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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengdo para "BACTERIAS
E METODOS PARA USO DAS MESMAS".

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao refere-se de modo geral ao campo da fer-
mentagao microbiana de gases. Mais particularmente, refere-se a uma nova
classe de bactérias com eficiéncia aperfeicoada na producgdo de etanol por
fermentagdo anaerdbica de substratos que contém monoxido de carbono
(CO).

ANTECEDENTES DA INVENGAO

Etanol esta se tornando rapidamente o principal combustivel li-
quido de transporte rico em hidrogénio ao redor do mundo. O consumo
mundial de etanol em 2005 foi estimado em 46,2 bilhdes de galdes. Prevé-se
também que o mercado global para a industria de etanol combustivel cresga
nitidamente no futuro, devido a um crescente interesse em etanol na Europa,
Japao, Estados Unidos e diversas nacdes em desenvolvimento.

Por exemplo, nos Estados Unidos, etanol é usado para produzir
E10, uma mistura a 10% de etanol na gasolina. Em misturas E10 o compo-
nente etanol atua como agente de oxigenagao, aperfeicoando a eficiéncia de
combustéo e reduzindo a produgado de poluentes do ar. No Brasil, etanol sa-
tisfaz aproximadamente 30% da demanda de combustivel para transporte,
tanto como agente de oxigenag¢ao misturado a gasolina quanto como com-
bustivel puro por direito. Também, na Europa, preocupa¢des ambientais em
torno das consequéncias de emissGes de Gas de Efeito Estufa (GEE) foi o
estimulo para a Unido Europeia (UE) estabelecer as nagbes-membro uma
meta para o consumo de combustiveis de transporte sustentaveis tal como
etanol derivado de biomassa.

A maior parte do etanol combustivel é produzida através de pro-
cessos tradicionais de fermentagéo a base de levedo que utiliza carboidratos
derivados de vegetais, tal como sacarose extraida de cana de agucar ou a-
mido extraido de culturas de graos, como a principal fonte de carbono. En-
tretanto, o custo dessas matérias-primas de carboidratos é influenciado por
seu valor como alimento humano ou ragdo animal, enquanto o cultivo de
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plantagbes que produzem amido ou sacarose para a produgdo de etanol nao
€ economicamente sustentavel em todas as areas geograficas. Portanto, é
de interesse desenvolver tecnologias para converter em etanol combustivel
fontes de carbono de menor custo e/ou mais abundantes.

CO é o principal subproduto livre rico em energia da combustio
incompleta de materiais organicos tais como carvao mineral ou petréleo e
produtos derivados do petrdleo. Por exemplo, relata-se que a industria do
aco na Australia produz e libera na atmosfera mais de 508.000 toneladas de
CO anualmente.

Processos cataliticos poderao ser utilizados para converter em
varios combustiveis e produtos quimicos gases que consistem principalmen-
te em CO e/ou CO e hidrogénio (H2). Micro-organismos poderao também
ser usados para converter esses gases em combustiveis e produtos quimi-
cos.

A capacidade de micro-organismos crescerem sob CO como
unica fonte de carbono foi descoberta primeiramente em 1903. Mais tarde
determinou-se ser isso uma propriedade de organismos que usam O cami-
nho bioquimico acetil coenzima A (acetil CoA) de crescimento autotréfico
(também conhecido como caminho de Woods-Ljungdahl ou caminho moné-
xido de carbono desidrogenase / acetil CoA sintase (CODH/ACS). Mostra-se
que um grande numero de organismos anaerdbicos que incluem organismos
carboxidotréficos, fotossintéticos, metanogénicos e acetogénicos metaboli-
zam CO em varios produtos finais, a saber CO2, H2, metano, n-butanol, ace-
tato e etanol. Embora usem CO como unica fonte de carbono, todos esses
organismos produzem pelo menos dois desses produtos finais.

Tem-se demonstrado que bactérias anaerébicas, tais como a-
quelas do género Clostridium, produzem etanol a partir de CO, CO2 e H2 via
caminho bioquimico acetil CoA. Por exemplo, varias cepas de Clostridium
ljungdahlii que produzem etanol de gases sao descritas nas WO 00/68407,
EP 117309, Patentes dos Estados Unidos N°s 5.173.429, 5.593.886 e
6.368.819, WO 98/00558 e WO 02/08438. A bactérias Clostridium autoetha-
nogenum sp é também sabida produzir etanol a partir de gases (Abrini e co-
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laboradores, Archives of Microbiology 161, pp. 345-351 (1994)).

No entanto, a produgdo de etanol por micro-organismos por
meio de fermentagdo de gases € sempre associada a coprodugdo de acetato
e/ou acido acético. Como algum carbono disponivel é convertido em aceta-
to/acido acético em vez de etanol, a eficiéncia de produgdo de etanol utili-
zando tais processos de fermentagdo podera ser menos do que desejavel.
Também, a nao ser que o subproduto acetato/acido acético possa ser usado
para algum outro fim, ele podera se constituir em um problema de descarte
de rejeito. Acetato/acido acetico € convertido em metano por micro-
organismos e, portanto, apresenta o potencial de contribuir para emissdes
GEE.

Fermentacao microbiana de CO na presenga de H2 pode levar a
transferéncia de carbono substancialmente completa para um alcool. Contu-
do, na auséncia de H2 suficiente, algum CO é convertido em alcool, enquan-
to uma significativa porgao é convertida em CO2 conforme mostrado nas
seguintes equagoes:
6CO + 3H,O = C,Hs0OH + 4CO,
12H; + 4CO; = 2C,Hs0H + 6H0

A producgdo de CO, representa ineficiéncia na captura de carbo-
no total e, se liberado, também apresenta o potencial de contribuir para e-
missdes de Gas de Efeito Estufa.

W0O2007/117157 descreve um processo que produz alcodis, par-
ticularmente etanol, por fermentacdo anaerdbica de gases contendo moné-
xido de carbono. Acetato produzido como subproduto do processo de fer-
mentagao é convertido em gas hidrogénio e gas diéxido de carbono, qual-
quer dos dois ou ambos poderdao ser usados no processo de fermentagao
anaerodbica.

WO2008/115080 descreve um processo para a produgdo de al-
cool ou alcodis em multiplos estagios de fermentag¢ao. Subprodutos produzi-
dos como resultado de fermentagdo anaerdbica de gas ou gases em um
primeiro biorreator podem ser usados para produzir produtos em um segun-
do biorreator. Além disso, subprodutos do segundo estagio de fermentagéo
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podem ser reciclados ao primeiro biorreator para produzir produtos.

Seria, assim, benéfico proporcionar micro-organismos que sejam
capazes de fermentagdo de tais gases a etanol sob elevada eficiéncia, isto
é, micro-organismos capazes de produzir mais etanol, e/ou uma maior razdo
de etanol para acetato do mesmo substrato, do que sao capazes micro-
organismos do estado da técnica.

Adicionalmente, em métodos do estado da técnica de fermenta-
¢do bacteriana de gases que contém CO a etanol que produzem altos niveis
de etanol e/ou uma alta razdo de etanol para acetato, o substrato gasoso
usado normalmente compreende cerca de 30-65% de CO em volume e cer-
ca de 20-30% de H, em volume (WO 00/68407).

Gases residuais contendo CO, que sdo substratos potenciais
para fermentagcdo microbiana para produzir etanol, poderdo conter niveis
maiores de CO e niveis menores de H, ou ambos. Seria, portanto, benéfico
ter cepas bacterianas disponiveis que podem realizar fermentagéo eficiente
de gas que contém CO com mais de 65% de CO em volume e/ou menos de
20% de Hz em volume a etanol, por exemplo.

Trata-se de um objetivo da presente invengao proporcionar uma
nova classe de bactérias que supera uma ou mais das limitagdes do estado
da técnica na conversdo de fontes gasosas que contém CO em etanol, ou
pelo menos proporcionar o publico com uma escolha util.

SUMARIO DA INVENCAO

Em um primeiro aspecto, a invengao proporciona um isolado bio-
logicamente puro de uma bactéria capaz de produzir produtos que incluem
etanol e opcionalmente acetato, por fermentagado anaerébica de um substra-
to que compreende CO, em que os produtos sdo produzidos sob uma razao
de etanol para acetato de pelo menos 1,0.

Em outro aspecto, a invengao proporciona um isolado biologi-
camente puro de uma bactéria capaz de produzir etanol e acetato por fer-
mentacao anaerdbica em um meio de cultura aquoso suprido com um subs-
trato que contém CO, particularmente um substrato gasoso que contém CO,
compreendendo:
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(a) mais de cerca de 65% de CO em volume,

(b) menos de cerca de 20% de H; em volume, ou

(c) mais de cerca de 65% de CO e menos de cerca de 20% de H;
em volume,

sob uma razdo de etanol para acetato de pelo menos cerca de 1,0.

Em uma modalidade particular, a razdo de etanol para acetato é
de pelo menos cerca de 1,1, mais preferencialmente de pelo menos cerca de
1,2, mais preferencialmente de pelo menos cerca de 1,3 e ainda mais prefe-
rencialmente de pelo menos cerca de 1,4.

Em uma modalidade ainda, a bactéria é capaz de produzir o e-
tanol sob uma concentragao de pelo menos cerca de 2,0 g de etanol por litro
de caldo de fermentagao.

Em modalidades particulares, a concentragdo é de pelo menos cerca de 2,1
g de etanol por litro de caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,2 g
de etanol por litro de caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,3 g de
etanol por litro de caldo de fermentacéo, de pelo menos cerca de 2,4 g de
etanol por litro de caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,5 g de
etanol por litro de caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,6 g de
etanol por litro de caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,7 g de
etanol por litro de caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,8 g de
etanol por litro de caldo de fermentacéo, de pelo menos cerca de 3,0 g de
etanol por litro de caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 3,2 g de
etanol por litro de caldo de fermentagdo, ou de pelo menos cerca de 3,4 g de
etanol por litro de caldo de fermentagao.

Em modalidades particulares, a produtividade da bactéria é de pelo menos
cerca de 1,2 g de etanol/L. de caldo de fermentagao/dia, de pelo menos cer-
ca de 1,6 g/L/dia, de pelo menos cerca de 1,8 g/L/dia, ou de pelo menos 2,0
g/L/dia.

Em certas modalidades, a produtividade especifica da bactéria em termos de
etanol é de pelo menos cerca de 0,7 g/ll/grama de células bacterianas/dia,
de pelo menos cerca de 0,9 g/L/grama de células bacterianas/dia, de pelo
menos cerca de 1,1 g/L/grama de células bacterianas/dia, ou de pelo menos
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cerca de 1,3 g/l/grama de células bacterianas/dia.

Em outro aspecto, a invengao proporciona um isolado biologi-
camente puro de uma bactéria capaz de produzir produtos que incluem eta-
nol e opcionalmente acetato, por fermentacdo anaerdbica de um substrato
que compreende CO, em que a produtividade da bactéria é de pelo menos
cerca de 1,2 g de etanol/L de caldo de fermentagao/dia.

Ainda em um aspecto, a invengao proporciona um isolado biolo-
gicamente puro de uma bactéria capaz de produzir etanol por fermentagao
anaerdbica em um meio de cultura aquoso suprido com um substrato que

contém CO, particularmente um substrato gasoso que contém CO, compre-

endendo:

(a) mais de cerca de 65% de CO em volume,

(b) menos de cerca de 20% de H, em volume, ou

(c) mais de cerca de 65% de CO e menos de cerca de 20% de H;
em volume,

sob uma concentragdo de etanol de pelo menos cerca de 2,0 g de etanol por
litro de caldo de fermentagéo.

Em modalidades particulares, a concentragao é de pelo menos

cerca de 2,1 g de
cerca de 2,2 g de
cerca de 2,3 g de
cerca de 2,4 g de
cerca de 2,5 g de
cerca de 2,6 g de
cerca de 2,7 g de
cerca de 2,8 g de

etanol por litro de
etanol por litro de
etanol por litro de
etanol por litro de
etanol por litro de
etanol por litro de
etanol por litro de

etanol por litro de

caldo de fermentagao, de pelo menos
caldo de fermentagdo, de pelo menos
caldo de fermentagéo, de pelo menos
caldo de fermentag¢ao, de pelo menos
caldo de fermentagao, de pelo mencs
caldo de fermentacao, de pelo menos
caldo de fermentagao, de pelo menos

caldo de fermentacao, de pelo menos

cerca de 3,0 g de etanol por litro de caldo de fermentagao, de pelo menos
cerca de 3,2 g de etanol por litro de caldo de fermentacgao, ou de pelo menos
cerca de 3,4 g de etanol por litro de caldo de fermentagéao.

Em modalidades particulares, a produtividade da bactéria é de pelo menos
cerca de 1,2 g de etanol/L de caldo de fermentagao/dia, de pelo menos cer-

ca de 1,6 g/L/dia, de pelo menos cerca de 1,8 g/L/dia, ou de pelo menos 2,0
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g/U/dia.

Em certas modalidades, a produtividade especifica da bactéria em termos de
etanol é de pelo menos cerca de 0,7 g/L/grama de células bacterianas/dia,
de pelo menos cerca de 0,9 g/L/grama de células bacterianas/dia, de pelo
menos cerca de 1,1 g/L/grama de células bacterianas/dia, ou de pelo menos
cerca de 1,3 g/L/grama de células bacterianas/dia.

Em uma modalidade, acetato é produzido como um subproduto
da fermentagao.

Em uma modalidade particular, o etanol é produzido sob uma
razao de etanol para acetato de pelo menos cerca de 1,0. Em modalidades
particulares, a razdo de etanol para acetato é de pelo menos cerca de 1,1,
de pelo menos cerca de 1,2, de pelo menos cerca de 1,3 ou mais particular-
mente de pelo menos cerca de 1,4.

Em outro aspecto, a inven¢ao proporciona uma bactéria aceto-
génica em que a bactéria apresenta uma ou mais das seguintes caracteristi-
cas de definigdo: 4
o capacidade de crescer em meio minimo na presencga ou ausén-
cia de extrato de levedo;

. capacidade de crescer mais rapidamente, para produzir uma
razao maior de etanol para acetato, e/ou para produzir uma concentragao
maior de etanol, em um meio em que extrato de levedo nao esta presente,

em comparagao a um meio em que extrato de levedo esta presente;

o pequena ou nenhuma capacidade de esporular;
) ser Gram-positiva;

. ter forma de bastonete;

. ser nao movel.

Em uma modalidade, as bactérias sdo adicionalmente capazes
de produzir etanol por fermentagéo anaerobica em um meio de cultura aquo-
S0 suprido com um substrato que contém CO, compreendendo:

(a) mais de cerca de 65% de CO em volume,
(b) menos de cerca de 20% de Hz em volume, ou

(c) mais de cerca de 65% de CO e menos de cerca de 20% de H.
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em volume,

sob uma concentragao de etanol de pelo menos cerca de 2,0 g de etanol por
litro de caldo de fermentagéo, e/ou sob uma razao de etanol para acetato de
pelo menos cerca de 1,0.

Em modalidades particulares, a razao de etanol para acetato é
de pelo menos cerca de 1,1, de pelo menos cerca de 1,2, de pelo menos
cerca de 1,3 ou mais particularmente de pelo menos cerca de 1,4.

Em modalidades particulares, a concentragao de etanol produzi-
do é de pelo menos cerca de 2,1 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢ao, de pelo menos cerca de 2,2 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢ao, de pelo menos cerca de 2,3 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
cao, de pelo menos cerca de 2,4 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢do, de pelo menos cerca de 2,5 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢ao, de pelo menos cerca de 2,6 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢ao, de pelo menos cerca de 2,7 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢cao, de pelo menos cerca de 2,8 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢ao, de pelo menos cerca de 3,0 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢ao, de pelo menos cerca de 3,2 g de etanol por litro de caldo de fermenta-
¢ao, ou de pelo menos cerca de 3,4 g de etanol por litro de caldo de fermen-
tacao.

Em modalidades particulares, a produtividade da bactéria é de pelo menos
cerca de 1,2 g de etanol/L de caldo de fermentacao/dia, de pelo menos cer-
ca de 1,6 g/L/dia, de pelo menos cerca de 1,8 g/L/dia, ou de pelo menos 2,0
g/L/dia.

Em certas modalidades, a produtividade especifica da bactéria em termos de
etanol é de pelo menos cerca de 0,7 g/L/grama de células bacterianas/dia,
de pelo menos cerca de 0,9 g/L/grama de células bacterianas/dia, de pelo
menos cerca de 1,1 g/lL/grama de células bacterianas/dia, ou de pelo menos
cerca de 1,3 g/L/grama de células bacterianas/dia.

Em uma modalidade, as bactérias da invengao sao derivadas de
Clostridium autoethanogenum.

Em uma modalidade particular, as bactérias apresentam duas ou
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mais e mais preferencialmente todas as caracteristicas de definigdo acima.

Em uma modalidade particular, a bactéria apresenta as caracte-
risticas de definicao da cepa LBS1560 de Clostridium autoethanogenum de-
positada em DSMZ sob o numero de acesso DSM 19630. Em uma modali-
dade particular, a bactéria é a cepa LBS1560 de Clostridium autoethanoge-
num depositada em DSMZ sob o numero de acesso DSM 19630.

Em uma modalidade o substrato compreende pelo menos cerca
de 70% de CO em volume, pelo menos cerca de 75% de CO em volume,
pelo menos cerca de 80% de CO em volume, pelo menos cerca de 85% de
CO em volume, pelo menos cerca de 90% de CO em volume, ou pelo menos
cerca de 95% de CO em volume.

Em uma modalidade ainda, o substrato compreende menos de

cerca de 20% de H, em volume. Em modalidades particulares, o substrato
compreende menos de cerca de 15% de H; em volume, menos de cerca de
10% de H, em volume, menos de cerca de 5% de H; em volume, menos de
cerca de 4% de H; em volume, menos de cerca de 3% de H, em volume,
menos de cerca de 2% de H; em volume, menos de cerca de 1% de H, em
volume, ou substancialmente nenhum Ha.
Em uma modalidade ainda, o substrato compreende menos de ou é igual a
cerca de 20% de CO, em volume. Em modalidades particulares, o substrato
compreende menos de ou é igual a cerca de 15% de CO, em volume, menos
de ou é igual a cerca de 10% de CO, em volume, ou menos de ou é igual a
cerca de 5% de CO,em volume.

Em modalidades particulares, o substrato compreende pelo me-
nos cerca de 85% de CO em volume e no maximo cerca de 15% de CO, em
volume, pelo menos cerca de 90% de CO e no maximo cerca de 10% de
CO,, ou cerca de 95% de CO em volume e cerca de 5% de CO, em volume.

Em certas modalidades, o0 meio de cultura aquoso € um meio
minimo de crescimento microbiano anaerdbico selecionado de, mas sem se
limitar aos mesmos, LM23 ou LM33 como aqui definido.

Em uma modalidade, 0 meio ndo é suplementado com extrato

de levedo.
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Em um aspecto adicional, a invengao proporciona um método
para a produg¢ao de um ou mais alcodis a partir de um substrato que contém
CO, compreendendo esse método manter uma cultura de um ou mais dos
isolados bacterianos da invengao na presenga do substrato, e a fermentagao
anaerobica do substrato a um ou mais alcodis por meio desse um ou mais
isolados bacterianos.

Em outro aspecto, a invengdo proporciona um método para a
produ¢dao de um ou mais alcodis 0 qual compreende fermentar um substrato
que contém CO usando uma ou mais das bactérias conforme descritas aci-
ma.

Em uma modalidade, 0 método compreende as etapas de:

(a) proporcionar um substrato que contém CO a um biorreator que
contém uma cultura de uma bactéria conforme descrita acima; e

(b) fermentar anaerobicamente a cultura no biorreator para produzir
um ou mais alcodis.

Em um aspecto ainda, a invengédo proporciona um método para
reduzir as emissodes totais de carbono atmosférico de um processo industrial,
compreendendo o método:

(a) capturar gas que contém CO produzido como resultado do pro-
cesso industrial, antes de o gas ser liberado para a atmosfera;

(b) a fermentagdo anaerdbica do gas que contém CO para produzir
um ou mais alcodis por meio de uma cultura que contém um ou mais isola-
dos bacterianos da invengao.

Em certas modalidades dos aspectos do método, acetato é pro-
duzido como subproduto da fermentagdo. Preferencialmente, esse um ou
mais alcodis produzidos incluem etanol.

Em modalidades particulares dos aspectos do método, a bacté-
ria ou isolado € mantida em um meio de cultura aquoso.

Em modalidades particulares dos aspectos do método, a fer-
mentagao do substrato ocorre em um biorreator.

Em certas modalidades, o substrato contém menos de cerca de
15% de H, em volume, tal como menos de cerca de 10% de H,, tal como
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menos de cerca de 5% de Ha.

Em certas modalidades, o substrato compreende mais de cerca
de 65% de CO em volume, preferencialmente cerca de 70% de CO a cerca
de 95% de CO em volume.

Em uma modalidade o substrato compreende pelo menos cerca
de 70% de CO em volume. Em uma modalidade particular o substrato com-
preende pelo menos cerca de 80% de CO em volume, pelo menos cerca de
85% de CO em volume, pelo menos cerca de 90% de CO ou pelo menos
cerca de 95% de CO em volume.

Em uma modalidade, o substrato compreende menos de cerca
de 20% de H> em volume. Em modalidades particulares, o substrato com-
preende menos de cerca de 15% de H; em volume, menos de cerca de 10%
de H; em volume, menos de cerca de 5% de H, em volume, menos de cerca
de 4% de H, em volume, menos de cerca de 3% de Hz em volume, menos de
cerca de 2% de H, em volume, menos de cerca de 1% de H, em volume, ou
substancialmente nenhum H.

Em uma modalidade, o substrato compreende menos de ou é
igual a cerca de 20% de CO, em volume. Em modalidades particulares, o
substrato compreende menos de ou € igual a cerca de 15% de CO, em vo-
lume, menos de ou é igual a cerca de 10% de CO, em volume, ou menos de
ou é igual a cerca de 5% de CO, em volume.

Em certas modalidades, o substrato compreende pelo menos
cerca de 85% de CO em volume e no maximo cerca de 15% de CO, em vo-
lume, pelo menos cerca de 90% de CO e no maximo cerca de 10% de CO,,
ou cerca de 95% de CO em volume e cerca de 5% de CO,em volume.

Em certas modalidades, o substrato que contém CO é um subs-
trato gasoso que contém CO.

Em certas modalidades, o substrato gasoso compreende um gas obtido co-
mo subproduto de um processo industrial.

Em certas modalidades, o processo industrial é selecionado do
grupo que consiste em fabricagdo de produtos de metais ferrosos, fabricagao
de produtos nao ferrosos, processos de refino de petréleo, gaseificagao de
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biomassa, gaseificagdo de carvao mineral, produgdo de energia elétrica,
producao de negro de fumo, producdo de amédnia, producdao de metanol e
fabricagdo de coque.

Em uma modalidade, o substrato gasoso podera compreender
um gas obtido de uma usina siderurgica.

Em outra modalidade, o substrato gasoso podera compreender gases do
escapamento de automéveis.

Em certas modalidades dos aspectos do método, o alcool é re-
cuperado do caldo de fermentagao, o caldo de fermentagdo sendo 0 meio de
cultura aquoso que compreende células bacterianas e o alcool.

Em certas modalidades, acetato é produzido como subproduto
da fermentagéao.

Em uma modalidade adicional, o alcool e o acetato sdo recupe-
rados do caldo.

E outro aspecto, a invengao proporciona um método de selegcao
de um ou mais micro-organismos que produzem um ou mais acidos, 0 méto-
do compreendendo: cultivar os micro-organismos em um meio nutriente em
um biorreator; adicionar meio fresco sob um pH maior que o do meio nutrien-
te, tal que o meio nutriente seja mantido sob um pH substancialmente cons-
tante; e remover pelo menos uma por¢ao do meio nutriente e micro-
organismos, tal que o meio no biorreator seja mantido sob um volume subs-
tancialmente constante.

Em uma modalidade particular, 0 método destina-se a selegao
de micro-organismos de crescimento rapido. Em uma modalidade, a expres-
s$80 um ou mais acidos inclui acetato.

Em outro aspecto, a invengdo proporciona um isolado biologi-
camente puro de uma bactéria produzida pelo método de selegdo. Em uma
modalidade, o isolado apresenta pouco ou nenhuma capacidade de esporu-
lar.

Embora a invengdo seja amplamente como definida acima, a
mesma nao se limita a essa definicao e também inclui modalidades de que a

descrigao seguinte proporciona exemplos.
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BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A inveng¢ao serd agora descrita em detalhes com referéncia as
Figuras acompanhantes em que:

Figura 1: é uma representagdo esquematica de um sistema a-
daptado para selecionar crescimento microbiano répido.

Figura 2: mostra produgao de etanol (quadrados) e acetato (di-
amantes) por Clostridium autoethanogenum LBS1560. Concentragdo de bi-
omassa é representada pelos pontos de dados triagulares.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Em amplos termos, em um aspecto a presente invengéo refere-
se a uma nova bactéria e a um isolado biologicamente puro de uma bactéria
com elevada eficiéncia em um processo de fermentagdo anaerdbica. Em um
aspecto, a bactéria é capaz de produzir um alcool, preferencialmente etanol,

a partir de um substrato que compreende:

(a) mais de cerca de 65% de CO em volume,

(b) menos de cerca de 20% de H. em volume, ou

(c) mais de cerca de 65% de CO e menos de cerca de 20% de H;
em volume.

Em um aspecto adicional, a invengao refere-se a um processo para produ-
¢ao de um alcool, preferencialmente etanol, por fermentacao anaerdbica de
um substrato que contém CO pela bactéria da invengao.

Definicoes

A ndo ser que definido de outra maneira, os seguintes termos
conforme usados ao longo de todo este relatério sdo definidos como se-
guem:

Um "substrato que contém CO" e termos similares devem ser
entendidos como incluindo qualquer substrato em que mondxido de carbono
é disponivel para bactérias para crescimento e/ou fermentagao, por exem-
plo. Em modalidades particulares da invengao, o "substrato que contém CO"
é gasoso. Tais substratos poderdo ser referidos aqui como "substratos ga-
s0s0s que contém CO" e similares.
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Na descri¢gdo que segue, modalidades da invengao sao descritas
em termos de transporte e fermentagéo de um "substratos gasosos que con-
tém CO". No entanto, deve-se entender que o substrato gasoso podera ser
proporcionado em formas alternativas. Por exemplo, 0 substrato gasoso que
contém CO podera ser proporcionado dissolvido em um liquido. Essencial-
mente, um liquido é saturado com um gas que contém monéxido de carbono
e, em seguida, esse liquido é adicionado ao biorreator. Isso pode ser obtido
utilizando uma metodologia-padrdo. A guisa de exemplo, um gerador de dis-
persao de microbolhas (Hensirisak e colaboradores, Scale-up of microbubble
dispersion generator for aerobic fermentation; Applied Biochemistry and Bio-
technology, Volume 101, Nimero 3 / Outubro, 2002) poderia ser usado. A
guisa de exemplo adicional, o substrato gasoso que contém CO podera ser
adsorvido em um suporte sélido. Esses métodos alternativos sdao abrangidos
pelo uso do termo "substrato que contém CO".

Os termos "elevagao de eficiéncia”, "elevada eficiéncia" e simila-
res, quando usados em relagdo a um processo de fermentagio, incluem,
mas sem se limitar ao mesmo, aumento de um ou mais de: a taxa de cres-
cimento de micro-organismos que catalisam a fermentagdo, o volume de
produto desejado (tais como alcodis) produzidos por volume de substrato (tal
como CO) consumido, a concentragdo do produto desejado (tais como alco-
0is) produzido no meio de cultura, a taxa de produgdo ou nivel de producéo
do produto desejado, e a proporgao relativa do produto desejado produzido
em comparagao a outros subprodutos da fermentagao.

O termo "acetato" inclui tanto sal de acetato isoladamente quan-
to uma mistura de acido acético e sal de acetato moleculares ou livres, tal
como a mistura de sal de acetato e acido acético livre presentes em um cal-
do de fermentagao conforme descrito aqui. A razao de acido acético molecu-
lar para acetato no caldo de fermentagao é dependente do pH do sistema.

O termo "biorreator" inclui um dispositivo de fermentagdo que
consiste em um ou mais recipientes e/ou torres ou disposi¢ao de tubos, o
que inclui o Reator com Agitagdao Continua (RAC), Reator com Células Imo-
bilizadas (RCl), Reator de Leito Gotejante (RLG), Coluna de Bolhas, Fer-
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mentador com Ascensdo de Gases, Misturador Estatico ou outro recipiente
ou outro dispositivo adequado para contato gas-liquido.
Bactérias da invengdo, ou culturas ou isolados das mesmas, poderdo ser
descritas encontrando-se em uma forma "isolada" ou "biologicamente pura".
Esses termos destinam-se a significar que as bactérias foram separadas de
um ambiente ou de um ou mais constituintes, celulares ou outros, aos quais
as mesmas poderao estar associadas quer encontradas na natureza ou nao.
Os termos "isolado" ou "biologicamente puro" ndo devem ser tomados para
indicar 0 grau em que as bactérias tém de ser purificadas. No entanto, em
uma modalidade os isolados ou culturas das bactérias contém uma predo-
minancia de bactérias da invengao.

A invengéao proporciona um isolado biologicamente puro de uma
bactéria capaz de produzir etanol e acetato por fermentacdo anaerébica em
um meio de cultura aquoso suprido com um substrato gasoso que contém

CO compreendendo:

(a) mais de cerca de 65% de CO em volume,

(b) menos de cerca de 20% de H, em volume, ou

(c) mais de cerca de 65% de CO e menos de cerca de 20% de Hz
em volume,

sob uma razéo de etanol para acetato de pelo menos cerca de 1,0. Em uma
modalidade, a bactéria é derivada de C. autoethanogenum como descrito em
outra parte aqui.

Em certas modalidades, a razdo de etanol para acetato é de pe-
lo menos cerca de 1,1, ou de pelo menos cerca de 1,2, ou de pelo menos
cerca de 1,3, ou de pelo menos cerca de 1,4.

Em modalidade adicionais, a bactéria é capaz de produzir o eta-
nol sob uma concentragao de pelo menos cerca de 2,1 g de etanol por litro
de caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,2 g de etanol por litro de
caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,3 g de etanol por litro de
caldo de fermentacdo, de pelo menos cerca de 2,4 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,5 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,6 g de etanol por litro de
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caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,7 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,8 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 3,0 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 3,2 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, ou de pelo menos cerca de 3,4 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao.

A produtividade de etanol é a produtividade volumétrica de eta-
nol, calculada como a razao da concentracdo de etanol e do tempo exigido
para produzir essa concentragdo em sistemas descontinuos ou de batelada.
A produtividade pode também ser calculada para fermentagdo microbiana
em sistemas continuos. Em modalidades particulares da invengao, a produ-
tividade da bactéria é de pelo menos 1,2 g de etanol/L de caldo de fermenta-
¢ao/dia, ou de pelo menos 1,6 g/L/dia, ou de pelo menos 1,8 g/L/dia, ou de
pelo menos 2,0 g/L/dia.

A produtividade especifica de uma cultura microbiana depende
da propor¢ao de micro-organismo ativo vivo em uma cultura microbiana. Em
certas modalidades da presente invengdo, a produtividade especifica de e-
tanol é de pelo menos 0,7 g/L/grama de células bacterianas/dia, ou de pelo
menos 0,9 g/L/grama de células bacterianas/dia, ou de pelo menos 1,1
g/L/grama de células bacterianas/dia, ou de pelo menos 1,3 g/L/grama de
células bacterianas/dia.

A invengdo também proporciona um isolado biologicamente puro
de uma bactéria capaz de produzir etanol por fermentagdo anaerdbica em
um meio de cultura aquoso suprido com um substrato gasoso que contém

CO compreendendo:

(a) mais de cerca de 65% de CO em volume,

(b) menos de cerca de 20% de H, em volume, ou

(c) mais de cerca de 65% de CO e menos de cerca de 20% de H,
em volume,

sob uma concentragcdo de etanol de pelo menos 2,0 g de etanol por litro de
caldo de fermentagdo. Em uma modalidade, a bactéria é derivada de C. au-
toethanogenum como descrito em outra parte aqui.
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Em modalidades adicionais, a bactéria é capaz de produzir eta-
nol sob uma concentragao de pelo menos cerca de 2,1 g de etanol por litro
de caldo de fermentagéao, de pelo menos cerca de 2,2 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,3 g de etanol por litro de
caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,4 g de etanol por litro de
caldo de fermentagdo, de pelo menos cerca de 2,5 g de etanol por litro de
caldo de fermentagdo, de pelo menos cerca de 2,6 g de etanol por litro de
caldo de fermentagéo, de pelo menos cerca de 2,7 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 2,8 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 3,0 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, de pelo menos cerca de 3,2 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao, ou de pelo menos cerca de 3,4 g de etanol por litro de
caldo de fermentagao.

Em modalidades particulares da inveng¢do, a produtividade da
bactéria é de pelo menos 1,2 g de etanol/L. de caldo de fermentagao/dia, ou
de pelo menos 1,6 g/L/dia, ou de pelo menos 1,8 g/L/dia, ou de pelo menos
2,0 g/L/dia.

Em certas modalidades da presente invengdo, a produtividade
especifica de etanol é de pelo menos 0,7 g/L/grama de células bacteria-
nas/dia, ou de pelo menos 0,9 g/L/grama de células bacterianas/dia, ou de
pelo menos 1,1 g/L/grama de células bacterianas/dia, ou de pelo menos 1,3
g/L/grama de células bacterianas/dia.

Normalmente, acetato é produzido como um subproduto da fer-
mentagao. Em uma modalidade, o etanol € produzido sob uma razao de eta-
nol para acetato de pelo menos cerca de 1,0. Em modalidades particulares,
a razao de etanol para acetato é de pelo menos cerca de 1,1, ou de pelo
menos cerca de 1,2, ou de pelo menos cerca de 1,3, ou de pelo menos cer-
cade 1,4.

A invengao também proporciona bactérias acetogénicas que a-
presentam uma ou mais das seguintes caracteristicas de definicdo como
observadas sob as condi¢cdes experimentais descritas aqui a seguir: uma

capacidade de crescer em meio minimo na presenga ou auséncia de extrato
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de levedo; uma capacidade de crescer mais rapidamente, para produzir uma
razdo maior de etanol para acetato, e/ou para produzir uma concentragéo
maior de etanol, em um meio em que extrato de levedo nao esta presente,
em comparag¢ao a um meio em que extrato de levedo estéd presente; peque-
na ou nenhuma capacidade de esporular; ser Gram-positiva; ter forma de
bastonete; ser nao movel.

Em uma modalidade, as bactérias substancialmente nao apre-
sentam capacidade de esporular. Em uma modalidade, substancialmente
nenhuma das populagdes bacterianas exibem esporos sob as condigoes
descritas aqui a seguir.

Em uma modalidade, as bactérias acetogénicas sdo adicional-
mente capazes de produzir etanol por fermentagdo anaerdébica em um meio
de cultura aquoso suprido com um substrato que contém CO compreenden-
do: mais de cerca de 65% de CO em volume; menos de cerca de 20% de H>
em volume; ou mais de cerca de 65% de CO e menos de cerca de 20% de
H, em volume, sob uma concentrag@o de etanol de pelo menos cerca de 2,0
g de etanol por litro de caldo de fermentagao, e/ou sob uma razao de etanol
para acetato de pelo menos cerca de 1,0.

As bactérias da invencdo podem ser derivadas de Clostridium
autoethanogenum.

A observacado de que as bactérias de certas modalidades da in-
vengao apresentam pouca a nenhuma capacidade de esporular é surpreen-
dente. Isso proporciona um inesperado beneficio sobre outras cepas de
Clostridia, incluindo Clostridium autoethanogenum. Esporulagdo é uma fase
estagnante de atividade limitada. Reduzir ou aperfeigoar a capacidade de
formar esporos apresenta varias vantagens. Por exemplo, uma unica célula
bacteriana pode apenas dividir-se e produzir metabdlitos (tais como acetato
e/ou etanol) enquanto em uma condicdo nao esporulada. Consequentemen-
te, a escala de tempo para divisdao e produgao de metabdlitos pode ser es-
tendida onde bactérias ndo esporulam. A falta de capacidade de esporular
podera também proporcionar controle adicional sobre uma cultura inteira, em

que toda a populagdo viva pode ser adaptada para promover crescimento
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e/ou produgdo de metabdlitos por periodos prolongados. Portanto, uso de
bactérias da presente invengdo poderda aumentar a eficiéncia global de um
processo de fermentagao para produzir produtos tais como acetato e/ou eta-
nol.

Em certas modalidades da invengéo, as bactérias apresentam
duas ou mais e mais preferencialmente todas as caracteristicas de definigao
acima. Em algumas modalidades da invengdo, as bactérias apresentam as
caracteristicas de definicdo da cepa LBS1560 de Clostridium autoethanoge-
num depositada em DSMZ, Alemanha, de acordo com o Tratado de Buda-
peste, em 19 de outubro de 2007, e alocada sob 0 numero de acesso DSM
19630. Em uma modalidade particular, a bactéria é a cepa LBS1560 de
Clostridium autoethanogenum, DSM 19630.

A invengao também refere-se a bactérias derivadas das bacté-
rias da invengao.

Em certas modalidades, as bactérias da invengao sao capazes
de produzir as concentragdes de etanol, e as razdes de etanol para acetato
discutidas acima, sob niveis elevados de CO no substrato gasoso. O subs-
trato gasoso podera compreender pelo menos cerca de 70% de CO em vo-
lume. Em certas modalidades, o substrato gasoso compreende pelo menos
cerca de 80% de CO em volume, ou pelo menos cerca de 85% de CO em
volume, ou pelo menos cerca de 90% de CO em volume, ou pelo menos
cerca de 95% de CO em volume.

Similarmente, as concentra¢des de etanol e as razdes de etanol
para acetato discutidas acima sdo obteniveis em certas modalidades em
niveis de H; baixos a nao existentes no substrato gasoso. O substrato gaso-
so podera compreender menos de cerca de 20% de H, em volume. Em mo-
dalidades particulares, 0 substrato gasoso compreende menos de cerca de
15% de H, em volume, ou o substrato gasoso compreende menos de cerca
de 10% de H, em volume, ou o substrato gasoso compreende menos de
cerca de 5% de H, em volume, ou 0 substrato gasoso compreende menos
de cerca de 4% de H; em volume, ou 0 substrato gasoso compreende me-
nos de cerca de 3% de H> em volume, ou o substrato gasoso compreende
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menos de cerca de 2% de H, em volume, ou o substrato gasoso compreen-
de menos de cerca de 1% de H, em volume, ou o substrato gasoso nao
compreende Ha.

Em certas modalidades, as bactérias da invengao podem tam-
bém produzir concentragbes de etanol e razbes de etanol para acetato
quando alimentadas com substrato gasoso que compreende relativamente
pouco CO.. Em uma modalidade, o substrato gasoso compreende menos de
ou é igual a cerca de 20% de CO, em volume. Em certas modalidades, o
substrato compreende menos de ou € igual a cerca de 15% de CO; em vo-
lume, ou menos de ou € igual a cerca de 10% de CO, em volume, ou menos
de ou é igual a cerca de 5% de CO, em volume.

Em certas modalidades, o0 substrato gasoso compreende cerca
de 85% de CO em volume e cerca de 15% de CO, em volume, ou substrato
gasoso compreende pelo menos cerca de 90% de CO e no maximo cerca de
10% de CO,, ou o substrato gasoso compreende cerca de 95% de CO em
volume e cerca de 5% de CO, em volume.

Em certas modalidades, a cultura é mantida em um meio de cul-
tura aquoso. Preferencialmente, 0 meio de cultura aquoso € um meio minimo
de crescimento microbiano anaerébico. Meios adequados sdo conhecidos no
estado da técnica e descritos, por exemplo, nas Patentes dos Estados Uni-
dos Nos. 5.173.429 e 5.593.886, e WO 02/08438, e em Klasson e colabora-
dores (1992). Bioconversion of Synthesis Gas into Liquid or Gaseous Fuels.
Enz. Microb. Technol. 14:602-608], Najafpour e Younesi [(2006). Ethanol and
acetate synthesis from waste gas using batch culture of Clostridium ljungda-
hlii. Enzyme and Microbial Technology, Volume 38, Edi¢des 1-2, pp. 223-
228], e Lewis e colaboradores [(2002). Making the connection-conversion fo
biomass-generated producer gas to ethanol. Abst. Bioenergy, pp. 2091-
2094). Em modalidades particulares da inven¢do, 0 meio minimo de cresci-
mento microbiano anaerdbico é LM23 ou LM33 como definido aqui.

Em certas modalidades, 0 meio é suplementado com compo-
nentes adicionais, tais como, mas sem se limitar aos mesmos, aminoacidos

e tripticase. Preferencialmente, 0 meio ndo € suplementado com componen-
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tes adicionais.

Em certas modalidades, o meio podera ser suplementado com
extrato de levedo. Em certas modalidades, a cultura cresce mais rapidamen-
te quando o0 meio ndo é suplementado com extrato de levedo do que quando
0 meio é suplementado com extrato de levedo. Em uma modalidade adicio-
nal, a razdo de etanol para acetato produzida € maior quando o meio nao é
suplementado com extrato de levedo do que quando 0 meio € suplementado
com extrato de levedo. Em uma modalidade adicional, a concentragdo de
etanol produzido por litro de meio de cultura € maior quando 0 meio néo é
suplementado com extrato de levedo do que quando o meio € suplementado
com extrato de levedo. Em uma modalidade particular, 0 meio nao é suple-
mentado com extrato de levedo.

A invengdo também proporciona métodos para a produgao de
um ou mais alcodis a partir de um substrato gasoso que compreende CO,
compreendendo os métodos de manter uma cultura de um ou mais isolados
bacterianos da inveng¢ao na presenc¢a do substrato gasoso, e a fermentagao
anaerdbica do substrato gasoso a um ou mais alcodis por meio desse um ou
mais isolados bacterianos.

A invengdo também proporciona um método para reduzir as e-
missdes de carbono atmosférico total de um processo industrial, compreen-
dendo esse método:

(a) capturar gas que contém CO produzido como resultado do pro-
cesso industrial, antes de o gas ser liberado para a atmosfera;

(b) a fermentagdo anaerdbica do gas que contém CO para produzir
um ou mais alcodis por meio de uma cultura que contém um ou mais isola-
dos bacterianos da invengao.

Em certas modalidades dos métodos da invengao, acetato é
produzido como subproduto da fermentagao. O alcool produzido é etanol.

Em certas modalidades, a cultura € mantida em um meio de nu-
triente liquido.

A fermentacao podera ser realizada em qualquer biorreator ade-
quado, tal como um reator com agitagao continua (RAC), um reator de colu-
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na de colhas (RCB) ou um reator de leito gotejante (RLG). Também, em al-
gumas modalidades preferidas da invencéo, o biorreator podera compreen-
der um primeiro reator de crescimento em que 0s micro-organismos sao cul-
tivados e um segundo reator de fermentagdo, ao qual caldo de fermentagéao
do reator de crescimento é alimentado e no qual a maior parte do produto de
fermentacao (etanol e acetato) é produzida.

Como descrito acima, a fonte de carbono para a reagdo de fer-
mentag¢ado é um substrato gasoso que contém CO. O substrato gasoso pode-
rd ser um gas residual que contém CO como subproduto de um processo
industrial, ou de alguma outra fonte tal como de gases do escapamento de
automdveis.

Em certas modalidades, o processo industrial é selecionado do
grupo que consiste em fabricagao de produtos de metais ferrosos, tal como
uma usina siderurgica, fabricagao de produtos nao ferrosos, processos de
refino de petroleo, gaseificagao de carvao mineral, produgdo de energia elé-
trica, produgdo de negro de fumo, produgdo de amédnia, produgdo de meta-
nol e fabricagdo de coque. Nessas modalidades, o gas que contém CO po-
dera ser capturado do processo industrial antes do mesmo ser emitido para
a atmosfera, utilizando qualquer método conveniente. Dependendo da com-
posi¢do do substrato gasoso que contém CO, podera também ser desejavel
trata-lo para remover quaisquer impurezas indesejadas, tais como particulas
de pé, antes de introduzi-lo na fermentagao. Por exemplo, o substrato gaso-
so podera ser filtrado ou limpo usando métodos conhecidos.

Adicionalmente, é frequentemente desejavel aumentar a concen-
tragdo de CO de uma corrente de substrato (ou a pressao parcial de CO em
um substrato gasoso) e, assim, elevar a eficiéncia de reag¢des de fermenta-
cao em que CO é um substrato. Aumento da pressao parcial de CO em um
substrato gasoso aumenta a transferéncia de massa de CO para um meio de
fermentagao. A composigao de correntes de gas usadas para alimentar uma
reagdo de fermentagdo pode ter um significativo impacto na eficiéncia e/ou
custos dessa reagdo. Por exemplo, O, podera reduzir a eficiéncia de um

processo de fermentagao anaerdbica. Processamento de gases indesejaveis



10

15

20

25

30

23

ou desnecessarios em estagios de um processo de fermentagdo antes ou
depois da fermentagdo pode aumentar o limite em tais estagios (por exem-
plo, onde a corrente gasosa € comprimida antes de entrar em um biorreator,
energia desnecessaria podera ser usada para comprimir gases que ndo sao
necessarios na fermentag¢ido). Consequentemente, podera ser desejavel tra-
tar correntes de substrato, particularmente correntes de substrato derivadas
de fontes industriais, para remover componentes indesejaveis e elevar a
concentragao de componentes desejaveis.

Correntes de substrato derivadas de uma fonte industrial sao
normalmente variaveis em composi¢do. Além disso, correntes de substrato
derivadas de fontes industriais que compreendem altas concentragbes de
CO (tal como pelo menos 50% de CO ou pelo menos 65%) frequentemente
apresentam um componente com baixo teor de Hx (tal como menos 20% ou
menos 10% ou 0%). Como tal, é particularmente desejavel que micro-
organismos sejam capazes de produzir produtos por fermentagao anaerobi-
ca de substratos que compreendem uma faixa de concentragdes de CO e
H,, particularmente altas concentragbes de CO e baixas concentragdes de
H.. Os inventores testaram C. autoethanogenum (obtida de DSMZ sob nu-
mero de acesso DSM 10061) e observaram se a mesma nao cresceria e
produziria produtos em substratos gasosos compreendendo CO sem um
componente de H,. Entretanto, as bactérias da presente invengdo apresen-
tam a surpreendente capacidade de crescer e produzir produtos (etanol e
acetato) mediante fermenta¢ao de um substrato que compreende CO (e sem
Ho).

A presenga de hidrogénio na corrente de substrato pode levar a um aperfei-
coamento na eficiéncia de captura de carbono total e/ou produtividade de
etanol. Por exemplo, WO02/08438 descreve a produgao de etanol utilizando
corrente de gas de varias composi¢goes. WO02/08438 relata uma corrente de
substrato que compreende 63% de H,, 32°"de CO e 5% de CH; em que é
fornecida a uma cultura de C. ljungdahlii em um biorreator para promover
crescimento microbiano e produgdo de etanol. Quando a cultura atingiu um

estado estacionario e crescimento microbiano ndo era mais o objetivo princi-
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pal, a corrente de substrato foi mudada para 15,8% de H,, 36,5% de CO,
38,4% de N, e 9,3% de CO, a fim de proporcionar CO sob um ligeiro exces-
so0 e promover produg¢ao de etanol. Esse documento também descreve cor-
rentes gasosas com maiores e menores concentragdes de CO e de H,.
Entender-se-a que os processos da presente inven¢ao conforme
descritos aqui podem ser usados para reduzir as emissdes de carbono at-
mosférico total de processos industriais, mediante captura de gases conten-
do CO produzidos como resultado de tais processos e usando-os como
substratos para os processos de fermentagao descritos neste relatério.
Alternativamente, em outras modalidades da invengao, 0 subs-
trato gasoso que contém CO podera ter como fonte a gaseificagdo de bio-
massa. O processo de gaseificagdo envolve combustao parcial de biomassa
em uma alimentagao restrita de ar ou oxigénio. O gas resultante normalmen-
te compreende principalmente CO e H,, com volumes minimos de CO,, me-
tano, etileno e etano. Por exemplo, subprodutos de biomassa obtidos duran-
te a extragdo e processamento de matérias-primas tal como agucar de cana-
de-agucar, ou amido de milho ou graos, ou rejeito de biomassa nao alimenti-
cia gerado pela industria madeireira, poderdo ser gaseificados para produzir
um gas que contém CO adequado para uso na presente invengao.
E geralmente preferido que o substrato gasoso que contém CO
contenha uma maior proporgao de CO. Em modalidades particulares, o
substrato gasoso compreende pelo menos cerca de 65%, ou pelo menos
cerca de 70% a cerca de 95%, de CO em volume. Nao é necessario que o
substrato gasoso contenhem quequer hidrogénio. O substrato gasoso tam-
bém contém opcionaimente algum CO,, tal como cerca de 1% a cerca de
30% em volume, tal como cerca de 5% a cerca de 10% de CO..
Entender-se-a4 que para crescimento das bactérias e para que
ocorra fermentagdo de CO a etanol, além do gas de substrato que contém
CO sera necessario que um meio nutriente liquido adequado seja alimenta-
do ao biorreator. Um meio nutriente contera vitaminas e minerais suficientes
para permitir crescimento do micro-organismo usado. Meios anaerdbicos

adequados para a fermentagdo de etanol usando CO como unica fonte de



10

15

20

25

30

25

carbono sao conhecidos no estado da técnica. Por exemplo, meios de cultu-
ra adequados sao descritos in Patentes dos Estados Unidos Nos. 5.173.429
e 5.593.886, e WO 02/08438, bem como outras publicacdes referidas acima.
Em uma modalidade da inveng¢do, o meio de cultura é LM23 conforme des-
crito nos exemplos a sequir.

A fermentagao deve desejavelmente ser realizada sob condigbes
apropriadas para que a fermentagao CO a etanol ocorra. Condig¢des de rea-
¢ao que devem ser consideradas incluem pressao, temperatura, vazao de
gas, vazao de liquido, pH do meio de cultura, potencial redox do meio de
cultura, taxa de agitagao (se utiliza um reator com agitagao continua), nivel
de inoculo, concentragées maximas de substrato gasoso para assegurar que
CO na fase liguida nao se torne limitativo, e concentragdes maximas de pro-
duto para evitar inibicao de produto.

As condi¢des de reagao 6timas dependerao parcialmente do mi-
cro-organismo particular da invengao usado. No entanto, em geral, prefere-
se que a fermentagao seja realizada a pressao maior que a pressao ambien-
te. Operar a pressdes elevadas permite um significativo aumento na taxa de
transferéncia de CO da fase gasosa para a fase liquida em que o mesmo
pode ser absorvido pelo micro-organismo como fonte de carbono para a
produc¢do de etanol. Isso, por sua vez, significa que o tempo de retengao
(definido como o volume de liquido no biorreator dividido pela vazédo de gas
de entrada) pode ser reduzido quando biorreatores sao mantidos a pressao
elevada em vez de a pressao atmosférica.

Também, uma vez que uma dada taxa de conversiao de CO a
etanol é em parte uma fungao do tempo de retengdo de substrato e atingir
um tempo de retengao desejado, por sua vez, dita 0 volume exigido de um
biorreator, o uso de sistemas pressurizados pode grandemente reduzir o
volume do biorreator exigido e, consequentemente, 0 custo de capipal do
equipamento de fermentagao. De acordo com exemplos dados na Patente
dos Estados Unidos No. 5.593.886, o volume do reator pode ser reduzido
em propor¢ao linear a elevagdes na presséo de operagao do reator, isto &,

biorreatores operados a 10 atmosferas de pressdo precisam apenas de um
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décimo do volume daqueles operados a 1 atmosfera de pressao.

Os beneficios de conduzir uma fermentacdo de gas a etanol a
pressOes elevadas sao também descritos em outro lugar. Por exemplo, WO
02/08438 descreve fermentagdes de gas a etanol realizadas sob pressoes
de 0,2 MPa manométrico e 0,5 MPa manométrico, fornecendo produtivida-
des de etanol de 150 g/l/dia e 369 g/l/dia, respectivamente. Contudo, verifi-
cou-se que fermentagdes como exemplos realizadas utilizando meios de
cultura similares e composigcdes de gas na entrada a pressao atmosférica
produziram entre 10 e 20 vezes menos etanol por litro ao dia.

E também desejavel que a taxa de introdugdo de substrato ga-
soso que contém CO seja tal de modo a assegurar que a concentragao de
CO na fase liquida ndo se torne limitativa. Isso ocorre porque uma conse-
giiéncia de condi¢des limitadas de CO podera ser aquela em que o produto
etanol é consumido pela cultura.

Em certas modalidades, um processo de fermentacgéo de acordo
com a presente invengao descrito acima resultara em um caldo de fermenta-
¢ao que compreende etanol, bem como células bacterianas, no meio de cul-
tura aquoso. Em modalidades preferidas do método, o etanol é recuperado
do caldo de fermentagéo.

Em certas modalidades, a recuperagdo de etanol compreende
remover continuamente uma porgao de caldo e recuperar o alcool da porgao
removida do caldo.

Em modalidades particulares, a recuperagao de etanol inclui
passar a porgao removida do caldo que contém etanol através de uma uni-
dade de separagao para separar células bacterianas do caldo, para produzir
um permeado que contém alcool sem células e retornar as células bacteria-
nas ao biorreator.

Em certas modalidades, os métodos da invengdo sao processos
continuos.

Em modalidades particulares, acetato é produzido como subpro-
duto da fermentagao.

Em uma modalidade adicional, o etanol e o acetato sao recupe-
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rados do caldo.

Em certas modalidades, a recuperagéao de etanol e acetato com-
preende remover continuamente uma por¢ao de caldo e recuperar separa-
damente etanol e acetato da por¢ao removida do caldo.

Em algumas modalidades, a recuperagdo de etanol e acetato
inclui passar a porgao removida do caldo que contém etanol e acetato atra-
vés de uma unidade de separagao para separar células bacterianas do eta-
nol e acetato, para produzir um permeado que contém etanol e acetato sem
células e retornar as células bacterianas ao biorreator.

Nas modalidades acima, a recuperagdo de etanol e acetato in-
clui preferencialmente remover primeiro etanol do permeado sem células
seqguido de remogao de acetato do permeado sem células. Preferencialmen-
te, o permeado sem células é, entao, retornado ao biorreator.

Em certas modalidades, os métodos da invengao sio processos
continuos.

Etanol é o produto final desejado preferido da fermentagdo. O
etanol podera ser recuperado do caldo de fermentagao por meio de métodos
conhecidos no estado da técnica, tais como destilagéao fracionada ou evapo-
racao e fermentagao extrativa. Destilagao de etanol de um caldo de fermen-
tacdo produz uma mistura azeotrépica de etanol e agua (isto €, 95% de eta-
nol e 5% de agua). Etanol anidro pode subsequentemente ser obtido pelo
uso de tecnologia de desidratagao de etanol por meio de peneira molecular,
que é também bastante conhecida no estado da técnica. Procedimentos de
fermentagao extrativa envolvem 0 uso de solvente miscivel em agua que
apresenta baixo risco de toxicidade ao organismo da fermentagao, para re-
cuperar o0 etanol do caldo de fermentagao diluido. Por exemplo, alcool oleili-
co é um solvente que podera ser usado nesse tipo de processo de extragao.
Alcool oleilico é continuamente introduzido em um fermentador, apds o que
esse solvente eleva-se formando uma camada no alto do fermentador que é
continuamente extraida e alimentada por meio de uma centrifuga. Agua e
células sao entao imediatamente separadas do alcool oleilico e retornadas

ao fermentador enquanto o solvente que transporta etanol é alimentado a
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uma unidade de vaporizagao instantadnea. A maior parte do etanol é vapori-
zada e condensada enquanto o alcool oleilico € nao volatil e é recuperado
para reutilizagdo na fermentagao.

Acetato podera também ser recuperado do caldo de fermenta-
¢ao usando métodos conhecidos no estado da técnica. Métodos para a re-
cuperacao de acetato sdo descritos em detalhes na W02007/117157 e
WO02008/115080.

Em certas modalidades da invengéo, etanol e acetato sdo recu-
perados do caldo de fermentagdo removendo continuamente uma porgao do
caldo do biorreator de fermentagao, separando células microbianas do caldo
(convenientemente por filtragao) e recuperando primeiro etanol e em seguida
acetato do caldo. O etanol podera ser convenientemente recuperado por
destilagdo e o acetato podera ser recuperado por adsor¢do sobre carvao
vegetal ativado, utilizando métodos descritos acima. As células microbianas
separadas sdo preferencialmente retornadas ao biorreator de fermentagao.
O permeado sem células remanescente apds o etanol e acetato terem sido
removidos é também preferencialmente retornado ao biorreator de fermenta-
¢ao. Nutrientes adicionais (tais como vitaminas B) poderao ser adicionados
ao permeado sem células para reabastecer o meio nutriente antes do mes-
mo ser retornado ao biorreator. Também, se o pH do caldo for ajustado co-
mo descrito acima para aumentar adsor¢do de acido acético no carvao vege-
tal ativado, o pH devera ser reajustado em um pH similar aquele do caldo no
biorreator de fermentagao, antes de ser retornado ao biorreator.
Estequiometria da reagdo

Sem desejar estar vinculado em quequer teoria, acredita-se que
as reagdes quimicas para a fermentagdo de CO a etanol (a) e acido acético
(b) no processo da presente invengao sao como seguem:

(a) 18CO + 9H,0 => 3CH3CH,0OH + 12CO,
(b) 12CO + 6H,0 => 3CH;CHOOH + 6CO,
A invengdo sera agora descrita mais detalhadamente com refe-

réncia aos exemplos seguintes nao limitativos.
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A composigao de componentes do meio de cultura usados nos

exemplos seguintes é fornecida nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Composi¢do de Meio de Cultura Para C. autoethanogenum

Componente do Meio | Concentragdo Concentragdo | Concentragao

de Cultura por 1,0 L dejpor 1,0 L de|por 1,0 L de
Meio de Cultura | Meio de Cultu- | Meio de Cultu-
(LM17) ra (LM23) ra (LM33)

MgC|2.6H20 0,5¢ 0,5¢ 0,5 9]

NaCl 029 0,29 0,2g

CaClz 0,29 0,2¢g 0,2g

(NH4)2HPO4 2,0 g - -

Tampao de fosfato de | - 160 ml -

sdédio 100 mM (pH

6,0)"

NaH2P04 - - 2,04 o]

NH.CI - 0,69 25¢g

HsPO4 a 85% 0,05 ml 0,05 mi -

KCI 0,15¢g 0,15 g 0,15¢g

Solugdo metélica com | 10 mL 10 mL 10 mL

tragcos de compdsito

(LSO6)

Solugao de vitamina B | 10 mL 10 mL 10 mL

compdsita (LS03)

Resazurina (1.000 { 1 mL 1 mL 2mL

mg/L de estoque)

FeCls 0,0025 g 0,0025 g 0,01g

Monidrato de cisteina- | 0,75 g 0,75 g 05¢g

HCI

Agarose (opcional) 159 159

Agua destilada Até 1 litro Até 1 litro Até 1 litro

* Combinagao de NaH.PO4 (13,2 g) e Na;HPO,..7H0 (1,1 g) em HO (1 L).
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Tabela 2: Solugées de mineral compésito de C. autoethanogenum e vi-

taminas
Solugdo compdédsita de | por L de | Solugdo metalica com tra- | por L de
vitamina B (LS03) estoque ¢os de compdsito (LS06) estoque
Biotina 20,0 mg | Acido Nitrilotriacético 159
Acido félico 20,0mg | MgSO..7H;0 309
Cloridreto de piridoxina | 10,0 mg MnSO,4.HO 0,5¢
Tiamina.HCI 50,0 mg | NaCl 1,09
Riboflavina 50,0 mg FeS04.7H,0 01g
Acido nicotinico 50,0 mg | Fe(SO4)a(NH4)2.6H,0 08g
5?ntotenato de calcio D | 50,0 mg CoCl».6H,0 0,2¢
Vitamina B12 50,0 mg Zn04.7H0 0,2g
Acido p-aminobenzoico |50,0mg | CuCl,.2H,0 0,02 g
Acido tiéctico 50,0mg | AIK(SO4)2.12H:0 0,02 g
Agua destilada Até 1 litro | HsBO3 0,30 g
NaMo004.2H.0 0,03 ¢
Na,SeOj3 0,029
NiCl,.6H,O 0,02¢g
Na,WO0,4.6H0 0,02¢g
Agua Destilada Até 1
litro

Meios de cultura LM17, LM23 e LM33 foram preparados sob pH
5,5 como segue. Todos 0s ingredientes, com exceg¢ao de cisteina-HCI, foram
misturados em dH,O até um volume total de 1 L. Essa solugao foi tornada
anaerdbica mediante aquecimento até fervura e deixando-a resfriar até tem-
peratura ambiente sob um fluxo constante de gas com 95% de CO, 5% de
CO.. Uma resfriada, a cisteina-HCI foi adicionada e o pH da solugao ajusta-
do em 5,5; anaerobicidade foi mantida por todos os experimentos.
Determinagdes de etanol e acetato

Determinagdes de etanol e acetato nos exemplos seguintes fo-
ram feitas usando um cromatégrafo a gas HP 5890 série Il, utilizando um
detector de ionizagao por chama (DIC), removivel, vidro desativado, revesti-
mento de porta de injegdo, reguladores associados, linhas de gas e septos
com autoinjetor de amostra HP 7673A. As separagGes foram efetuadas em
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uma Coluna Capilar GC EC1000-Alltech EC1000 30 m x 0,25 mm x 0,25 pym.

O Cromatégrafo a Gas foi operado no modo divisdo com um flu-
xo total de hidrogénio de 50 mlL/min com 5 mL de fluxo de purga (divisdo
1:10), uma pressao aérea na coluna de 0,1 MPa manométrico resuttando em
uma velocidade linear de 45 cm/s. O programa de temperatura foi iniciado a
60°C, mantida por 1 minuto, em seguida, elevada para 170°C a 30°C por
minuto. Isso resultou em um tempo de execugao total de 4,65 minutos. A
temperatura do injetor foi de 180°C e a temperatura do detector, de 225°C.

Os reagentes usados foram Propan-1-ol, grau reagente — Schar-
lau ALO437, Ensaio minimo por CG 99,5%; Etanol absoluto — Scharlau
ET0015, Ensaio minimo por CG 99,9%; Acido acético 100% glacial — BDH
100015N, Ensaio minimo por CG 99,8%;
Acido ortofosférico — BDH 294214, Ensaio minimo por CG 99,0%; Gas de
recuperagdo de CG Nitrogénio — BOC Sem Oxigénio; Gas de transporte de
CG Hidrogénio — BOC Sem Oxigénio e combustivel de DIC; Oxidante de DIC
zero ar; Agua desionizada.
Densidade celular

Para determinar a densidade celular nesses experimentos, a
absorbancia das amostras foi medida a 600 nm (espectrofotdmetro) e a
massa seca determinada através de calculo de acordo com procedimentos
publicados. O nivel de metabdlitos foi caracterizado utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e em alguns casos Cromatografia Gasosa
(CQ).
CLAE

Sistema de CLAE Agilent Série 1100. Fase Mével: Acido Sulfuri-
co 0,0025 N. Fluxo e pressao: 0,800 mL/min. Coluna: Alltech IOA; No. de
Catalogo 9648, 150 x 6,5 mm, tamanho das particulas, 5 pm. Temperatura
da coluna: 50°C. Detector: indice de Refragdo. Temperatura do detector:
45°C.

O método de preparagao de amostra para CLAE foi como segue:
400 pL de amostra e 50 pL de ZnSQO,4 0,15 M e 50 pL de Ba(OH), 0,15M sao
carregados em um tubo de Eppendorf. Os tubos sao centrifugados por 10



10

15

20

25

30

32

min a 12.000 rpm, 4°C. 200 uL de sobrenadante sdo transferidos para um
frasco de CLAE e 5 pL sao injetados no instrumento de CLAE.
Exemplo 1: Produgao de um novo isolado bacteriano da invengao

A nova cepa LBS1560 de Clostridium autoethanogenum foi pro-
duzida por meio de um programa dedicado de sele¢éo e propagacao de cul-
turas microbianas iniciadas da cultura de C. autoethanogenum mae (DSMZ
10061) por um periodo de 18 meses.
Métodos

Um estoque gelado de C. autoethanogenum 10061 (obtido de
DSMZ) foi inicialmente descongelado e usado para inocular meio LM23 pre-
parado com 5 g/litro de extrato de levedo na presenga de 95% de CO e 5%
de CO.. Essa cultura nao podia ser feita para crescer em meio LM23 na au-
séncia de Extrato de Levedo. Em um esforgo para superar as culturas de
dependéncia de extrato de levedo por um periodo de meses, culturas micro-
bianas que crescem ativamente e que foram observadas produzir a maior
parte de etanol e a mais alta razao de etanol para acetato foram subcultiva-
das repetidamente em meio de cultura contendo concentragdes sempre de-
crescentes de extrato de levedo, sempre na presenga de 95% de gas CO,
5% de gas CO. no espago superior. Apds esse periodo, culturas que cres-
cem e produzem etanol e acetato na auséncia de extrato de levedo podiam
ser observadas. Esse protocolo de sele¢ao foi ativamente mantido para adi-

cionalmente identificar e selecionar culturas que:

i) cresceram mais rapidamente;

ii) produziram a maior parte de etanol;

iii) produziram a mais alta razao de etanol para acetato; e

iv) cresceram na auséncia de extrato de levedo no meio de cultura
liquido.

Exemplo 1.1: Selecao de crescimento rapido

A fim de selecionar culturas de crescimento rapido, foram explo-
rados os micro-organismos propensos a produzir acido acético como sub-
produto do metabolismo de energia durante periodos de crescimento sob

uma corrente de 95% de CO, 5% de gas CO,. O acumulo de acido acético
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no meio de crescimento tem o efeito de baixar o pH do processo. Conse-
quentemente, foi desenvolvida uma configuragdo de fermentador que diluis-
se a cultura de uma maneira dependente de crescimento a fim de introduzir
uma pressdo que selecionaria as populagdes de mais rapido crescimento.
Uma configuragao exemplar é mostrada na figura 1, nem que uma cultura de
micro-organismos foi fermentada em um biorreator 1. O pH do meio nutriente
2 foi monitorado por meio de uma sonda de pH 3 convencional. Desvios na
leitura do pH do ponto de ajuste de 5,5 levou uma bomba 4 a ser ativada,
contudo, em vez de o sinal da sonda ser transmitido a uma bomba que do-
sava uma solugdo basica ou acida; nesse caso, a bomba foi ligada a um
frasco 5 contendo meio anaerébico fresco LM17 sob pH 5,8. Assim, a medi-
da que a cultura crescia, acido acético era produzido; o pH do meio 2 come-
gou a cair provocando a ativagdo de uma bomba 4 que introduziu meio sob
pH 5,8. A bomba 4 foi somente desativada uma vez o pH do meio retornado
a 5,5 ou mais. O nivel de liquido no reator 1 foi mantido usando uma sonda
de nivel 6 ligada a uma segunda bomba 7 que operava para manter o nivel
de liquido no biorreator 1 em ou abaixo de um nivel fixo. Meio bombeado do
biorreator 1 foi passado para recipiente de rejeito/meio 8. Por conseguinte, a
populagdo de cultura de crescimento foi diluida de maneira ligada a cresci-
mento, e quanto mais rapido o crescimento da populagdo, mais acetato era
produzido e mais meio fresco era introduzido até afinal volumes de meio re-
lativamente grandes serem introduzidos no fermentador para manter pH que
seleciona eficazmente as populagdes de crescimento mais rapido, na medi-
da em que estas nao seriam lavadas em um esfor¢o para manter o volume
de liquido do recipiente em um nivel fixo. Essa configuragdo de fermentador
foi mantida por diversos meses em certo momento como cultura continua a
fim de isolar culturas de crescimento rapido. A cada 14 dias, uma aliquota da
cultura foi removida e deixada crescer em um frasco de soro de 250 ml con-
tendo 50 ml de meio de cultura e 0,2 MPa manométrico de 95% de CO, 5%
de CO;, na parte aérea. Uma vez ativamente em crescimento, a cultura foi
preparada e armazenada como estoque em glicerol para trabalho comparati-
vo com aos estoques de cultura originais.
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Resultados

O processo de selegdao e subcultura por um periodo de 18 me-
ses descritos acima resultaram na nova cepa LBS1560 que mostrou 6timo
desempenho para cada uma das caracteristicas i) a iv) acima. A nova cepa
de bactérias foi observada ser Gram-positiva (a mesma corou Gram-
positiva), ndo mdével, apresentar forma de bastonete e exibir surpreendente-
mente pouca a nenhuma capacidade de esporular (conforme descrito adi-
cionalmente a seguir).

LBS1560 foi depositado na DSMZ, Alemanha, de acordo com 0
Tratado de Budapeste, em 19 de outubro de 2007, e alocado sob 0 numero
de acesso DSM 19630.

Exemplo 2: Cultura e Armazenamento de LBS1560

LBS1560 de C. autoethanogenum pode ser cultivada usando as
seguintes condig¢des: crescimento sob 95% de gas CO (5% de COy), 0,2
MPa em meio LM23, a 37°C, pH 5,5, com agitagdo (agitagao a 200 rpm) sob
condicdes anaerdbicas. O crescimento pode ser monitorado medindo a DO a
600 nm e efetuando analise microscdpica.

Para armazenamento, uma cultura de LBS1560 em fase logarit-
mica em LM23 + 20% de glicerol é congelada instantaneamente e em segui-
da armazenada a -80°C.

Exemplo 3: Comparagao da nova cepa LBS1560 de C. autoethanoge-
num com a cepa-mae original DSMZ 10061 de C. autoethanogenum
Esse experimento demonstra a eficiéncia aperfeicoada da nova cepa
LBS1560 para a fermentagdo anaerdbica a etanol de um substrato gasoso
contendo CO, em comparagdo com a cepa-mae DSMZ 10061 de C. autoe-
thanogenum. Esse experimento também demonstra fermentacao eficiente de
gas contendo CO a etanol pela nova cepa LBS1560 na presenca de altos
niveis de CO e na auséncia de H..

Métodos

Estoques congelados da cultura microbiana selecionada
LBS1560 e a cultura-mae original DSMZ 10061 foram tomados, congelados
e usados para inocular tubos Hungate de 15 ml selados contendo 5 ml de
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meio minimo liquido de crescimento microbiano anaerébico (LM23) na pre-
senga ou auséncia de extrato de levedo (EL) a 0,1% (p/v). Todos os tubos
Hungate foram mantidos sob atmosfera com 95% de gas CO, 5% de gas
CQO.,. Para cada tubo Hungate, crescimento microbiano e produc¢ao de etanol
e acetato foram monitorados durante um periodo de cultura de 7 dias.
Resultados

Os resultados sé@o apresentados na Tabela 3 abaixo.
Tabela 3. Comparacéo de fermentagao pela cepa LBS1560 e pela cepa-
mae DSMZ 10061

Cultura Meio de Crescimento Etanol Acetato Razao Eta-
Cultura (g de massa (g/l) (g/l) nol:Acetato
seca)
DSMZ 10061 LM23 +EL 0,443 0,08 3,45 0,023
LBS1560 LM23 + EL  0,0963 0,19 2,07 0,09
DSMZ 10061 LM23 Sem cresci- N/D N/D N/D
mento
LBS1560 LM23 0,583 2,74 1,95 1,41

Os dados apresentados na Tabela 3 ressaltam diversas diferen-
¢as reproduziveis entre a cepa LBS1560 e a cepa-mae DSMZ 10061. DSMZ
10061 foi incapaz de crescer em meio de cultura minimo em que faltou ex-
trato de levedo, enquanto LBS1560 pdde crescer em meio de cultura na pre-
seng¢a ou auséncia de extrato de levedo, mas funcionou melhor em meio de
cultura minimo em que faltou extrato de levedo. LBS1560 crescido em meio
de cultura minimo funcionou melhor em termos de crescimento, produgdo de
etanol e razao de etanol para acetato do que DSMZ 10061 crescido em meio
de cultura contendo extrato de levedo.

Exemplo 4: Caracteristicas de esporulagdao de LBS1560

Para identificar caracteristicas de esporulagdo, LBS1560 foi ex-
posto a vérias condi¢des conhecidas para induzir formagao de esporos em
bactérias de acordo com a metodologia detalhada abaixo.

. Inanigdo: uma cultura de LBS1560 foi suspensa em agua desti-
lada estéril.
o Exposigdo a Oxigénio: ar estéril foi injetado no espago superior

de um tubo Hungate contendo 5 ml de cultura de crescimento, em seguida o
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tubo foi colocado em um agitador e incubado a 37°C.

. Exposi¢cdo a meio de cultura com baixo pH (pH 3): micrébios fo-
ram crescidos em LM23 (pH 5,5) até uma alta concentragdo de células, em
seguida o meio foi trocado por meio de cultura de crescimento de pH 3.

o Exposigdo a Oxigénio e Frutose como fonte de carbono e de e-
nergia: meio de cultura liquido contendo 5 g/L de frutose e sem agente redu-
tor (isto é, cisteina-HCI) foi saturado com oxigénio e uma alta concentragdo
de células foi suspensa nesse meio por dois dias.

A capacidade de LBS1560 esporular foi determinada por exame
microscépico. Amostras bacterianas foram coradas com azul de coomassie,
o que facilita a observagdo de esporos. LBS1560 foi observado em varias
ocasioes. Essencialmente nenhuma populagéo bacteriana foi observada exi-
bir esporos. Notou-se que enquanto esporos isolados eram observados por
microscopia, em alguns casos 0os mesmos foram estimados ser significati-
vamente menores que 0,1% da populagao microbiana global. Isso se revelou
surpreendente e inesperado, uma vez que a cepa-mae e cepas afins de
Clostridia sao sabidas esporular. A incapacidade de esporular proporciona
vantagens as bactérias da invengdo como descrita aqui acima.

Exemplo 5: Produgéao de etanol por LBS1560

Este exemplo descreve produgdo continua de etanol por
LBS1560 por um periodo prolongado. A Figura 2 proporciona um resumo
das concentragbes de acetato, etanol e biomassa durante um periodo de
duas semanas.

Procedimento

1. 1 L de meio de fermentagdo anaerdbica LM33 em um RAC de 1
litro foi inoculado com uma cultura (DSMZ 19630) de Clostridium autoetha-
nogenum (LBS1560) de crescimento ativo em um nivel de 5% (v/v). Um fluxo
continuo de gas com 70% de CO e 15% de CO,, 1% de H,, 14% de Ny, foi
introduzido no fundo do fermentador através de um borrifador de difusao sob
uma vazao volumétrica de 19 ml/minuto. O pH inicial do fermentador foi ajus-
tado em 5,5 e a velocidade de agita¢ao, ajustada em 400 rpm.

2. Durante a maior parte do experimento, a concentragao de acido
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acético da cultura foi mantida abaixo de 4 g/L por meio de um sistema de
reciclo de células e troca de meio de cultura. As células foram passadas a-
través de uma membrana de fluxo cruzado Viva 200, o filtrado foi coletado e
as células retornadas ao reator. O filtrado foi substituido por meio de cultura
fresco para assegurar que o volume do meio dentro do reator permanecesse
constante.

3. A cultura foi operada continuamente por pelo menos 14 dias. O
sistema de reciclo de células removeu 1-1,5 L de meio nutriente liquido a
cada 1-2 dias sem remover bactérias do biorreator. O meio removido foi
substituido por meio fresco, para manter constante o volume.

4, O pH do fermentador foi elevado de 5,6 para 6,0 nos primeiros
quatro dias do experimento.

Resultados

A fase de crescimento rapido de bactérias acetogénicas (tal co-
mo C. autoethanogenum) é normalmente associada a alta produg¢do de ace-
tato em um ambiente de fermentagao controlada. Nesse experimento, usan-
do a nova cepa LBS1560, durante a fase de crescimento (0-3 dia) a cultura
produziu uma média de 0,3 g/L/dia de acetato e 0,16 g/L/dia de etanol. Apds
a fase de crescimento (3°-13° dia), a cultura produziu uma média de 1,03
g/L/dia de de acetato e uma média de 1,4 g/L/dia de etanol. Durante o perio-
do de produgédo de alcool, o etanol total produzido foi de 14 g/L. Os resulta-
dos mostram um nivel de produgdo de acetato menor que o esperado e sig-
nificativamente maior que a produ¢ao de etanol.

Os métodos e composi¢des especificos descritos aqui sao re-
presentativos de modalidades preferidas, sdo exemplares e nao pretendem
ser limitagdes do escopo da invengdo. Outros objetivos, aspectos e modali-
dades ocorrerdo aqueles habilitados no estado da técnica apds considera-
cao deste relatorio descritivo, e sdo abrangidos pelo escopo e espirito da
invengéo. Sera imediatamente evidente aquele habilitado no estado da téc-
nica que substituicdes e modificagbes variaveis poderdo ser efetuadas na
invencdo aqui descrita sem se afastar do escopo e espirito da invengado. A

invengao ilustrativamente descrita aqui podera de maneira adequada ser
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praticada na auséncia de qualquer elemento ou elementos, ou limitacdo ou
limitagbes, que nao sao especificamente descritos aqui como essenciais.
Assim, por exemplo, em cada caso descrito neste relatdrio, em modalidades
ou exemplos da presente invengao, os termos "compreendendo”, "que com-
preende(m)", "“incluindo", "que inclui(lem)", "contendo", "que contém (ém)",
etc., devem ser lidos amplamente e sem limitagao. Adicionalmente, titulos,
cabegalhos ou similares sdo proporcionados para aumentar a compreensao
do leitor(a) deste documento, e nao devem ser lidos como limitativos do es-
copo da presente invengao.

As descrigdes completas de todos os pedidos, patentes e publi-
cagles, citados acima e abaixo, se houver, sdo incorporados aqui como re-
feréncia. No entanto, a referéncia a quaisquer pedidos, patentes e publica-
¢oes neste relatério ndo é e ndo deve ser tomada como reconhecimento ou
qualquer forma de sugestao de que os mesmaos constituem estado da técni-
ca valido ou formam parte do conhecimento geral comum em qualquer pais
do mundo.
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REIVINDICACOES

1. Isolado biologicamente puro, caracterizado pelo fato de que o

dito isolado biologicamente puro é a cepa de Clostridium autoethanogenum
depositada em DSMZ sob o nimero de acesso DSM 19630.
2. Isolado biologicamente puro de acordo com a reivindicagéo 1,

caracterizado pelo fato de que a dita bactéria possui as seguintes

caracteristicas:

a. nenhuma habilidade de esporular;

b. uma capacidade de crescer em meio minimo na presenga ou
auséncia de extrato de levedo; e (i) uma capacidade de crescer mais
rapidamente, (ii) uma capacidade para produzir uma razdo maior de etanol
para acetato, (iii) uma capacidade para produzir uma concentragdo maior de
etanol a partir de um substrato que compreende CO; ou uma combinagao de
(i) a (iii), em um meio em que extrato de levedo nao esté presente comparado
a um meio em que extrato de levedo esta presente; e em que o isolado
biologicamente puro é nao mével.

3. Isolado biologicamente puro de acordo com a reivindicagéo 1
ou 2, caracterizado pelo fato de que o isolado biologicamente puro fermenta

um substrato que compreende CO a produtos que compreendem etanol e
acetato por fermentagao anaerébica e a razao de etanol para acetato é de
pelo menos 1,0.

4. Isolado biologicamente puro de acordo com qualquer uma das
reivindicagGes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a produtividade do isolado

biologicamente puro é de pelo menos 1,2g de etanol/L de caldo de
fermentacao/dia.

5. Isolado biologicamente puro de acordo com qualquer uma das
reivindicagées 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a razédo de etanol para
acetato é de pelo menos 1,2.

6. Isolado biologicamente puro de acordo com qualquer uma das

reivindicac6es 1 a 3, caracterizado pelo fato de que a produtividade do isolado

biologicamente puro é de pelo menos cerca de 2,0g de etanol/L de
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caldo de fermentagao/dia.
7. Método para a produg¢ao de um ou mais alcoois, acidos ou uma

combinagdo dos mesmos, caracterizado pelo fato de que compreende

fermentar um substrato que contém CO usando um ou mais isolados

biologicamente puros como definido na reivindicagao 1.

8. Método de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado pelo
fato de compreender as etapas de:

(a)  proporcionar um substrato que contém CO a um biorreator que contém
uma cultura do isolado biologicamente puro como definido na
reivindicacao 1; e,

(b) fermentar anaerobicamente a cultura no biorreator para produzir um ou
mais alcoois e/ou acidos.

9. Método de acordo com a reivindicagao 7 ou 8, caracterizado

pelo fato de que o substrato € um substrato gasoso que contém CO obtido
como um subproduto de um processo industrial.

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo

fato de que o substrato gasoso compreende um gas obtido de uma usina

siderurgica.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "BACTERIAS E METODOS PARA USO DAS MES-
MAS
A presente invengdo refere-se a uma nova classe de bactérias
que apresentam eficiéncia aperfeicoada na produgédo de etanol por fermen-

tacao anaerobica de substratos que contém mondxido de carbono.
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