessalinizar, destilar e retificar sob vacuo para obter produtos, 1,3-
propanodiol e 2,3-butanodiol. Os resultados medidos mostraram que no tér-
mino da fermentacao, as concentragdes de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol
no caldo de fermentagdo eram 50 g/L e 18 g/L, respectivamente, e o rendi-
mento de 1,3-propanodiol era 54% em mol (a razdo de mols de 1,3-
propanodiol para os mols da glicerina consumida), o rendimento dos didis
totais era 70% em mol (a razao dos mols de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol
para os mols da glicerina consumida). |
D. Um fermentador de 500 L foi usado. 50 L de liquido de se-
mente secundaria foram inoculados no meio de fermentagdo (com uma con-
centragé@o de glicerina de 30 g/L) preparado com o caldo de fermentacéo de
glicerina da etapa 2, com o fermentador girando em uma velocidade de 60
rpom e usando uma quantidade de aeracao de 0,3 vvm. O caldo de fermenta-
cao de glicerina foi adicionado em um modo semicontinuo durante o proces-
so de fermentagéb e controle de sua taxa de fluxo para permanecer a con-
centragao de glicerina em 30 g/L. As outras condigdes eram as mesmas que
aquelaé para uma fermentagédo semicontinua de 5 L. No término da fermen-
tacdo, as concentra¢des de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol no caldo de
fermentagdo eram 54 g/L e 22‘g/L, respectivamente, o rendimento de 1,3-
propanodiol foi 55% em mol, e o rendimento dos didis totais era 73% em
mol. | |
E. Um fermentador de 5000 L foi usado. 500 L de liquido semen-
te secundaria foram inoculados no meio de fermentacdo inicial (com uma
concentragéo de glicerina de 30 g/L) preparado com o caldo de fermentacdo
de glicerina descrito acima. O caldo de fermentagao de glicerina foi adicio-
nado em modo semicontinuo durante o processo de fermentagdo e controle
de sua taxa de fluxo para permanecer a concentragao de glicerina em 30
g/L. As condicOes de fermentégéo eram as mesmas que aquelas para um
fermentador de 500 L. No término da fermentagéo, as concentragbes de 1,3--
propanodiol e 2,3-butanodiol no caldo de fermenta¢éo eram 57,6 g/L e 27,3

g/L, respectivamente, e o rendimento do 1,3-propanodiol era 56% em mol, o
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rendimento dos didis total era 76,2% em mol.

4. Reciclagem de célula: as células resultantes foram filtradas do
caldo de fermentacdo de glicerina para uso direto na proxima batelada de
fermentégéo de glicerina. E as condi¢des de fermenta¢éo eram todas as
mesmas que a primeira batelada. A viabilidade celular substanciaimente

- permaneceu sem modificagdo por pelo menos 10 reciclagens, e a concen-

tragao de glicerina permaneceu estavel.
APLICACOES INDUSTRIAIS

Os experimentos mostram que os métodos da presente inven-

céo podem significantemente aumentar a concentragao e rendimento de gli-
cerina e 1,3-propanodiol durante a produgdo de 1-,3-propanodiol através de
um meétodo de fermentagdo de duas etapas, enquanto obtendo-se 1,3-
propanodiol e 2,3-butanodiol com alto valor adicionado, deste modo aumen-
tando eficazmente a razdo de disponibilidade de matérias-primas e reduzin-
do.os custos de produgao. O presente método obtém bons efeitos quando
aplicado a fermentador-de 5L, 500 L e 5000 L, onde a concentragao de glice-
rina obtida através de férmentagéo é até 158-179 ¢/L, a concentracao de
1,3-propanodiol obtido através de fermehtagéo € até 66-72 g/L, e a concen-
tracdo de 2,3-butanodiol é até 16-30,4 g/L. |
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REIVINDICACOES
- 1. Método para producédo de 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a
partir de materiais de amido natural, incluindo as etapas que seguem:

1) Candida krusei ou Hansenula Arabitolgens Fang sao inocula-
das em um meio de fermentacado com o liquido de sacarificacdo dos amidos
naturais como uma fonte de carbono; culturadas em uma condicédo aerdbica
até que a taxa de consumo de glicose seja significantemente reduzida, e
entdo fermentada anaerobicamente para uma concentragdo de glicose de 4
a 0 g/L; o caldo de fermentagao € coletado e filtrado para remover as células |

de levedura no caldo de fermentacgao, e o filtrado resultante é caldo de fer-

mentagao de glicerina;

2) Klebsiella, Clostridium butyricum ou Clostridium pasteurianum
sdo inoculadas em um meio de fermentacédo no qual o caldo de fermentagéao
de glicerina obtido a partir da etapa 1) serve como uma fonte de carbono; as
bactérias sdo fermentadas anaerobicamente por 30-32 horas, e entdo fer-
mentadas aerobicamente quando a taxa de prod.ugéio de 1,3-propanodiol
diminuiu obviamente, e a fermentacéo foi parada quando a concentragdo de
glicerina € reduzida para um nivel abaixo de 10 g/L, e finalmente 1,3-
propanodiol e 2,3-butanodiol séo obtidos.

2. Método de acordo com a reivindicacédo 1,' em que as células
de levedura removidas através de filtragem na etapa 1) sdo recuperadas
diretamente para a batelada de fermentagao seguinte.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a Candida
krusei ou Hansenula Arabitolgens Fang € de uma semente primaria ou se-
cundaria; a semente primaria é preparada de acordo com os procedimentos
que seguem: a Candida krusei ou HansenulaArabitolgens Fang é inoculada

em um meio de semente contendo o liquido de sacarificagdo de amidos na-

turais, e culturada em um-frasco de agitacdo com uma carga de liquido de

1/5 do volume do frasco a 30-35° C por 20 horas, usando um raio de rotagéo
de 25 mm e uma velocidade de rotacédo de a partir de 200 a 250 rpm; e a
semente secundaria é preparada como segue: uma semente primaria é ino-

culada em um meio de semente com o liquido de sacarificagdo de amidos
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naturais como uma fonte de carbono no fermentador, e culturada a 30-352 C
por 5-7 horés, usando uma velocidade de mistura de a partir de 300 a 500
rpm e uma quantidade de aeracgao de 0,2-0,5 vvm.
| 4. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o0 meio de
fermentacdo com o liquido de sacarificagdo de amidos naturais como uma
fonte de carbono tem um pH de 4-5, e contém ainda pasta fluida de amido e
uréia; o teor do liquido de sacarificagao de amidos naturais é calculado com
base em que todos os agucares de redugdo no liquido de sacarificagcdao de
amidos naturais sao considerados como glicose, e é até 260-350 g/L de gli-
cose no meio; o teor de pasta fluida de amido € 2-3 g/L; e o teor de uréia é
2,5-4 g/L. ‘
| 5. Método de acordo com a reivindicagdo 3, em que o meio de
semente contendo o liquido de sacarificagdo de amidos naturais tem um pH
de 4-5, e contém ainda pasta fluida de amido e uréia; o teor do liquido de
sacarificagdo de amidos naturais é calculado com base em que todos os a-
g:i]cares de redugdo no liquido de sacarificagdo de amidos naturais sdo con-
siderados como glicose,' e é até 80-100 g/L de glicose no meio; o teor da
pasta fluida de amido é 2-3 g/L; e o teor de uréia é 2-3 g/L.
6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que Klebsiella, |
Clostridium . butyricum ou Clostridium pasteurianum sdo de uma semente

primaria ou secundéria; a semente primaria é preparada de acordo com 0s

- procedimentos que seguem: Klebsiella, Clostridium butyricum ou Clostridium

pasteurianum s&o inoculadas em um meio de semente formulado a partir do
caldo de fermentacao de glicerina obtido na etapa 1) e culturadas sao condi-
¢cOes aerdbicas em um frasco de agitacdo com uma carga de liquido de 1/5
do volume de frasco a 30-33° C por 18-20 horas, usando um raio de rotagéo
de 25 mm e uma velocidade de rotagdo de 130 a 150 rpm, para .se obter a
semente primaria; e a semente secundaria é preparada como segue: uma
semente primaria é inoculada em um meio de semente formulado a partir do
caldo de fermentacdo de glicerina obtido na etapa 1) em um fermentador, e
culturada a 30-33° C por 5-10 horas, usando uma velocidade de mistura de
60 a 150 rpm e uma quantidade de aeragao de 0,2-0,5 vvm, para se obter a
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semente secundaria.

- 7. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o meio de
fermentagcao com o caldo de fermentagao de glicerina obtido na etapa 1)
como uma fonte de carbono tem um pH de 6,8-8,0, o teor do caldo de fer-
mentacao de glicerina é até 20-80 g/L de glicerina no meio conforme calcu-
lado em uma base de glicerina; o meio de fermentagdao com o caldo de fer-
mentacao de glicerina como uma fonte de carbono contém ainda 2,225-3,5
g/L de KoHPO,4"3H20, 2,0-4,0 g/L de (NH4)2SO,4, 0,65-1,2 g/L de KH2PO,,
0,1-0,2 g/L de MgSO,'7H;0, 1-1,5 g/L de p6 de levedura, uma solugdo de |

elementos trago de 2-3 mL/L e 0,1 mL/L de agente antiespumante. A solugao

de elementos traco consiste em 70 mg/L de ZnCl,, 100 mg/L de MnCl; °

4H,0, 60 mg/L de H3BO3;, 200 mg/L de CoCl, *6H.0, 25 mg/L de NiCl, *
6H-0, 27,64 m/L de NiCl, * H20, 35 mg/L de Na;MoO, * 2H,0, 20 mg/L de
CuCl; * H20, 29,28 mg/L de CuSQ, * 5H,0 e 0,9 ml/L de HCI concentrado. |

8. Método de acordo com a reivindicacdo 6, em que o meio de
fermentagdo com o caldo de fermentagéo de glicerina obtido na etapa 1)
como uma fonte de carbono tem um pH de 6,8-8,0, o teor do caldo de fer-
menta¢éo de glicerina é até 20-25 g/L de glicerina no meio conforme calcu-
lado em uma base em glicerina; o0 meio de fermentagdo com o caldo de fer-
mentacdo de glicerina como uma fonte de carbono contém ainda 4,45,5,6
g/L de KoHPO,4 3H20, 2,0-4,0 g/L de (NH,4)2SO4, 1,3-2,6 g/L de KH2PQOq4, 0,1-
0,2 g/L. de MgSO4 - 7H20, 1,0-2,0 g/L de pé de levedura, 1,0-2,0 g/L de Ca-
CO3 e uma solugao de elementos tra¢o de 2-3 mL/L: a solugdo de elementos
traco consiste em 70 mg/L de ZnCl, 100 mg/L de MnCl, * 4H,0, 60 mg/L de
HaBOs3, 200 mg/L de CoCl, * 6H,0, 25 mg/L de NiCl, *6H.0, 27,64 m/L de
NiCl; * Hx0O, 35 mg/L de Na;MoO, * 2H,0, 20 mg/L de CuClz "H20, 29,28
mg/L de CuSO, * 5H,0 e 0,9 ml/L de HCI concentrado.

9. Método de acordo com quaiquer uma das reivindicagdes 1-8,
em que os amidos naturais na etapa 1) sdo amido de batata doce, amido de
milho ou tapioca; e o valor de DE do liquido de sacarificacdo de amidos na-
turais € 90-110.

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, em que o liquido
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de sacarificacdo de amidos naturais é preparado de acordo com os procedi-
mentos qué seguem: formulacao dos amidos naturais e agua em uma razéo
de massa de 1:1800-2000 para se obter uma emulsdo de amido; adicao de
uma enzima de liquefagdo duas vezes a 80-85° C e 90-95° C, respectiva-
mente, cada uma de 3-5 U/grama de amido natural; liquefazer por 40-50 mi-
nutos; entdo aumentar a temperatura para 110-120° C para inativar a enzi-
ma; resfriar; adicionar uma enzima de sacarificagao de 150-200 U/grama de
amido; sacarificar a 50-60° C por 8-12 horas; e obter um liquido de sacarifi-
cacao de amidos naturais tendo um valor DE de 100-110.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-8,
em que a temperatura de fermenta¢do no processo de fermentagdo da etapa
1) é 30-35° C; a condigdo aerdbica na etapa 1) é aerar ar durante o processo
de fermentagdo, com uma quantidade de aeracdo de 0,5-2 vvm; e a condi-
¢ao anaerdbica na etapa 1) é aerar gas nitrogénio durante o processo de
fermentagcao, com uma quantidade de aeracao de 0,2-2 vvm.

12. Método de acofdo com qualquer uma das reivindicagoes 1-8,
em que o caldo de ferméntagéo de glicerina obtido na etapa 1) é adicionado
em de modo semicontinuo durante o processo de fermentagao da etapa 2),
permitindo que o teor de glicerina no meio seja mantido em 20-80 g/L.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-8,
em que nutrigéo é suplementada duas vezes com o processo de fermenta-
¢éo da etapa 2), cada uma adicionando pé de levedura de (NH4)>SO4 em
uma quantidade de 0,8 g de p6 de levedura/L de meio e 1 g de (NH4),SO4/L
de meio, respectivamente.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1-8,
em que o pH é 6,8-8,0 e a temperatura de fermentacéo é 30-37° C durante o
processo de fermentacao da etapa 2); a condi¢&o anaerdbica na 'etapa 2)e
aerar gas nitrogénio durante o processo de fermentag@o, com uma quanti-
dade de aeragao de 0,1-0,5 vwvm; e a condigdo aerdbica na etapa 2) é aerar
ar durante o processo de fermentagdo, com uma quantidade de aeragéo de
0,1-0,5 vwm. - '

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1-8,



incluindo ainda uma etapa de purificagdo de 1,3-propanodiol e 2,3-
butanodiol, isto &, coleta do caldo de fermentacao, filtragem para remover as
bactérias e acumulo do filtrado para dessalinizar, destilar e retificar sob va-

cuo.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA PRODUGCAO DE 1,3-
PROPANODIOL E 2,3-BUTANODIOL A PARTIR DE MATERIAL DE AMI-
DO NATURAL".

A presente invengao refere-se a um método para produgao de

- 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol a partir de materiais de amido natural, inclu-

indo as etapas que seguem: 1) Candida krusei ou Hansenula Arabitolgens
Fang sao inoculadas em um meio de fermentagao com o liquido de sacarifi-
cacgao dos amidos naturais como uma fonte de carbono; as células de leve-

dura sao culturadas em uma condi¢ao aerdbica até que a taxa de consumo

- de glicose seja significantemente reduzida, e entdo fermentadas anaerobi-

camente para uma concentracdo de glicose de 5 a 10 g/L; o caldo de fer-
mentagao é coletado e filtrado para remover as células de levedura no caldo,
e o filtrado resultante é caldo de fermentacdo de glicerina; 2) Klebsiella, -
Clostridium butyricum ou Clostridium pasteurianum sdo inoculadas em um
meio de fermentagdo no qual o caldo de fermentagao de glicerina obtido a
partir da etapa 1) serve como uma fonte de carbono; as bactérias sdo fer-
mentadas anaerobicamente por 30-32 horas, e entdao fermentadas aerobia-
mente quando a taxa de produgédo de 1,3-propanodiol diminuiu obviamente,
e a fermentacgao foi parada quando a concentragéo de glicerina € reduzida
para um niv_el abaixo de 10 g/L, e finaimente 1,3-propanodiol e 2,3-
butanodiol sdo obtidos. O método da presente invengao pode reduzir efi-

cazmente o custo de produg¢ao e aumentar a produtividade.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	ABSTRACT

