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“METODO PARA PRODUZIR UM BIOCOMBUSTIVEL E USO DE UMA BACTERIA
DO GENERO DEINOCOCCUS PARA A PRODUCAO DE UM BIOCOMBUSTIVEL”

CAMPO DA INVENCAO

[001]A presente invencgéao refere-se a composicao e métodos para produgéao de bio-
energia. Mais especificamente, a invencao refere-se a utilizagdo de bactérias do género
Deinococcus e/ou géneros relacionados para a modificacdo de biomassa ou derivados de
biomassa com uma visdo a producao de produtos de bioenergia e metabdlitos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002]E conhecida a utilizagdo de microrganismos para conduzir a modificagéo de bi-
omassa, essencialmente biomassa vegetal, para produzir produtos de bioenergia, por exem-
plo, etanol.

[003]Processos industriais atuais, apenas permitem que a cultura e o crescimento de
microorganismos para a fermentagéo e extracao de etanol a temperaturas na regiao de 300
°C, devido a fragilidade dos microorganismos industriais (leveduras) utilizados. Eles também
implicam custos maiores de bioenergia para concentrar o etanol depois da fermentacao, uma
vez que as leveduras utilizadas atualmente para esta fermentacao pode nao suportar concen-
tracoes superiores a 100 g/l. Além disso, a fermentacao destas leveduras praticamente s6
utiliza acucares de C6, do tipo glicose.

[004]Ele também é conhecido por tratar o material biol6gico, as cepas de bactérias,
inter alia, para dar propriedades melhoradas ao mesmo.

[005]Por exemplo, a Patente U.S. N °6,716,631 de S. Del Cardayre et al. descreve
um método baseado em ciclos iterativos de recombinagéo e selegéo / triagem para conferir
as propriedades desejadas as células inteiras e aos organismos inteiros. As propriedades
adicionadas sao, por exemplo, 0 aumento da aptidao para a recombinagao genética, o au-
mento do nimero de cdpias do genoma, o aumento da capacidade de expressar e/ou secretar
proteinas e metabdlitos secundarios.

[006]Através de uma abordagem genética molecular, os autores propéem técnicas

Peticao 870170053991, de 28/07/2017, pég. 7/51



2/33

para modificar adequadamente os genomas das células e organismos para dar propriedades
novas, aperfeicoadas as suas melhoradas.

[007]O método descrito em US 6,716.631 utiliza uma populagédo de células diferen-
tes, o cultivo dessas células para formar células hibridas através de fusédo de protoplastos, a
seguir a triagem ou selecao de células, que evoluiu para adquirir uma propriedade desejada,
e a repeticao destas etapas até pelo menos uma célula ser obtida que possua a modificacao
desejada. Este método é apresentado como sendo uma alternativa vantajosa para os métodos
conhecidos com base em um programa de aperfeicoamento da cepa.

[008]Os protoplastos submetidos a referida fusdo podem derivar a partir de organis-
mos procarioticos.

[009]Uma das aplicagcbes previstas nesta Patente U.S. é a fermentacao para a pro-
ducao, por exemplo, de etanol, cujo rendimento e custo sado propostos para melhorar a utili-
zacao do dito método de recombinacao embaralhando o DNA dos microrganismos utilizados.
A titulo de exemplo, é feita mencao da recombinacdo homéloga de Rhodococcus, conhecido
como catalisador de reagcées em duas fases.

[010]O Pedido de Patente Internacional No. WO 01/023526 descreve a producao e
utilizacao de bactérias resistentes a radiacao e capaz de operar de biorremediacao, em espe-
cial do género Deinococcus (nomeadamente D. radiodurans e D. geothermalis), modificado
de modo mais eficaz para a metabolizacao, degradacao ou desintoxicacdo de contaminantes
organicos e inorganicos, tais como radionuclideo, metais pesados e solventes orgénicos. Re-
comenda-se que estas bactérias devam ser manipuladas para expressar enzimas heterélogas
capazes de desintoxicar tais elementos. As cepas bacterianas sdo manipuladas para combi-
nar uma variedade de fungdes codificadas por diferentes genes em um Unico hospedeiro.

[011]O Pedido de Patente de U.S. de I. Narumi et al., publicado em 18 de setembro,
2003 sob o0 n ¢ 2003/0175977, descreve um plasmideo endbégeno derivado a partir de uma
cepa de D. radiopugnans, pUE30, que pode ser utilizado como vetor capaz de se replicar

autonomamente em bactérias do género Deinococcus, e que pode ser utilizado para construir
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um vetor transportador também contendo um plasmideo capaz de se replicar de forma auté-
noma em E. colie seus derivados, e capaz de se replicar em uma bactéria de amos os géneros
Deinococcus e E. coli.

[012]A Patente No. 7,160,715 de C.B. Fliermans descreve os meios para medir a
distribuicdo e freqiéncia de geracao in vivo de quebras de cordées do DNA. Esses meios
compreendem o uso de uma proteina derivada PprA proveniente de Deinococcus radiodu-
rans.

[013]O Pedido de Patente Publicado sob o No. 2004/0224320, em nome de K. Satoh
et al descreve uma bactéria Gram-positiva (Access No. ATCC BAA-149 ou um mutante do
mesmo) que é isolada e purificada. O isolado é capaz de degradar uma grande variedade de
contaminantes organicos e esta apto para a biorremediacao de uma variedade de contamina-
cbes organicas, na presenca de radiacao ionizante.

[014]Além disso, uma recente monografia sobre a producao de etanol utilizando fer-
mentacao com as cepas de microrganismos foi publicada sob o titulo "Etanol Fermentacao
Espécies"”, de JR Hettenhaus, sob a égide do Departamento de Energia dos Estados Unidos
e do Laboratério de Energia Renovavel Nacional (16 de dezembro, 1998). Neste documento,
qgue resume as contribuicdes feitas pelos participantes do estudo em questao, € apontado que:

- As cepas de somente microrganismos que podem ser utilizadas em equipamentos
existentes devem ser semelhantes aquelas ja utilizadas, nomeadamente Saccharomyces,
Zymomonas e E. col;

- em curto prazo, o aumento da fermentacdo de xilose e arabinose poderia ser o
objetivo almejado, sendo especificado, no entanto, que é de pouco interesse aumentar a efi-
céacia de conversao dos outros agucares do tipo hexose ou oligbmero;

- Emlongo prazo, os ganhos podem ser alcangcados em relagao as altas temperaturas
de funcionamento e de combinacao das etapas de producao de enzimas, sacarificagéo e hi-
drélise.

[015]Houve, portanto, a necessidade de um método para fermentar biomassa e obter
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etanol e opcionalmente outros metabdlitos, que poderiam ser implementados em condigdes
de funcionamento significativamente melhor do que aquelas dos métodos atuais, e que ao
mesmo tempo poderiam ser mais facilmente pilotadas que os métodos conhecidos e capazes
de conduzir a produtos de fermentacao que sao mais econémicos e mais faceis de atualizar.

[016]A invencéao é capaz de trazer solugbes a essas expectativas e fornecer métodos
aperfeicoados para tirar proveito a partir de biomassa, produzindo produtos bioenergéticos
alternativos, que estao se tornando cada vez mais necessarios devido a redugao significativa
das fontes de energia de origem fossil.

SUMARIO DA INVENCAO

[017]A presente invencao refere-se a métodos e composicoes para a producao de
produtos de bioenergia ou metabdlitos. Mais especificamente, a invencao se refere ao uso de
microorganismos particulares para a producao de produtos de bioenergia ou metabdlitos a
partir da biomassa ou derivados da mesma. A invencgao deriva inter alia da descoberta de que
microorganismos do género Deinococcus possuem propriedades inesperadas e vantajosas
para a modificagdo ou conversdo de biomassa ou de derivados de biomassa com uma visao
a obtencao de compostos que podem ser utilizados para produzir bioenergia, etanol, em par-
ticular, em uma escala industrial e ambos econémico e confiavel.

[018]Um objeto da invencao atual, portanto, reside em um método para a producao
de produtos de bioenergia ou metabdlitos compreendendo colocar em contato uma biomassa
ou derivados de biomassa com uma bactéria nativa ou modificada possuindo capacidade para
remontar 0 seu genoma, no todo ou em parte, quando interrompida por um stress, de prefe-
réncia uma bactéria nativa ou modificada do género Deinococcus, ou um extrato do mesmo.

[019]Um objetivo maior desta invencao é um método para a conversao de biomassa
ou derivados de biomassa em produtos de bioenergia ou metabdlitos compreendendo tratar
a dita biomassa ou derivados de biomassa na presenca de uma bactéria do género Deinococ-
cus ou uma bactéria possuindo a capacidade de remontar o seu genoma, no todo ou em parte,

quando interrompida por um estresse ou um extrato do mesmo.
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[020]Em um aspecto particular, a presente invencao se refere a um método compre-
endendo as seguintes etapas:

a) cultivar e/ou crescer as ditas bactéria em condigdes aerdbica e/ou anaerdbicas,

b) modificar uma biomassa ou derivados de biomassa em produtos de bioenergia ou
metabdlitos de interesse industrial (por exemplo, fontes de bioenergia, tais como etanol, blo-
cos de construgdo quimica, tais como acido succinico) utilizando uma composi¢cao que com-
preende a dita bactéria ou um extrato da mesma, e

c) coletar pelo menos um produto de bioenergia ou metabdlito resultante de tal mo-
dificacdo de biomassa ou derivados de biomassa.

[021]Esta invencado também se refere ao uso de uma bactéria do género Deinococcus
ou um extrato da mesma para a producgao de produtos de bioenergia ou metabdlitos a partir
da biomassa ou derivados de biomassa.

[022]A invencao também diz respeito a uma composicao que compreende uma bac-
téria Deinococcus e uma biomassa ou derivados de biomassa.

[023]A invengédo também diz respeito a produtos de bioenergia produzidos utilizando
um método como descrito acima.

[024]0 método da invencao pode ser feito utilizando varias espécies de Deinococcus
nativas ou modificadas, tais como, sem limitacdo, Deinococcus geothermalis, Deinococcus
radiodurans, Deinococcus murrayi ou Deinococcus cellulosilyticus. A presente invengcao mos-
tra que a bactéria Deinococcus pode promover eficazmente a producdo de biocombustiveis,
tais como etanol, propanol, butanol glicerol, butanodiol, propanodiol, ou &cidos organicos de
interesse quimico e seus sais, tais como o0 acido acético, acido propiénico, acido piruvico,
butirico, acido latico e/ou &cido succinico ou ésteres, em particular ésteres formados entre os
alcoois e acidos acima mencionados.

[025]A invencdo também mostra inesperadamente que Deinococcus que pode ser
operado em condi¢des, tais como temperaturas elevadas, uma ampla faixa de pH, presenca

de solventes, presenca de substratos brutos, que servem para produzir grandes quantidades
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de produtos de bioenergia ou metabdlitos de varios substratos.

[026]A invencéo prové, desse modo, novos métodos e composicdes para a producao
de produtos de bioenergia ou metabdlitos de uma maneira muito eficiente.

LEGENDA PARA AS FIGURAS

[027]Figura 1: efeito bactericida do etanol sobre Deinococcus geothermalis DSM
11301 em fase de crescimento exponencial: 0 potencial bactericida do etanol é significativo
para o conteudo superior a 8,2 % em fase de crescimento exponencial.

[028]Figura 2: efeito bactericida do etanol sobre Deinococcus geothermalis DSM
11301 em fase estacionaria: o potencial bactericida do alcool é significativo para o contetdo
superior a 11,7 % em fase estacionaria.

[029]Figura 3: Efeito Bactericida de butanol sobre Deinococcus geothermalis DSM
11300 em fase de crescimento exponencial: o potencial bactericida de butanol € significativo
para o conteudo superior a 1,5 % em fase exponencial.

[030]Figura 4: Efeito Bactericida de butanol sobre Deinococcus geothermalis DSM
11300 em fase estacionaria: o potencial bactericida de butanol é significativo para o contetdo
superior a 2 % em fase estacionaria.

[031]Figura 5: Efeito de etanol sobre o crescimento de Deinococcus geothermalis
DSM 11300: quadrado preto, 0 % de etanol; quadrado branco, 0,8 % de etanol; circulo preto,
1,2% de etanol; circulo branco, 2,4% de etanol; triangulo preto, 3,1 % de etanol.

[032]Figura 6A: Efeito do pH sobre o crescimento de D. geothermalis DSM 113000
(DRHO05): quadrado: preto, pH8; circulo preto, pH 7; quadrado branco, pH6; circulo branco,
pH5; diamante negro, pH4.

[033]Figura 6B: Efeito do pH sobre o crescimento de D. geothermalis HAMBI 2481
(DRH37): quadrado preto, pH8; circulo preto, pH 7; quadrado branco, pH6; circulo branco,
pH5; diamante negro, pH4.

[034]Figura 6C: Efeito do pH sobre o crescimento de D. geothermalis HAMBI 2480

(DRH38): quadrado preto, pH8; circulo preto, pH 7; quadrado branco, pH6; circulo branco,
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pH5; diamante negro, pH4.

[035]Figura 6D: Efeito do pH sobre o crescimento de D. geothermalis HAMBI 2411
(DRH39): quadrado preto, pH8; circulo preto, pH 7; quadrado branco, pH6; circulo branco,
pH5, diamante negro, pH4.

[036]Figura 7: Crescimento de D. cellulosilyticus em diferentes meios liquidos. A bac-
téria foi cultivada como descrito no material e métodos do exemplo 9. Circulo preto, cresci-
mento em meio rico; quadrado preto, o crescimento em meio minimo contendo CM - celulose;
quadrado branco, crescimento em meio minimo desprovido de fonte de carbono.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

[037]A presente invencgao se refere a métodos para a producao de produtos de bioe-
nergia ou metabdlitos utilizando bactéria Deinococcus. A invencao de fato mostra que a bac-
téria Deinococcus pode produzir produtos de bioenergia ou metabdlitos a partir de biomassa,
de uma maneira muito eficiente.

Definicbes

[038]No contexto do presente pedido, o termo "bactéria do género Deinococcus" in-
clui cepas variantes naturais ou do tipo selvagem de Deinococcus, bem como cepas recom-
binantes, cepas obtidas através de tecnologias de mistura de DNA ou através de tecnologias
de evolucéo direcionada.

[039]Um "extrato de uma bactéria" designa qualquer fragcdo obtida a partir de uma
bactéria, tal como um sobrenadante de célula, detritos celulares, paredes celulares, extrato
de DNA, enzimas ou preparagao enzimatica ou qualquer preparacao derivada de bactérias
por tratamento quimico, fisico e/ou enzimatico, que é essencialmente livre de bactérias vivas.

[040]Dentro do contexto da presente invengdo, o termo “bioenergia” designa uma
energia renovavel proveniente de biomassa. Mais especificamente, o termo "produtos de bio-
energia" designa "biocombustiveis" e todos os produtos finais de modificagdo de biomassa ou
de derivados de biomassa que podem ser utilizados como combustiveis, tal como o etanol. O

termo "metabdlitos" designa todas as moléculas possiveis intermediarias geradas durante a
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modificacdo de biomassa ou de derivados de biomassa em produtos de bioenergia, incluindo,
mas nao limitado a varios produtos quimicos de interesse industrial, tais como &cidos organi-
cos e blocos de construcgéo.

[041]Dentro do contexto da presente invencao, o termo "biomassa" refere-se ao ma-
terial bioldgico recentemente morto ou vivo que pode ser utilizado como combustivel ou para
a producéo industrial. Mais comumente, a biomassa se refere ao crescimento da matéria ve-
getal para gerar eletricidade ou produzir biocombustiveis, mas também inclui matéria vegetal
ou animal utilizada para a producao de fibras, quimicos ou calor. Biomassa pode também
incluir os residuos biodegradaveis que podem ser queimados como combustivel. O termo bi-
omassa nao inclui o material organico que foi transformado por processos geoldgicos em
substancias tais como o carvao ou o petréleo.

[042]A biomassa industrial pode ser produzida a partir de varios tipos de plantas,
incluindo miscanto, switchgrass, canhamo, beterraba, trigo, milho, choupo, salgueiro, sorgo,
cana de agucar, e uma variedade de espécies de arvores, que vao desde eucalipto a palma
de dleo.

[043]A biomassa, de acordo com a invengao, compreende biomassa bruta e/ou bio-
massa secundaria. A biomassa bruta é material ndo-processado proveniente de matéria bio-
l6gica. Exemplos incluem produtos florestais, tais como arvores maduras inadequadas para
producdo de papel ou madeira, produtos agricolas, tais como gramineas, culturas e estrume
animal, e produtos aquaticos, tais como algas e erva marinha. A biomassa secundéria é qual-
quer material inicialmente derivado de biomassa bruta, que passou por mudangas por quimi-
cas e fisicas significativas. Exemplos incluem papel, couro, algodao, caAnhamo, produtos de
borracha natural, processamento de alimentos por produtos, e 6leos de cozinha utilizados.

[044]Como utilizado aqui, o termo "derivados de biomassa" significa todas as molé-
culas derivadas a partir de biomassa bruta e/ou a partir de biomassa secundaria, conforme
acima definido, e em particular qualquer material inicialmente derivado a partir de biomassa

bruta, que passou por modificagdes quimicas e fisicas significativas, tais como por exemplo,
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amido, celulose, hemicelulose e lignina.

[045]Como utilizado aqui, "plataformas intermediarias" sdo moléculas obtidas através
de transformacao fisico-quimica ou bioquimica de derivados de biomassa, tais como aguca-
res, amidos, e gas sintético baseado em bio (syngas).

Descricao Detalhada

[046]A presente invencao propde a utilizagdo de bactéria Deinococcus para produzir
produtos de bioenergia ou metabdlitos a partir de biomassa. A presente invencao de fato mos-
tra que as bactérias do género Deinococcus exibem propriedades inesperadas que lhes per-
mitem cooperar na producao de produtos de bioenergia ou metabdlito, através da biomassa
de fermentacao ou derivados de biomassa.

[047]A bactéria Deinococcus tem mostrado ter a capacidade de remontar o seu ge-
noma, no todo ou em parte, quando interrompida por um stress (PCT/EP2006/005826 Rad-
man Zahradka). Como mencionado anteriormente, estas bactérias, especialmente D. radio-
durans, tém sido propostas para biorremediacdo. No entanto, nunca foi descrito ou sugerido
que a bactéria Deinococcus seria capaz de produzir produtos de bioenergia e metabdlitos a
partir de biomassa. Além disso, nunca tinha sido sugerido que a bactéria Deinococcus pos-
suindo as propriedades biolégicas necessérias poderiam ser isoladas e cultivadas.

[048]A invencdo apresenta agora, pela primeira vez, que é possivel isolar ou cultivar
a bactéria Deinococcus possuindo pelo menos uma das seguintes propriedades, e que a dita
bactéria é capaz de produzir produtos de bioenergia ou metabdlito:

- E viavel ou funcional em altas temperaturas (por exemplo, cerca de 40 a 70 °C);

- E viavel ou funcional dentro de uma faixa de pH de cerca de 3 a cerca de 9,5, de
preferéncia entre cerca de 4 e cerca de 8;

- E viavel e funcional na presenca de agentes toxicos, em particular solventes orga-
nicos, por exemplo, o etanol;

- E capaz de converter aglcares C6 e C5;

- E capaz de promover a digestdo celulose para render glicose;
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- E capaz de promover digestao hemicelulose para render xilose;

- E capaz de crescer em condicdes aerébicas e/ou anaerdbicas na presenca de uma
fonte de carbono adequada.

[049]Além disso, a bactéria Deinococcus é geralmente desprovida de patogenici-
dade, e pode ser utilizada, por conseguinte, sem confinamento especifico.

[050]A invencgao, desse modo descreve, pela primeira vez, a capacidade da bactéria
Deinococcus fazer produtos de bioenergia ou metabdlito a partir de biomassa, bem como a
sua capacidade inesperada de ser cultivada e crescida sob condi¢cées especificas adaptadas
a tal utilizacdo. A invencao também propde a utilizacdo, para producédo de produtos de bioe-
nergia ou metabdlito, qualquer bactéria possuindo a capacidade para remontar o seu genoma,
no todo ou em parte, quando interrompida por um stress.

[051]Em uma modalidade preferida, 0 método desta invencéao utiliza uma espécie
Deinococcus termofilica, preferencialmente selecionada a partir Deinococcus geothermalis,
Deinococcus radiodurans e Deinococcus murrayi.

[052]Em uma modalidade preferida da invengao, o método utiliza uma bactéria Deino-
coccus viavel na presenca de agentes toxicos, em particular na presenca de solventes orga-
nicos, por exemplo, etanol. O presente pedido de fato mostra que as cepas de Deinococcus
podem ser cultivadas na presenca de altos niveis de solventes, tais como etanol ou butanol,
permitindo a produgéo de biocombustiveis de uma maneira mais eficiente.

[053]Em outra modalidade preferida da presente invengao, o método utiliza uma bac-
téria que pode ser cultivada em uma faixa de temperatura de aproximadamente 40 a 70 °C,
preferencialmente de 50 °C a 60 °C. Em uma modalidade mais preferida, o método utiliza uma
bactéria que pode tanto ser cultivada sob temperatura elevada (acima de 40 °C) e na presenca
de um agente tdxico ou solvente organico, como descrito acima.

[054]Em uma modalidade mais particular da invengéo, o método utiliza uma bactéria
Deinococcus que pode ser viavel ou funcional sob condi¢cées de concentracao de NaCl ou

sais equivalente possivelmente atingindo cerca de 5 % em peso / volume.

Peticdo 870170053991, de 28/07/2017, pag. 16/51



11/33

[055]Em outra modalidade preferida da invengédo, o método utiliza uma bactéria que
€ viavel em um intervalo de pH entre aproximadamente 3 e 9,5, preferencialmente entre 4 e
8. Na verdade, os inventores descobriram que as cepas de Deinococcus podem ser mantidas
em condi¢cées muito severas, as quais sao particularmente vantajosas para a conversao de
biomassa.

[056]Em uma modalidade preferida, a invengao utiliza uma bactéria Deinococcus que
€ capaz de converter os acucares C6 e/ou C5 e/ou promover a digestdo de celulose para
gerar glicose e/ou promover a digestao de hemicelulose para gerar xilose.

[057]Em uma modalidade particular, a invencao refere-se a um método, no qual a
dita bactéria Deinococcus € capaz de crescer na presencga de xilan e promover a digestao de
xilan.

[058]Tais atividades enzimaticas, combinadas com uma elevada termo-resisténcia,
uma ampla faixa de tolerancia de pH e de tolerancia de agentes toxicos, nunca foram regis-
tradas antes e sao notaveis. Como mostrado nos exemplos, as bactérias Deinococcus pos-
suindo as propriedades acima podem ser isoladas, cultivadas e produzem quantidades subs-
tanciais de produtos de bioenergia ou metabdlitos a partir de biomassa.

[059]A este respeito, outra vantagem da invencgao reside em um método, em que a
dita bactéria Deinococcus é cultivada em um meio minimo contendo agucares C6, preferenci-
almente glicose, ou mais agucares complexos, preferencialmente, sacarose, celobiose ou
amido, ou agucares C5, preferencialmente, xilose, como fonte de carbono. Uma vantagem
adicional da presente invencao reside no fato de que a dita bactéria Deinococcus pode ser
cultivada na presenca de hidratos de carbono C3, preferencialmente, glicerol ou piruvato de
sédio.

[060]0s exemplos especificos de bactérias adequadas para uso na presente inven-
cao sao cepas de Deinococcus geothermalis com nenhuma deposi¢cdo. DSM 11300, DSM
11301, DSM 11302, HAMBI2480, HAMBI2481 e HAMBI2411; cepas de Deinococcus murrayi

com nenhuma deposi¢cao. DSM 11303 e DSM 11305, ou cepa de Deinococcus cellulosilyticus
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com nenhuma deposicdo. DSM18568T (listados no respectivo quadro 1), ou cepas substan-

cialmente similares a mesma ou mutantes da mesma.

Tabela 1: Lista de cepas de Deinococcus

Designa- | Género Espécies Ref. Cédigo | Temp. | Referéncia Bibliografica
cao °C
DRH 05 | Deinococ- | geotherma- | DSM 11300 | 45a50 | Ferreiraetal., 1997 Int J.
cus lis Syst. Bacteriol,47(4):
939-47
DRH 06 | Deinococ- | geother- DSM 11301 | 45a50 | Ferreiraetal., 1997 Int J.
cus malis Syst. Bacteriol,47(4):
939
DRH 07 Deinococ- | geother- DSM 11302 | 45a50 | Ferreiraetal., 1997 Int J.
cus malis Syst. Bacteriol,47(4):
939
DRH 37 | Deinococ- | geotherma- | HAMBI | 2481 45 a 50 | Kolari et al., 2003 J. Ind.
cus lis Microbiol Biothecnol, 30:
225-238
DRH 38 Deinococ- geother- HAMBI | 2480 45 a 50 | Kolari et al., 2003 J. Ind.
cus malis Microbiol Biothecnol, 30:
225-238
DRH 39 | Deinococ- | geother- HAMBI | 2411 45 a 50 | Véaisanen et al., 1997,
cus malis Applied Microbiology 84:
1069-1084
DRH 08 | Deinococ- | murrayi DSM 11303 | 45a50 | Ferreiraetal., 1997 Int J.
cus Syst. Bacteriol,47(4):
939
DRH 10 | Deinococ- | murrayi DSM 11305 | 45a50 | Ferreiraetal., 1997 Int J.
cus Syst. Bacteriol,47(4):
939
DRH 46 | Deinococ- | cellulosilyti- | DSM 18568 | 45 Weon et al., 2007, Int J
cus cus of Syst & Evolutionary
Microbiol, 57, 1685-
1688

[061]Todas as cepas listadas na tabela acima sao capazes de crescer em meio de

cultura do tipo PGY em pH7. Outros meios de cultura adequados estdo descritos na secao

experimental.

[062]Deve ser entendido que as cepas de Deinococcus adicionais possuindo as pro-

priedades como atualmente demonstradas e descobertas podem agora ser rastreadas e iden-

tificadas pelos versados na técnica, com base nos ensinamentos do presente pedido, por

exemplo, seguindo orientagao e testes, conforme descrito na secao experimental.
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[063]Como mencionado acima, as cepas de Deinococcus, utilizadas no presente pe-
dido podem ser utilizadas tanto na forma nativa, ou modificada (por exemplo, quimicamente
ou geneticamente) para adquirir propriedades melhoradas. A este respeito, em uma modali-
dade particular, o método utiliza uma bactéria Deinococcus que é modificada pela evolugéao
acelerada ou pelas tecnologias de mistura de DNA ou pela inser¢éo de eucariontes, procari-
ontes ou DNA de Deinococcus nao-sintéticos ou pela insercao de outro DNA de cepa de
Deinococcus, a dita modificacao afetando a viabilidade, o crescimento ou as fungdes da refe-
rida bactéria, a fim de promover a modificacdo de biomassa.

[064]Em outra modalidade da invengao, a bactéria utilizada pode ser uma cepa bac-
teriana recombinante ou modificada, vantajosamente utilizando um método tal como descrito
no pedido de patente internacional No. PCT/EP2006/005826.

[065]Como discutido acima, a invencao mostra que a bactéria do género Deinococ-
cus, ou os derivados da mesma, selecionada, por exemplo, entre D. geothermalis, D. radio-
durans ou D. murrayi, apresentam propriedades vantajosas e sdo capazes de produzir produ-
tos de bioenergia ou metabdlitos provenientes de varios substratos brutos. A presente inven-
cao, portanto, refere-se ao uso de bactérias do género Deinococcus para a producao de bio-
energia ou metabdlitos a partir de biomassa ou os derivados de biomassa. A presente inven-
cao também se refere a um método para produzir produtos de bioenergia a partir de biomassa
e metabdlitos ou derivados de biomassa, expondo ou cultivando a dita biomassa na presencga
de bactérias do género Deinococcus, ou um extrato da mesma e recuperando o produto de
bioenergia ou metabolito produzido.

[066]A cultura ou exposicdo podem ser feita em qualquer condicao ou ambiente ade-
quado que permita a modificacdo da biomassa ou derivado para produzir produto de bioener-
gia. Neste sentido, 0 método pode ser realizado em um reator, em um fermentador, ao ar livre,
na presenga de nutrientes ou aditivos adequados, se necessario. O método é geralmente
conduzido sob condicbes de pH, temperatura acima de 40 °C, e na presenca de substratos

adequados.
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[067]Um objeto especifico da presente invengao reside em um método compreen-
dendo as seguintes etapas:

a) cultura e/ou o cultivo da dita bactéria em condi¢des aerdbias e/ou anaerdbias,

b) modificar (por exemplo, conversdo ou tratamento) a biomassa ou derivados de
biomassa em produtos de bioenergia ou metabdlitos utilizando uma composicdo que compre-
ende a dita bactéria ou um extrato do mesmo, e

c) coletar pelo menos um produto de bioenergia ou metabdlito resultante a partir da
dita modificagdo de biomassa ou derivados de biomassa.

[068]Outro objeto da invencao reside em um método para converter a biomassa ou
derivados de biomassa utilizando pelo menos uma bactéria ou extrato bacteriano, tal como
definido acima ou uma composicao tal como acima descrito, compreendendo uma combina-
cao de:

* pelo menos uma operacao de colocar em cultura e desenvolvimento a dita cepa
bacteriana ou o dito extrato de levedura bacteriana sob condi¢des de crescimento e desen-
volvimento adequado,

* pelo menos uma operacao para converter a biomassa ou um derivado de biomassa
sob a acao de quantidades adequadas da dita cepa bacteriana ou dito extrato de levedura
bacteriana, sob condi¢cdes adequadas para a referida conversao da biomassa, ou derivados
da biomassa, e

« coletar pelo menos um produto de bioenergia ou metabdlito derivado a partir da dita
conversao da biomassa ou de derivados de biomassa, em particular coletar o etanol dessa
forma produzido.

[069]Nos métodos acima, a primeira etapa de cultura e/ou cultivo da dita bactéria e a
segunda etapa de modificacdo de biomassa ou derivados de biomassa em produtos de bioe-
nergia ou metabdlitos utilizando uma composicao que compreende a dita bactéria ou um ex-
trato da mesma, pode ser realizada simultaneamente, ou sequiencialmente; a terceira etapa

da coleta de produtos de bioenergia ou de metabdlitos pode ser realizada simultaneamente
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com a primeira e/ou a segunda etapa, ou sequencialmente. Neste contexto, a biomassa pode
ser entrar em contato com a bactéria sob condicées adequadas para permitir a expansao da
referida bactéria, aumentando assim a eficiéncia do processo. Alternativamente, as cepas
bacterianas podem ser expandidas separadamente, sob condi¢cdes de cultivo adequado, e
posteriormente adicionadas a biomassa. Deve ser entendido que as quantidades exatas de
bactérias utilizadas inicialmente para transformar de modo eficaz a biomassa em produtos de
bioenergia ou metabdlitos substanciais podem ser ajustadas pelo versado na técnica depen-
dendo do tipo de bactéria, o tipo de biomassa ou derivados, e as condi¢des de cultura.

[070]Em uma modalidade particular, do método de acordo com a invenc¢ao, a bactéria
Deinococcus é cultivada separadamente a partir da conversao de biomassa.

[071]Em outra modalidade particular, o método utiliza uma composi¢cao que compre-
ende uma bactéria Deinococcus ou um extrato do mesmo e pelo menos um aditivo ou excipi-
ente adequado, preferencialmente pelo menos um agente escolhido a partir do grupo consis-
tindo em agentes antiespumantes e agentes nutrientes. Os agentes antiespumantes apropri-
ados sao dispersantes, detergentes e tensoativos em particular, e mais geralmente compostos
anfifilicos.

[072]Em uma modalidade particular, o método da invencao é desempenhado em um
reator de conversdo de biomassa. Por "reator" € entendido um tanque de fermentagéo con-
vencional ou qualquer aparelho ou sistema de conversao de biomassa, especialmente desig-
nados para implementar a invengao e, portanto, consistindo em biorreatores, biofiltros, conta-
tores bioldgicos rotativos, e outros gasosos e/ou biorreatores fase liquida para o tratamento
de biomassa ou produtos derivados de biomassa. O aparelho, que pode ser utilizado de
acordo com a invengao pode ser utilizada de forma continua ou em cargas de batelada.

[073]No reator, para implementar o método da invencao, pelo menos uma bactéria
ou extrato bacteriano da invencao é utilizado, e/ou pelo menos uma composi¢éo, tal como
definido anteriormente, enquanto o dito reator é disposto e fornecido de modo que as condi-

coOes fisico-quimicas sao definidas e mantidas de modo que a dita bactéria seja operacional
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para a aplicagdo sob consideragao e de modo que, eventualmente, o crescimento bacteriano
€ possivel e preferencialmente promovido no mesmo.

[074]Em outra modalidade do método da invencao, as bactérias séo cultivadas em
um reator, durante a conversao de biomassa ou de derivados de biomassa, enquanto as con-
digdes fisico-quimicas adequadas sao ajustadas e mantidas para esse crescimento bacteri-
ano a ser possivel, e preferencialmente promovida. Por exemplo, um Erlenmeyer de 500 ml
pode ser utilizado na presenca de 100 ml de 167 meio Thermus ou meio minimo descrito
abaixo, a uma temperatura de 50 °C.

[075]Em modalidades alternativas da invencao, a conversdo de biomassa ou de de-
rivados de biomassa é conduzida sob aerobiose, anaerobiose ou sob microaerobiose.

[076]De acordo com um outro aspecto, o objeto da invengao € um reator para a con-
versao de biomassa ou de derivados de biomassa, utilizando pelo menos uma bactéria Deino-
coccus ou extrato bacteriano, tal como definido acima, ou uma composi¢ao, tal como acima
definido.

[077]0 processo desta invencao pode ser utilizado para produzir bioenergia a partir
de varios tipos de biomassa. Em uma modalidade preferida, a biomassa inclui madeira e re-
siduos de madeira, residuos florestais, residuos de rolamento de papel, culturas agricolas,
residuos agricolas, alimentares e/ou plantas nao-comestiveis ou partes dos mesmos, palha,
residuos de jardim, plantas aquaticas, residuos animais, residuos de operacao de gados, es-
terco, residuos municipais organicos e/ou residuos organicos industriais. A biomassa pode
também incluir os residuos biodegradaveis.

[078]Em uma modalidade particular, a invencao refere-se um método para modificar
a biomassa ou os derivados de biomassa ou plataformas intermediarias em produtos de bio-
energia ou metabdlitos, em que os derivados de biomassa séo preferencialmente a lignina,
celulose, hemicelulose, amido, e em que as plataformas intermediarias sao preferencialmente
carboidratos, tais como xilan, glucuronoxilan, arabinoxilan, glucomannan, xiloglucan, amido,

sacarose, lactose, maltose, trealose, glicose, xilose, manose, arabinose, ramnose, galactose
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e/ou frutose.

[079]Um objeto particular da invengéo reside em um método para a produgédo dos
biocombustiveis. Dentro do contexto da presente invengao, o termo “biocombustivel” designa
um combustivel derivado a partir de uma fonte de carbono biol6gico ou morto. O biocombus-
tivel pode ser produzido a partir de recursos renovaveis, especialmente a biomassa vegetal
ou animal, ou a partir de residuos urbanos e industriais. O biocombustivel de acordo com a
invencao compreende "biocombustiveis de primeira geragao" e/ou "biocombustiveis de se-
gunda geracao".

[080]Os biocombustiveis de primeira geracao sao obtidos a partir de material orga-
nico vegetal ou animal, de preferéncia a partir de acucar, amido, éleo vegetal ou gordura ani-
mal. A principal fonte para a producao de biocombustiveis de primeira geracdo sao as plantas
comestiveis ou partes das mesmas. Os biocombustiveis de primeira gerac¢édo incluem o éleo
vegetal, biodiesel, bioalcodis, biogas, gas de sintese e de biocombustiveis sélidos. Os bioal-
codlis incluem etanol, propanol e butanol. Mais preferencialmente, o método da invencao é
utilizado para a produgé@o de etanol, propanol, butanol. O biocombustivel mais preferido é o
etanol.

[081]0Os biocombustiveis de segunda geragédo sao produzidos preferencialmente a
partir de plantas ndo-comestiveis ou partes ndo-comestiveis das plantas. Eles incluem cultu-
ras nao-alimentares, residuos de biomassa, talos de trigo, milho e madeira. Preferencial-
mente, os biocombustiveis de acordo com a invengao incluem biocombustiveis celulésicos.

[082]Dependendo da biomassa de partida, a producéo de produtos de bioenergia ou
metabdlitos, tais como biocombustiveis, podem exigir duas etapas sucessivas: uma etapa de
hidrélise, catalisada por enzimas, preferencialmente celulases ou lacases, que quebram as
cadeias longas, cadeias de carboidratos complexos, tais como celulose ou lignina, respecti-
vamente, em pequenos agucares fermentaveis, e uma etapa de fermentacao, o que adicio-
nalmente degrada os compostos organicos, tais como agucares, em alcodis. Deve ser salien-

tado que as cepas de Deinococcus de acordo com a presente invencao podem ser utilizadas
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para uma ou ambas as ditas reacdes. De fato, a invencao mostra que Deinococcus pode
hidrolisar as cadeias longas de carboidrato (por exemplo, xilan ou celulose) e pode também
produzir metabdlitos (por exemplo, etanol, glicerol, butanodiol, propanodiol, bem como acido
acético, propibnico, piravico e butirico) a partir dos agucares C3, C5 ou C6. Se desejado, no
entanto, deveria ser notado que as cepas Deinococcus podem ser utilizadas em combinagéao
com quaisquer outras cepas bacterianas.

[083]0s exemplos a seguir sdo dados para fins de ilustragéo e ndo por meio de limi-
tacao.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Testes de selecao

[084]Para determinar se um microrganismo é equipado com as propriedades exigidas
pela invencao, os testes especificos devem ser realizados a fim de determinar se um género,
espécie e/ou uma cepa bacteriana é capaz de ter as propriedades requeridas e em fungao de
um método para a conversao de biomassa ou derivados de biomassa, e para determinar quais
aperfeicoamentos significativos podem assim ser obtidos.

[085]Estes testes especificos de acordo com a invencao sao realizados nas condi-
¢Oes a seguir:

Meio de cultura:

[086]D. geothermalis (DG) é cultivado em 50 °C, sob agitagcdo, em meio aerdbio. O
meio de cultura 167 é utilizado para manter as cepas. O meio minimo é utilizado em experi-
mentos de fermentacao, em particular, para caracterizar os metabdlitos. Neste caso, 500 ml
de meio de cultura sdo incubados por 1 a 7 dias, sob agitacdo em um Erlenmeyer de 1 L, apés
ter sido semeado com 5 ml de cultura confluente de D.G.

Médio Thermus 167

Tryptone 1 g
Extrato de levedura 1 g
Agar 28 g
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Acido nitrilotriacético 100 mg
CaS04X 2 H:0 40 mg
MgCl> X 6 H.0 200 mg
Citrato de Fe 0,01 M 0,5 ml
Solucdo de elementos de prova (ver abaixo) 0,5 mi
Tampao de fosfato (ver abaixo) 100 mi
H20 900 ml
Ajustar para pH 7,2 com NaOH, autoclave a 121¢ C
por 15 min. Autoclave o tampao de fosfato separadamente e
adicionar ao meio

Tampao de Fosfato
KH2PO4 5,44 g
Na2HPO4 X 12 H20 43 g
H20 1000 ml
ajustar para ph 7,2

Solucéo de elementos de prova:
H2SO4 0,5 ml
MnSO4 X H0 2,28 g
ZnS0O4 X 7 H:0 0,5 g
HsBOs 0,5 g
CuS04X 5 H:0 25 mg
Na:MoO4 X 2 H:0 25 mg
CoCl> X 6 H:0 45,00 mg
H-0 1000 ml

Meio minimo

Tampao MOPS

Acido MOPS 400 mM
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NH4CI 200 mM
NaOH 100 mM
KOH 100 mM
CaCl2 5 M
K2S04 276 mM
MgClI2 5,28 mM
pH 7, filirado, esterilizado
Fonte de carbono
Glicose 160 mM
Filtrada, esterilizada
Fosfato
KoHPO4 12,3 mM
KH2PO4 7,7 mM
Filtrada, esterilizada
Vitaminas
D-biotin 10 uM
Niacine 10 uM
Piridoxal-HCI 10 uM
Tiamine-HCI 10 uM
Armazenar a pH 4, filtrado, esterilizado
Solucao de elementos de prova
H2S04 5 ml
MnS0O4 X H20 22,8 g
ZnS04 X 7 H20 5 g
H3BO3 S g
CuS0O4 X 5 H20 250 mg
Na2Moo4 X 2 H20 250 mg
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CoCI2 X 6 H20 450 mg
H20 1000 ml
Fonte de ferro
FeCI3 200 M
Citrato de Sédio 200
Filtrada, esterilizada
Aminoacidos
Ser 100 mM
Gin 100 mM
Filtrada, esterilizada

[087]Estas solugbes de armazenamento em estado concentrado de 10X s&o diluidas

de forma extemporéanea.

Deteccao da atividade de lacase das bactérias:

Principio:

Seringaldazina + O, — seringaldazina oxidada + 2H-O

Lacase

Reagentes:

A. Tampao de fosfato de potassio 100 mM, pH 6,5 a 30 °C

B. Seringaldazina 0,216 mM (3 ml sdo preparadas em etanol absoluto a partir de

seringaldazina obtida de Sigma Prod., N ¢ S-7896).

C. Enzima
Teste Espaco em branco
H20 0,50 ml Meio nédo-fermentado, 0,5 ml ou di-
luicao
Reagente A | 2,20 ml 2,20 ml
Reagente B | 0,3 ml 0,3 ml
Reagente C | Meio Fermentado, 0,5 ml ou diluicdo | 0

[088]O aumento na densidade 6ptica é registrado em 530 nm.

[089]Sob estas condigdes, uma unidade de enzima produz um aumento na densidade
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Optica de 0,001 por minuto a pH 6,5 e em 30 °C.

Deteccao da atividade da celulase das bactérias:

Principio:

[090]O teste é baseado no acompanhamento da conversdao de NAD em NADH du-
rante a degradacao da celulose. Um aumento na absorgcdo € entdo monitorado a 340 nm,
seguindo as instru¢des do fornecedor, disponivel no enderego na internet: (http://wvvvv.sig-
maaldrich.com/img/assets/18160/Cellulase.pdf)

Deteccao da producédo de etanol:

Etanol é quantificado utilizando dois métodos.

Meétodo enzimatico: ADH

Etanol + NAD > Acetaldeido + NADH

[091]Este método é baseado no acompanhamento da conversdo de NAD em NADH
na presenca de etanol e alcool desidrogenase.

[092]Esta reacao se traduz como um aumento na absorgao a 340 nm. Para esta me-
dicao, o Sigma N7160, kit foi utilizado seguindo as instrugdes do fabricante disponiveis no link
de Internet:

(http: / www.sigmaaldrich.com/sigma/bulletin/N7160BUL.pdf).

Medicao através de cromatografia liquida de alto desempenho de fase reserva:

Condicoes:

HPLC Gilson, com injetor automatico de deteccao por refratometria,

Coluna: Rezex Phenomenex ROA, 300 mm x 7,8 mm

Temperatura em coluna: 65 °C

Fase movel: acido sulfarico 0,005 N

Taxa de Fluxo: 0,600 ml/ min

[093]Primeiro, uma curva de calibracao é feita pela injecdo de meio de cultura con-
tendo concentragdes conhecidas de etanol na coluna. A &rea do pico eluido em 22,26 min

correspondente ao etanol € medida. A curva de calibragao é tracada.
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[094]Em seguida, a quantidade de etanol produzido pela bactéria € medido através
da injecao do sobrenadante de cultura para a coluna. A area do pico eluido em 22,26 min e
corresponde ao etanol é medida. A concentracao de etanol presente no sobrenadante é de-
duzida por comparacao com a curva de calibracédo.

[095]A deteccao e quantificacdo dos outros metabdlitos, possivelmente produzidos
em diversas propor¢des podem ser feitas seguindo os métodos convencionais de analise e
avaliagéo.

[096]Bactérias sdao organismos haploides que se reproduzem por divisdo binaria e
gue se alimentam de substancias organicas e minerais encontradas no ambiente.

[097]Suas exigéncias de gas, especialmente com relacdo ao oxigénio, sdo variadas
e a cultura e as técnicas de fermentacdo a serem utilizadas devem ser adaptadas de acordo
com se eles sdo microorganismos estritamente aerobios ou facultativos, aero-anaerébicos fa-
cultativos.

[098]A atividade de celulase, vantajosamente exigida pela invencgéo, participa na de-
gradacao da celulose, enquanto a atividade de lacase permite ou facilita a degradacao de
lignina.

[099]A producéo, proveniente da fermentacao da biomassa, dos produtos de bioe-
nergia, tais como etanol, em particular e/ou outros metabdlitos é realizada seguindo as condi-
cbes de funcionamento a serem adaptadas posteriormente para testes iterativos para as con-
dicdes e parametros da técnica da presente invencgao, que sdo em particular, a quantidade de
meio de cultura bacteriana, as condi¢cdes operacionais de temperatura e/ou pressao, e as
opcoes de fermentacao aerdbia, anaerdbia ou microaerofilica.

[0100]Apbs os testes e 0s ensaios especificos descritos acima, as cepas seleciona-
das naturais ou modificadas geneticamente sao implementadas de acordo com o método da
invencgao.

Exemplo 2: Producao de etanol na presenca de Deinococcus geothermalis

[0101]Em um Erlenmeyer de 500 ml, contendo 100 ml de meio minimo a 50 °C, um

Peticdo 870170053991, de 28/07/2017, pag. 29/51



24/33

inéculo de D. geothermalis 10'° (DG) é acrescentado a 50 °C. A cultura é colocada sob agita-
Cao para promover a aeragao.

[0102]Esta cultura esta pronta para ser utilizada em um tanque convencional de fer-
mentacao de biomassa no qual, sob melhores condi¢des, etanol e outros metabdlitos podem
ser obtidos com um rendimento excelente em 55 °C.

[0103]Depois de 1 a 7 dias no reator com a biomassa a ser tratada, a presenca do
etanol e metabdlitos acima mencionados foi quantificada por HPLC (seguindo o protocolo
descrito acima). O desaparecimento de glicose foi observado e a produgdo concomitante de
etanol, cuja concentracao foi estimada analiticamente. Outros metabdlitos de interesse foram
detectados. A substituicdo da glicose por xilose no meio de cultura também permite o cresci-
mento bacteriano e a producéo de etanol.

[0104]Em uma variante de modalidade deste exemplo, resultados semelhantes po-
dem ser obtidos através da realizacao de ambas as culturas bacterianas e fermentagdo no
mesmo tanque.

Exemplo 3: Os efeitos bactericidas do etanol e butanol em geothermalis Deinococcus

Material e métodos

[0105]Este método permite a avaliagdo dos efeitos bactericidas de solventes organi-
cos sobre bactérias no crescimento ou na fase estacionaria. Os solventes testados sao o eta-
nol e butanol. As bactérias testadas pertencendo ao género Deinococcus:

- desenvolver entre 40 e 70 °C

- estdo em operacéao entre pH 3 e pH 9.5

- s&0 capazes de montar, no todo ou em parte, a sua separagdo do genoma por um
stress, nomeadamente através da irradiagdo, em especial por UV ou raios gama, por desse-
cacgao, pela acao da enzima, por ultra-som ou pelo estresse quimico.

[0106]O teste deve ser realizado a temperatura 6tima de crescimento para a cepa
testada. A partir de uma pré-cultura em fase estacionaria em um meio enriquecido, 10 ml de

meio de enriquecimento é semeado em 1% v/ v. O meio enriquecido € composto de: 2 g/l de
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peptona, 5 g/l de extrato de levedura e 10 g de glicose/l: solugdo esterilizada através de auto-
clave (20 minutos, 120 °C). Para esta solucao sao adicionadas as seguintes soluc¢des: tampao
de MOPS (10X) pH7 [acido MOPS 400 mm, NH4CI 200 mM, NaOH 1000 mM, KOH 100 mM,
CaClz 5 uM, NaxS042,76 mM, MgCl. 5,28 mM]; micronutrimentos (10000x) [(NH4)s (Mo7) 24
300 mM, H3BO3 4 mM, CoCl» 0,3 mM, CuSO4 0,1 mM, MnCl» 2,5 mM, ZnSO4 0,1 mm]; FeCls
(100X) 20 mM em CsHsNazO7 20 mM; KoHPO4 1 g / I: solugdes esterilizadas através de filtra-
cao (45 um).

[0107]200 mL de cultura estao distribuidas em uma microplaca de 96 cavidades. Para
evitar qualquer fenbmeno da evaporacao de solvente, a microplaca é coberta com uma peli-
cula impermeavel estéril.

[0108]Uma vez concluida a fase de crescimento exponencial (densidade éptica de
0,5 a 600 nm), ou uma vez que a fase estacionaria (planalto), for atingida, o solvente é adici-
onado. O conteudo testado é de 0 a 31 % de etanol e de 0 a 2,5 % para o butanol. A cultura
€ entdo incubada sob agitacdo por uma hora.

[0109]Visto: No final da incubacéo, e para cada concentragdo em solvente, 20 pl da
cultura sao transferidos para outra microplaca e sao diluidos em cascata (diluicdes em 1/ 10
por 9 cavidades). O meio de cultura de diluicdo € um meio enriquecido. 5 pl de cada diluicao
sao colocados em repouso em meio de Agar PGY. Peptona 5 g/l, extrato de levedura 2,5 g/I,
glicose 0,5 g/l, agar 14 g/I: meio esterilizado por 20 minutos de autoclave a 120 °C. Uma vez
que permite o crescimento, para cada percentual de solvente testado, uma contagem é reali-
zada para avaliar a influéncia de solventes orgéanicos sobre a cepa.

Resultados:

[0110]A concentracdo de solvente na qual se considera que haja uma perda da via-
bilidade bacteriana corresponde a concentracdo minima de solvente na qual se observa a
perda de um registro em relagcao ao controle.

[0111]As cepas testadas (Figuras 1 a 4) apresentam resisténcia satisfatoria para os

solventes provenientes da perspectiva de uma aplicacao industrial de um fermentador.
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Exemplo 4: o crescimento de bactéria na presenca de fontes de carbono C3, C5 e
C6

Material e Métodos

[0112]Pré-culturas foram realizadas, tanto em meio A contendo peptona A (2 g/l),
extrato de levedura (5 g/l), glicose (10 g/l) ou em meio PGY. Apés a centrifugacao do meio de
cultura, o pélete bacteriano foi lavado duas vezes com meio minimo A para eliminar todas as
fontes de alimento no inéculo. Este indculo foi utilizado para semear o meio de cultura A (1/
66) (200 mL) contendo uma das seguintes fontes do carbono a 1 % (W /v): D (+) glicose, D
(+) celobiose, sacarose, amido, D (+) xilose, xilan proveniente de madeira de bétula, glicerol,
piruvato de sodio. No caso de cepas DRH07, DRH39, DRH08 e DRH10, o glutamato (10 mM)
foi adicionado ao meio de cultura. O crescimento bacteriano foi conduzido a 45 °C em micro-
placas de 96 cavidades, sob agitacdo e seguido por medi¢do da densidade Optica a 544 nm
utilizando um espectrofotdmetro (Chameleon multilabel detection Platform plate, ScienceTec)
ou a 600 nm utilizando uma leitora de microplaca spectrostar OMEGA (BMG LabTech).

[0113]Referéncias de fontes de carbono utilizadas: Xlan proveniente de madeira de

bétula (95588, Fluka), celobiose (22150, Fluka), D (+) xilose (95730, Fluka), glicose (G8270-
1KG, Sigma), sacarose (S9378-1KG, Sigma), amido (S9765-500G, Sigma), glicerol (453752,
CarloErba), piruvato de sodio (Sigma).

Composicéo e preparacido de meios de cultura

[0114]PGY Médio: Peptona (10 g/l), glicose (1 g/l), extrato de levedura (5 g/l), a mis-
tura é autoclavada por 20 minutos a 120 °C.

[0115]Meio A: as varias solucdes utilizadas para preparar o meio A foram preparadas
a partir de uma solugao armazenada esterilizada por filtragao:

- A solucéo (pH7) contendo: tampao de acido MOPS 40 mM, NH4Cl 20 mM, KOH 10
mM, NaOH 10 mM, CaCl: 0,5 mM, Na>SO,4 0,276 mM, MgCl.» 0,528 mM.

- Uma solugao de micronutrimentos (pH5): (NH4)s(MO7)24 3 nM, HsBO3400 nM, CoCl»
30 nM, 10 nM CuSQs4, MnCl; 250 nM, ZnSO4 10 nM.
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- Solucédo de vitaminas, pH4 (1 mg / | de cada): D-biotin, niacina, piridoxina HCI, tia-
mina-HCI, vitamina B12.

- Fonte de fosfato: KzHPO4 5,7 mM.

- FeCl; 20 mM (preparados em uma solugao de citrato de sédio, em seguida, filtrada).

Resultados

[0116]As bactérias listadas na Tabela 2 (abaixo) sdo capazes de se multiplicar em
meio de cultura minimo (meio A), contendo como Unica fonte de carbono, agucar em C6, como
a glicose, sacarose, celobiose e amido. E observado que as cepas DRH37 e DRH06 também
sao capazes de crescer na presenca de glicerol e piruvato de sédio (carboidratos em C3).

[0117]As bactérias listadas na Tabela 3 também sao capazes de se multiplicar em
meio de cultura minimo contendo agucares em C5 (xilan ou xilose) como a unica fonte de
carbono; com excecado das cepas DRH06 e DRHO7 que ndo sao capazes de crescer na pre-
senca de xilan e xilose, respectivamente.

[0118]Tabela 2: Testes de assimilacao das diferentes fontes de carbono em C3 e C6
realizados em varias espécies de D. geothermalis e D. murrayi. - AOD <0,2; +AOD = 0,2; + +
0,3>A0D > 0,4; + + + 0,4> AOD> 0,5; + + + + AOD> 0,6. AOD corresponde a diferenga entre
o valor de OD em 544 nm no tempo inicial de crescimento TO e para o tempo T 196 horas

(cerca de 8 dias).

D. geothermalis D. murrayi

Fonte de car- | DRHO | DRHO06 | DRHO | DRH37 | DRH3 | DRH39 | DRHO | DRH10
bonro a 1% |5 7 8 8

(w/v) de Carboi-

drato em C6

D-(+)-glicose +++ + ++ ++ +++ +++ + +
D-(+)-celobiose | ++ - +++ +++ ++ +++ ++ -
Sucrose +++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ -
Amido +++ ++ ++ ++ +++ - ++ -
Carboidratos

em C3:

Glicerol - - - ++ - - - -
Piruvato de so6- | - + - - - - - -
dio

[0119]Tabela 3: Teste de assimilacdo das diferentes fontes de carbono em C5 e C6

realizados em varias espécies de D. geothermalis - AOD <0,2; AOD + = 0,2; ++ 0.3> AOD>
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0,4; +++ 0.4> AOD > 0,5; ++++ AOD> 0,6. AOD corresponde a diferenca entre o valor do OD

a 600 nm no tempo inicial de crescimento TO e no momento T64 horas (aproximadamente 2,5

dias).
Fonte de carbono a 1% (w/v) DRHO05 | DRHO06 | DRHO7 | DRH37 | DRH38 | DRH39
D-(+)-glicose +++ ++ + ++++ +++ +++
Xilan +++ - + ++++ ++++ ++++
Xilose ot ++ ++ ++ +++ ot

Exemplo 5: Crescimento de bactérias em alta concentragdo de etanol

Material e Métodos

[0120]Este método permite a avaliagao da capacidade de um microrganismo para se
desenvolver na presenca de uma elevada concentracao de etanol. As bactérias testadas per-
tencentes as espécies Deinococcus geothermalis:

- Desenvolver entre 40 e 70 °C,

- Estdo em operacéao entre pH3 e pH9,5

- sd0 capazes de remontar, em parte ou na integra, a sua participagcdo do genoma
por um stress, nomeadamente através da irradiacao, em especial por UV ou raios gama, por
dissecacéo, pela acao da enzima, por ultra-som ou pelo estresse quimico.

[0121]O teste deve ser realizado na temperatura ideal para o crescimento da cepa
testada. A partir de uma pré-cultura fase estacionaria em um meio de cultura enriquecido, para
cada teor de etanol a ser testado, 20 ml de meio enriquecido é semeado em 1 % v/v. O meio
de cultura enriquecido é composto de: peptona 1 g/l, extrato de levedura 5 g/l e glicose 10 g/I:
solucao esterilizada por autoclave (20 minutos, 120 °C). Para esta solugcao sao adicionadas
as seguintes solugdes: tampao MOPS (10X) pH7 MOPS [tampao de acido MOPS 400 mM,
NH.CI 200 mM, NaOH 1000 mM, KOH 100 mM, CaCl. 5 uM, 2,76 mM Na>SOs4, MgCl. 5,28
mM]; micronutrimentos (10000x) [(NH4)s (Mo7) 24 300 mM, H3BOs 4 mM, CoCl: 0,3 mM,
CuS0Os4 0,1 mM, MnCl; 2,5 mM, ZnSO4 0,1 mm]; FeCls (I100X) 20 mM em CgHsNazO7 20 mM;
KoHPO4 1 g/l: solugdes esterilizadas por filtracao (45um).

[0122]O etanol é adicionado a TO, o contetdo varia de 0 a 31%. Um acompanha-

mento de crescimento é realizado para cada contetudo de alcool testado. OD é lido a 600 nm
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utilizando um espectrofotdmetro (Luz UV XS5, SECOMAM). Uma aliquota de 1 ml da cultura
€ tomada nos momentos: TO, TO+ 1 H, TO+ 3 H, TO+ 18 H, TO + 20 H, TO + 22 H, TO + 24
H.

[0123]Quando for necessario para a leitura, a cultura € diluida a um décimo em meio
enriquecido. As curvas de crescimento podem ser extraidas para cada contetudo de alcool
testado. No final do periodo de incubacéao e para cada contetdo de etanol testado, a contagem
€ necessaria para acessar a influéncia do etanol sobre a cepa.

Resultados

[0124]Algumas cepas testadas, tais como Deinococcus geothermalis DSM 11300,
sao capazes de crescer em meio de cultura contendo etanol (ver Figura 5). Algumas cepas,
tais como Deinococcus geothermalis DSM 11300, mostram uma resisténcia em meios de cul-
tura com alto teor de etanol (Figura 6A).

Exemplo 6: Producao de metabdlitos de interesse por Deinococcus murrayi

Material e Métodos

[0125]Esse método permite a avaliagdo da capacidade de um microrganismo para
produzir metabdlitos de interesse (no grupo constituido por glicerol, butanodiol, propanodiol e
acidos acético, propidnico, butirico e piruvico) proveniente da biomassa ou de um derivado de
biomassa.

[0126]As bactérias testadas pertencentes as espécies geothermalis Deinococcus:

- se desenvolvem entre 40 e 70 °C,

- estdo em operacéao entre pH 3 e pH 9.5,

- séo capazes de remontar, em parte ou na integra, a sua separagéo do genoma por
um stress, nomeadamente através da irradiacao, em especial por raios UV ou gama, por dis-
secacgao, pela agao da enzima, por ultra-som ou pelo estresse quimico.

[0127]0 teste deve ser realizado a temperatura de crescimento 6tima para a cepa
testada. A partir de uma pré-cultura (em fase estacionéria), preparada em meio de cultura

enriquecido, 20 ml de meio enriquecido sao semeados: semeaduraem 1% v/ v.

Peticdo 870170053991, de 28/07/2017, pag. 35/51



30/33

[0128]O meio de cultura enriquecido é composto de: peptona 2 g/l, extrato de leve-
dura 5 g/l e glicose 10 g/l: solugao esterilizada por autoclave (20 minutos, 120 °C). Para esta
solucdo sao adicionadas as seguintes solugées: solugdo-tampao de MOPS (10X) pH 7 [acido
MOPS 400 mM, NH.CI 200 mM, NaOH 1000 mM, KOH 100 mM, CaCl. 5 uM, Na2S04 2,76
mM, MgCl. 5,28 mM]; micronutrimentos (10000x) [(NHs)s(Mo7) 24 300 mM, HsBOs 4 mM,
CoClz2 0,3 mM, CuSO4 0,1 mM, MnCl; 2,5 mM, ZnSO4 0,1 mm]; FeCls (100X) 20 mM em
CsHsNazO7 20 mm; KoHPO4 1 g/l: solugdes esterilizadas por filtracdo (45 um).

[0129]A cultura é deixada em uma incubadora, a 45 °C, sob agitacado, até atingir a
sua fase estaciondria. Uma vez que a fase estacionaria € alcangada, a cultura é centrifugada
por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante € derramado em outro tubo e é colocado a -80
2C. Uma andlise de HPLC UV e refratometria (coluna de troca ibnica (H+) Biorad, fase movel
de H>SO4 5 mM, fluxo da fase mével 0,6 ml/min, modo isocratico) permitem que os metabdlitos
de interesse sejam identificados.

Resultados

[0130]Algumas cepas testadas produzem alguns dos metabdlitos de interesse pro-
curado (Tabela 4).

[0131]Tabela 4: Os metabdlitos produzidos por Deinococcus murrayi DSML 1305 (ex-

pressaemg/1).

GLICOSE ~ ACIDO ACETICO ACIDO ACIDO
PROPIONICO PIRUVICO
DRH10CM 7,76 0,138 1,044 0,043

Exemplo 7: Crescimento do Deinococcus geothermalis em varias condi¢des de pH

Material e Métodos

[0132]As cepas sao cultivadas a 45 °C em meio PGY em pH diferente. O pH foi ajus-
tado com 10% de NHs; (v/v) ou HCI 10N. O crescimento € seguido por medicdo da densidade
Optica a 600 nm utilizando uma leitora spectrostar OMEGA, BMG LabTech.

Resultado

[0133]Quatro cepas (D. geothermalis) foram capazes de se multiplicar em uma faixa

de pH entre 5 e 8 (ver Figuras 6A, 6B, 6C e 6D).
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[0134]Exemplo 8: Isolamento de bactérias termofilicas resistentes a UV proveniente
de um ambiente natural

Tratamento das amostras de agua quente

[0135]As amostras de agua quente estdo concentradas por filtracdo por um filtro de
nitrocelulose de 0,22 um (Millipore, Franca), em seguida, colocados em suspensdao em 10 ml
de agua estéril. A solucao filtrada é entdo sonicada por aproximadamente 60 segundos para
ressuspender as bactérias.

Tratamento de amostras de madeira e pedra

[0136]As amostras de madeira e de pedra sao imersas em agua estéril e, em seguida,
centrifugadas e sonicadas por aproximadamente 60 segundos.

Tratamento de amostras de pedras, musgos, liquenes, lama, sedimentos, biofilmes,

do solo e dejetos de animais

[0137]As amostras de musgos, liquenes, lama, terra e dejetos dos animais sao colo-
cadas em suspensado em agua estéril (V / V), em seguida, centrifugadas. As amostras sao
entdo sonicadas por aproximadamente 60 segundos.

Isolamento de bactérias termofilicas resistentes a UV

[0138]Seguinte a sonificacao, entre 500 ul e 2 ml, as suspensdes sao espalhadas em
um meio de cultura enriquecido de agar PGY sdélido esterilizado em autoclave (20 minutos,
120°C), que contém glicose (Sigma-Aldrich, Franca), 1 g/1, peptona (Fluka, Franga) 10 g/l e
extrato de levedura (Fluka, Francga), 5 g/l. Os meios de cultura semeados, em seguida, sub-
metidos a trés tratamentos de UV utilizando um Biolink BLX-E254 (Vilber-Lourmat, Franca) de
4 de mJ/cm? cada, realizadas com um intervalo de 4 horas. Apds incubacgéo a 45°C por 3 a 4
dias, as colénias termofilicas de interesse séo visiveis.

Exemplo 9: Digestédo da celulose por cellulosilyticus Deinococcus

Material e Métodos

[0139]Uma pré-cultura de cepa D. cellulosilyticus foi realizada em um meio enrique-

cido (ver composicao abaixo). A pré-cultura é utilizada para semear (1% v / v) 10 ml de meio
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enriquecido, de meio minimo contendo carboximetilcelulose (CM-celulose), ou 0 mesmo meio
sem fonte de carbono.

[0140]Crescimento das bactérias foi realizado no 30 °C em 50 ml de tubos Falcon
sob agitacao (110 rpm), e seguido pela medicao da densidade éptica a 600 nm com um es-

pectrofotbmetro (WPA Biowave, Cell density Meter).

[0141]Meio enriquecido: peptona 2 g/l, extrato de levedura 5 g/I; glicose 10 g/l, uma
solugao (pH7) contendo: acido MOPS 40 mM, NH4CI 20 mM, KOH 10 mM, NaOH 10 mM,
CaClz 0,5 pM, Na>S0O4 0,276 mM, MgCl> 0,528 mM; uma solu¢do de micronutrimentos (pH5):
(NH4)s(MOy7) 24 3 nM, H3sBOs 400 nm, CoClz 30 nM, 10 nM CuSOs, MnCl, 250 nM, 10 nM
ZnS0Os; uma solugéo de vitaminas, pH4, (1 mg/l de cada): D-biotin, niacina, piridoxina-HCI,
tiamina-HCI, vitamina B12, uma fonte de fosfato: K:HPO4 5,7 mM; FeCls 20 mM.

[0142]Médio minimo: uma solug¢ao (pH7) contendo: acido MOPS 40 mM, NH.4CI 20

mM, KOH 10 mM, NaOH 10 mM, 0,5 mM CaCl,, Na-SO.4 0,276 mM, MgCl» 0,528 mM; uma
solucao de micronutrimentos (pH5): (NH4)s(MO7)24 3 nM, H3BO3 400 nM, CoCl, 30 nM, CuSO.
10 nM, MnClz 250 nM, ZnSO4 10 nM; uma solugéo de vitaminas, pH4 (1 ug /I de cada): D-
biotin, niacina, piridoxal-HCI, tiamina-HCI, vitamina B 12, uma fonte de fosfato: KoHPO. 5,7
mM, FeCl;20 pM.

Resultado

[0143]Foi demonstrado que a cepa D. cellulosilyticus relacionada com DSMZ sob o
nimero DSM 18568 (Weon et al, 2007) possui uma atividade de CM-celulose (Weon et al.
2007 international journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 57, 1685-1688).

[0144]Como é mostrado na Figura 7, D. cellulosilyticus é capaz de se multiplicar em
um meio contendo celulose CM como a unica fonte de carbono, a variacdo na densidade
Optica a 600 nm apds 10 dias de crescimento neste meio foi significativa (ADOsoonm = 0,5 ) em
comparagao com a cultura de controle (sem meio de fonte de carbono; (ADOsoonm = 0,18).
Este resultado indicou que D. cellulosilyticus nao sé é capaz de degradar (Depolymerise) CM-

celulose, mas também capaz de assimilar os produtos derivados desta degradacéo (celobiose
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e glicose).
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REIVINDICACOES
1. Método para produzir um biocombustivel, CARACTERIZADO pelo

fato de que compreende:

a) cultivar e/ou desenvolver uma bactéria do género Deinococcus em
condicdes aerdbicas e/ou anaerdbicas,

b) modificar uma biomassa vegetal ou derivados de biomassa vegetal
em um biocombustivel utilizando uma composicdo que compreende a dita
bactéria, e

c) coletar o dito biocombustivel resultante da dita modificacdo de
biomassa vegetal ou de derivados da biomassa vegetal.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo
fato de que as etapas a), b) e c) sdo realizadas simultaneamente ou
sequencialmente.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, CARACTERIZADO
pelo fato de que a biomassa vegetal € madeira e residuos de madeira, residuos
florestais, residuos industriais, culturas agricolas, residuos agricolas, plantas
comestiveis e/ou ndo-comestiveis ou partes das mesmas, palha, residuos de
jardim, plantas aquaticas, residuos animais, residuos de operacao de gados,
esterco, residuos organicos municipais e/ou residuos organicos industriais.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que os derivados de biomassa vegetal sao
lignina, celulose, hemicelulose, xilana, glucuronoxilana, arabinoxilana,
glucomannan, xiloglucano, amido, sacarose, lactose, maltose, trealose, glicose,
xilose, manose, arabinose, ramnose, galactose e/ou frutose.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 4,

CARACTERIZADO pelo fato de que a dita bactéria é viavel na presenca de
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agentes téxicos, em particular na presencga de solventes organicos, por exemplo,
o etanol.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita bactéria € cultivada em uma faixa de
temperatura de 40 a 70 °C.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita bactéria é viavel ou utilizada em um
intervalo de pH entre 3 e 9,5.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita bactéria Deinococcus é capaz de
converter os acucares C6 e/ou C5 e/ou promover a digestdo da celulose para
gerar glicose e/ou promover a digestao da hemicelulose para gerar xilose.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita bactéria é selecionada a partir de
Deinococcus geothermalis, Deinococcus radiodurans, Deinococcus murrayi e
Deinococcus cellulosilyticus.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo
fato de que a dita bactéria é selecionada a partir das cepas de Deinococcus
geothermalis com depdsito no. DSM11300, DSM11301, DSM11302,
HAMBI2480, HAMBI2481, HAMBI2411 ou cepas de Deinococcus murrayi com
depdsito no. DSM11303, DSM11305 ou cepas de Deinococcus cellulosilyticus
com depdsito no. DSM18568T.

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita composicao ainda compreende um
ou mais agentes antiespumantes e/ou agentes nutrientes.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 11,
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CARACTERIZADO pelo fato de que um reator de conversdo de biomassa é
empregado.

13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12,
CARACTERIZADO pelo fato de ser para a producdo de etanol, propanol,
butanol, glicerol, butanodiol ou propanodiol.

14. Uso de uma bactéria do género Deinococcus, CARACTERIZADO
pelo fato de ser para a producao de um biocombustivel a partir de biomassa

vegetal ou de derivados de biomassa vegetal.
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