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RELATORIO DESCRITIVO

“METODO DE PRODUGAO DE ACIDO LATICO EM UM REATOR EM BATELADA
DE SEQUENCIAMENTO E APARELHO PARA REALIZAR O DITO METODO”

CAMPO DA INVENCAO
[001] A presente invencao estd no campo de um método de producado de acido
latico em alto rendimento em um reator em batelada de sequenciamento. Nesse caso,
a glicose, ou outros agucares, pode ser usada como matéria-prima para bactérias, que
fermentam a glicose em acido latico. O reator € pelo menos parcialmente operado sob
condicBes definidas e em um modo ciclico.

ANTECEDENTES DA INVENC}AO
[002] O &cido lactico (CH3CH(OH)CO2H) é um composto quimico organico
simples que pode ser usado em muitas aplicagdes. E uma molécula quiral e ocorre
como &cido L- ou D-lactico. E observado que o &cido lactico é altamente soltvel.
[003] A fermentacdo do &cido lactico é realizada em escala industrial por
bactérias lacticas (espécies Lactobacillus), que convertem carboidratos simples como
glicose, sacarose ou galactose em acido lactico, ou por sintese quimica. Bactérias
produtoras de acido lactico podem produzir dois moles de lactato de um mol de
glicose, ou um mol de lactato de um mol de glicose, bem como diéxido de carbono e
acido acético/etanol, esse ultimo néo é o preferido.
[004] Normalmente, a fermentacdo do acido lactico é realizada sob condi¢des
bastante restritas. Em primeiro lugar, uma cultura relativamente pura é usada, como
Lactobacillus delbrueckii. A solucdo aquosa em que a fermentacéo é realizada é
normalmente parcialmente neutralizada, como com cal. Normalmente, um pH de cerca
de 4,5-5,0 é usado. A temperatura de fermentacdo é > 50 °C, pois a producao é
frequentemente insignificante até 45 °C. Para a fermentacdo, normalmente um
fermentador e um reator de sementes sao usados. Tendo em vista a esterilizacao de
cultura pura da matéria-prima e do equipamento usado, por exemplo, o fermentador,
€ necessario. O rendimento de acido latico é bastante alto, como > 0,9 acido latico/g

de glicose (rendimento em carbono de 90%), a produtividade € boa (por exemplo, >5
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g/I*h) e a titulacao relativamente alta (>150 g/l acido latico).

[005] Esses métodos da técnica anterior sdo, no entanto, caros. Uma cultura pura
pode atribuir cerca de 15% dos custos de producéo. O inoculo custa cerca de 3% e 0
consumo de energia cerca de 4%. O fermentador € relativamente grande (alguns
milhares de metros cubicos), o reator de sementes também possui um volume
significativo (algumas centenas de metros cubicos), sendo necessario ser feito de um
material relativamente caro, como o aco inoxidavel, tornando os investimentos
relativamente altos. Como mencionado, a esterilizacdo adequada € necessaria,
resultando em um tempo de inatividade do fermentador de cerca de 20% e alto
consumo de energia, normalmente resultando na producéo de CO2. Em casos de azar,
pode ocorrer uma infecgéo por fago, resultando na perda de um lote de matéria-prima
e na necessidade de obter uma cepa resistente a fago, o que pode atrasar o processo
de producdo. Frequentemente, 0s reatores e suas partes precisam ser limpos, o que
também contribui para os custos.

[006] Alguns documentos relatam a producédo de acido latico. Akao et al. Em
Water Research, Elsevier, Amsterdam, Vol. 41, N° 8, 23 de margo de 2007, p. 1774-
1780 descreve um método para a producdo de L-lactato por fermentacao
semicontinua de lixo sem condi¢cdes estéreis. Tang Jialing et al., em Waste
Management, Elsevier New York Vol. 52, 31 de marc¢o de 2016, p. 278-285 recita um
método para a producao de &cido lactico em uma fermentacédo em lote de sequéncia
de uma matéria-prima de lixo. A técnica anterior pode ser encontrada em Liang et al.,
Waste management, Vol. 45, 1 de novembro de 2015, p. 51-56, Zhang et al., em
Bioresource Technology, Elsevier Amsterdam, Vol. 99, No. 4, 1 de marco de 2008, p.
855-862 e documento niumero US 2011/210001 Al.

[007] O acido lactico € um precursor do acido polilatico (PLA), que pode ser
atatico ou sindiotéatico, e cujos polimeros sao poliésteres biodegradaveis. O &cido
latico também pode ser usado como conservante de alimentos, em cosméticos e como
componente farmacéutico. O tamanho do mercado de acido lactico é enorme (> 5 M

€/ano) e crescente. Portanto, existe a necessidade de um método eficiente de
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producéo de acido lactico.

[008] A presente invencao, portanto, se refere a um método melhorado de
producado de acido latico por fermentacéo, que resolve um ou mais dos problemas e
desvantagens da técnica anterior acima, fornecendo resultados confiaveis, sem
comprometer a funcionalidade e as vantagens.

SUMARIO DA INVENCAO

[009] E um objetivo da invencdo superar uma ou mais limitacdes dos métodos e
dispositivos da técnica anterior e, pelo menos, fornecer uma alternativa aos mesmos.
Em um primeiro aspecto, a presente invencao se refere a um método de producéo de
acido latico em um reator de lote de sequenciamento que compreende passagem por
ciclo adaptativa (consulte, por exemplo, a Figura 1b) pelo menos uma vez entre (i)
uma fase de reacdo, (i) uma fase de efluente e (iii) uma fase de alimentacéo,
preferencialmente 2-5000 vezes o ciclo adaptativo, mais preferencialmente 4-1000,
como 5-1000 vezes. Cada fase € considerada relacionada a um periodo de tempo. Ao
acoplar a dosagem de base ao consumo de substrato e ao monitorar de perto um
consumo de base, um ciclo adaptativo pode ser encerrado quase imediatamente
quando concluido, o consumo de substrato (por exemplo, glicose) € o mais rapido
possivel, resultando em altas taxas volumétricas médias no tempo. Normalmente, séo
possiveis 1-20 ciclos adaptativos por dia, como 2-10 ciclos adaptativos. A operagao
do reator pode ser continuada por longos periodos de tempo. A manutencdo pode ser
realizada de 1 a 4 vezes por ano ou menos. O presente método usa uma cultura mista
com capacidade para fermentar o sacarideo em acido latico, que é adicionado, por
exemplo, ao reator. Comparado com os métodos da técnica anterior, conforme
descrito acima, o presente método € considerado >20% mais barato em termos de
custos de producdo unitarios de acido lactico. Algumas razbes para iSSO sao que
nenhuma esterilizagcdo é necessaria, nenhuma cultura pura, como uma cultura de
Lactobacillus delbrueckii, € necessaria, nenhum reator de inéculo e reator de semente
Sao necessarios, o tamanho do presente reator pode ser um fator menor e em que

ainda tem uma taxa de producdo semelhante, o presente método fornece uma
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biomassa inicial elevada que permite uma alta produtividade, como > 6 g/I*h, a
possibilidade de reutilizar a biomassa como fonte de proteina e vitamina, reduzindo
assim o consumo de peptideo e fonte de vitamina, a producédo (indireta) de CO:2 é
reduzido significativamente, o tempo de inatividade programado € baixo, pois
nenhuma esterilizacdo é necessaria, e o tempo de inatividade ndo programado, como
devido a infeccao por fago, € muito improvavel devido a cultura mista que compreende
varias cepas e espécies. A biomassa pode ser reciclada, especialmente porque ainda
pode estar intacta, contribuindo assim para o aumento da produtividade e do
rendimento. Além disso, o rendimento é maior. O lado negativo é que rendimentos um
pouco mais baixos (70% versus 90%) sao obtidos, o que pode ser devido a mais
biomassa e possivel subproduto e, em geral, ndo ha controle direto sobre a razao D/L
de acido latico; no entanto, em condi¢des especificas, o Ultimo pode ser resolvido.
Surpreendentemente, a um pH de cerca de 7, nenhum acido D-lactico detectavel
(<0,1%) é formado e > 99,9% de acido L-lactico.

[010] Diferencas importantes entre a presente invencédo e a técnica anterior sao
que na técnica anterior o impacto da presenca ou auséncia de proteinas nao foi
especificamente abordado como aumento do rendimento e da produtividade do acido
lactico. Apenas a quantidade de carboidratos e proteinas sdo quantificados. Além
disso, a presenca ou auséncia de vitaminas B na matéria-prima ndo é mencionada. E
0 mais importante, nenhuma das referéncias demonstra um processo de “passar por
ciclo adaptativo”. Essas s&o consideradas as partes mais exclusivas da inveng¢ao, com
0s outros fatores que aumentam a eficacia da invencéo.

[011] O presente método compreende uma fase de reacdo em que (ial) mantém
o pH a um nivel predeterminado entre 5,6 e 8,5, de preferéncia, entre 5,9 e 8,0, mais
preferencialmente entre 6,4 e 7,5, como 7,0, que é comparado aos métodos da técnica
anterior relativamente elevados, (ia2) mantém a temperatura a 30-80 °C,
preferencialmente a 32-72 °C, mais preferencialmente a 35-63 °C, ainda mais
preferencialmente a 37-60 °C, como 38-50 °C, por exemplo, 40-45 °C, cujo intervalo

preferido é comparado aos métodos da técnica anterior relativamente baixo, (ia3)
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agitacao da fase de reacdo, como a 1-600 rpm, (ib) adicdo de uma base quando o pH
estd abaixo do nivel predeterminado até o pH estar igual ou acima do nivel
predeterminado. O pH pode ser medido diretamente com um sensor de pH simples.
(icl) Permitir que a fermentagéo continue durante um tempo de fermentacéo até que
a fermentacdo atinja uma fase estacionaria, fase essa que pode ser determinada
quando a fermentagcdo para substancialmente e, como consequéncia, o pH
permanece mais ou menos constante, como em que o pH é substancialmente
constante durante pelo menos 10 minutos, e nenhuma base adicional precisa ser
adicionada. Entao, por exemplo, monitorando-se uma quantidade de base adicionada
ao longo do tempo, a fase estacionaria pode ser determinada adequadamente,
embora com um pequeno atraso no tempo. (ic2) Quando a fermentacao atingiu a fase
estacionaria, removendo parte do efluente para a fase efluente, e (ic3) adicionando
alimentacdo a fase de reacéo, com isso reabastecendo em grande parte ou totalmente
a fase de reacdo. A alimentacdo pode ser adicionada subsequentemente para
remover o efluente da fase de reacdo, durante a reacdo, antes da reacdo e suas
combinacdes. Na fase de efluente (iia), pelo menos parte do acido latico € removida e
(iib) de preferéncia um restante da fase de efluente & fornecido para a fase de
alimentacao, de preferéncia em que 30-70% do caldo é fornecido para a fase de
alimentacéo, como 40-60% de caldo. O acido lactico pode ser removido através de
uma saida em direcao a um recipiente ou semelhante, pode ser precipitado no reator,
por exemplo, pela adicdo de Ca?*, pode ser separado através de uma membrana e
combina¢gfes dos mesmos. Assim, uma parte do caldo pode ser reciclada. Em
alternativa, ou adicionalmente, o 4cido lactico pode ser removido da fase de reacéo,
como por separagdo localmente. Na fase de alimentag&o (iiia), uma mistura de
alimentacdo aquosa € fornecida compreendendo > 10 g/l de um composto que
compreende sacarideo, em que o composto de sacarideo € selecionado a partir de
glicose, sacarose, frutose, galactose, lactose, dissacarideos, oligossacarideos,
polissacarideos, como com 3-100 sacarideos, amido, inulina, de preferéncia em que

0 composto que compreende o0 sacarideo € um Unico composto, como apenas glicose,
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e> 1 g de peptideo / 100 g de composto de sacarideo, ou uma combinacdo dos
mesmos, em que a concentracdo de peptideo na fase de alimentacao esta entre 1-30
g de peptideo/100 g de sacarideo. Foi constatado que, além de um sacarideo como
composto alimentar basico, também sdo necessérios peptideos para obter rendimento
suficiente. Sem a quantidade de peptideo mencionada, o rendimento cai para cerca
de 10%, muito inferior aos 70% normalmente obtidos. Ao iniciar o pelo menos um ciclo
adaptativo, é adicionada uma cultura inicial mista, no inicio da fase de reacéo, que é
capaz de fermentar o sacarideo em acido latico, como adicionado ao reator. Um tempo
de retencédo hidraulica de biomassa € controlado entre 4h-144h, como entre 1-8 dias.
Observe que o tempo de retencédo de solidos e o tempo de retencao hidraulica podem
ser substancialmente os mesmos, especialmente quando a mistura continua é
aplicada durante a troca de volume, como durante a remocao de efluentes. O HRT é
considerado dependente do tempo de ciclagem, que é controlado pela ciclagem
adaptativa.

[012] Em um segundo aspecto, a presente invencao se refere a um aparelho para
realizar um método de acordo com a invencdo, que pode ser um aparelho
relativamente barato, como um aparelho de plastico ou concreto, que compreende um
recipiente de alimentacdo, sendo que o recipiente de alimentagéo tem um volume de
1-50 m?3, em que o recipiente de alimentagdo esta em contato fluidico com um reator
através de uma valvula de alimentacdo, em que o reator tem um sensor de pH em
contato fluidico com a solucédo aquosa do reator, um reservatério que compreende
uma base e uma valvula de reservatério e, opcionalmente, uma bomba, sendo que o
reator tem um volume de 10-100 m3, em que o reator esta em contato fluidico com um
recipiente de efluente através de uma valvula de efluente, sendo que o recipiente de
efluente tem um volume de 1-50 m3 e em que o recipiente de efluente estd em contato
fluidico com o recipiente de alimentacéo, cada recipiente e reator tém um misturador
para girar uma fase aquosa com 1-600 rpm, o recipiente de efluente tem uma saida
para remover acido latico e o recipiente de alimentacdo tem uma entrada para

reabastecer a alimentacdo e um controlador adaptado (a) para abrir a valvula do
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reservatorio quando o pH cai abaixo de um nivel predeterminado e para fechar a
referida valvula do reservatério quando o pH atingiu o dito nivel predeterminado
novamente, (b) para abrir a valvula de alimentacao quando a fermentacéo atinge uma
fase estacionaria e para adicionar alimentacao, (c) para abrir a valvula de alimentacéo
quando o efluente foi parcialmente removido e adicionar alimentagdo para reabastecer
o reator e (d) para abrir a valvula de efluente quando o efluente € removido, como
quando o liguido no reator atingiu um volume predeterminado.
[013] A presente invencédo fornece uma solucdo para um ou mais dos problemas
acima mencionados e supera as desvantagens da técnica anterior.
[014] As vantagens da presente descricdo séo detalhadas ao longo da descrigcao.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[015] Em uma modalidade exemplar do presente método, a biomassa pode ser
adaptada passada por ciclo pelo menos uma vez entre a fase de reacéo, a fase de
efluente e a fase de alimentacéo. Foi constatado que a biomassa ndo apenas contribui
para a fermentacdo do sacarideo em acido latico, mas também fornece peptideos,
melhorando assim o rendimento e a produtividade.
[016] Em uma modalidade exemplar do presente método, a fase de alimentacéo
pode compreender > 80 g/l de composto de sacarideo, como 100-200 g/l.
[017] Em uma modalidade exemplar do presente método, a concentracao de
peptideo na fase de alimentacéo esta entre 1-40 g de peptideo/100 g de sacarideo,
de preferéncia entre 2-30 g/100 g, mais preferencialmente entre 5-15 g/100 g.
[018] Em uma modalidade exemplar do presente método, o peptideo pode ser
selecionado a partir de monopeptideos, dipeptideos, tripeptideos, tetrapeptideos ou é
fornecido como biomassa microbiana e combinagées dos mesmos. Em um exemplo
de biomassa, também podem ser usados peptideos em extrato de levedura, soro de
leite ou subproduto de origem biolégica. E, além disso, a biomassa no presente
sistema pode ser reciclada, fornecendo peptideos, bem como vitaminas ou
precursores dos mesmos.

[019] Em uma modalidade exemplar do presente método, um tamanho de reator
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pode ser 50-1000 m3, como 100-300 m3. Tal € muito menor do que os reatores da
técnica anterior, com isso reduzindo significativamente o consumo de energia no
processo de producdo, como matriz para agitacao (agitacao) da fase de reacao.
[020] Em uma modalidade exemplar do presente método, o reator pode ser um
reator em batelada de sequenciamento ou um reator em batelada de fornecimento de
sequenciamento. O presente reator pode se referir a um reator que compreende pelo
menos uma de uma zona de um aparelho, uma fase de operacéo de um aparelho e
um sub-reator. O sequenciamento em combinac&o com o ciclo adaptativo fornece uma
inicializacéo rapida, alto rendimento e boa adaptabilidade do sistema a caracteristicas
variaveis potenciais.

[021] Em uma modalidade exemplar do presente método, nenhuma esterilizagdo
precisa ser realizada.

[022] Em uma modalidade exemplar do presente método, nenhuma inoculacao
precisa ser realizada.

[023] Em uma modalidade exemplar do presente método, nenhuma levedura viva
esta presente no estoque da fase de alimentacao.

[024] O acima esta relacionado a uma reducdo significativa nos custos de
operacdo, modo de operacdo simplificado, tempo de inatividade reduzido e risco
reduzido de infeccdes.

[025] Em uma modalidade exemplar do presente método, a fase de alimentacao
pode compreender uma vitamina B e/ou seu precursor metabdlico, de preferéncia 10
2-10 mg de vitamina B/g de sacarideo e/ou precursor, de preferéncia 2*10-2-5 mg/g
vitamina B e/ou precursor, como 0,05-1 mg/g. Foi constatado que essas vitaminas e
precursores aumentam significativamente o rendimento.

[026] Em uma modalidade exemplar do presente método, a vitamina B pode ser
selecionada a partir de vitamina B1 (tiamina), vitamina B2 (riboflavina), vitamina Bs
(niacina, nicotinamida, ribosideo de nicotinamida), vitamina Bs (acido pantoténico),
vitamina Bs (piridoxina), vitamina Bz (biotina), vitamina Bi2 (cobalamina), um sal dos

mesmos, como um sal de fosfato e combinacbes dos mesmos.
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[027] Em uma modalidade exemplar do presente método, o precursor pode ser
selecionado a partir de precursores metabdlicos para a coenzima no catabolismo do
acucar, cofator FAD, cofator FMN, coenzima NAD, coenzima NADP, coenzima A, uma
coenzima metabdlica, um metabolismo de acido graxo coenzima, uma coenzima de
metabolismo de aminoacidos e combinac¢des das mesmas.

[028] Em uma modalidade exemplar do presente método, uma titulacdo de
cultura de acido latico de > 40 g/l pode ser mantido, tipicamente > 50 g/I, como > 100
g/l, ou seja, titulacbes elevadas podem ser obtidas.

[029] Em uma modalidade exemplar do presente método, uma concentragcao de
magnésio (cation) na fase de alimentagéo pode ser 0,1-5 g/l, como 0,2-2 g/l.

[030] Em uma modalidade exemplar do presente método, uma concentracéo de
calcio (cation) na fase de alimentacdo pode ser> 1,5 mg Cal/g de sacarideo. Assim,
para 10-200 g de sacarideo/l, mais de 1,5-300 mg Ca/l podem ser fornecidos.

[031] O magnésio e o calcio, normalmente fornecidos como ions Mg?* e ions
Ca?*, contribuem para a fermentacéo.

[032] Em uma modalidade exemplar do presente método, a cultura mista pode
ser enriquecida, como aumentando-se uma quantidade de composto de sacarideo,
por exemplo, para > 100 g/l, como > 200 g/I.

[033] Em uma modalidade exemplar do presente método, um tempo de retencao
de biomassa pode ser controlado, como entre 1-8 dias.

[034] Em uma modalidade exemplar do presente método, a fase de reacao
compreende > 10% de Streptococcus, como > 50% de Streptococcus, que pode ser
determinado por um método semiquantitativo como hibridizacdo fluorescente
localmente, ou com qualquer outro método, como com PCR.

[035] Em uma modalidade exemplar do presente método, um tempo de retencéo
hidraulica (HRT) pode ser de 1-8 dias, de preferéncia entre 18-96 horas, como 24-48
horas.

[036] Em uma modalidade exemplar do presente método, uma base pode ser

selecionada a partir de hidroxidos, oxidos, amodnia e combinagdes dos mesmos, de
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preferéncia que compreende Ca?*, Na* ou Mg?* e combinacgdes dos mesmos.
[037] Em uma modalidade exemplar do presente método, um pH pode ser
mantido em 7,0. Em uma modalidade exemplar do presente método, um pH pode ser
mantido em 7,0, Em uma modalidade exemplar do presente método, um pH pode ser
mantido a 7,000,5, uma temperatura a 30-55 C, uma quantidade de peptideo em >
29/100g de sacarideo, uma vitamina B a > 0,1 g/l, e em que > 98% de acido L-lactico
€ produzido, como > 99,9% de acido L-lactico (em um mol de lactato/mol de sacarideo
que compreende uma base de composto). Isto € bastante surpreendente que
virtualmente nenhum acido D-lactico seja produzido, e substancialmente apenas acido
L-lactico. 0,5, uma temperatura de 30-55 °C, uma quantidade de peptideo em >
29/100g de sacarideo, uma vitamina B em > 0,1 g/l, e em que > 98% de &cido L-lactico
€ produzido, como > 99,9% de &cido L-lactico (em um mol de lactato/mol de sacarideo
gque compreende uma base de composto). Isto € bastante surpreendente que
virtualmente nenhum acido D-lactico seja produzido, e substancialmente apenas acido
L-lactico.
[038] A invencao sera posteriormente elucidada através dos seguintes exemplos
que sdo exemplificativos e explicativos da natureza e ndo se destinam a ser
considerados limitantes da invencdo. Para o especialista na técnica pode ser claro
gue muitas variantes, sendo 6bvias ou ndo, podem ser concebiveis caindo dentro do
escopo de protecdo, definido pelas presentes reivindicagdes.

SUMARIO DAS FIGURAS
[039] As Figuras la-b, 2, e 3a-b e 4 mostram alguns detalhes da presente
invencao.

DESCRIQAO DETALHADA DAS FIGURAS
[040] Na Figura 1a, uma representacao esquematica do presente ciclo adaptativo
€ mostrada. Uma fase de alimentacdo é dotada de um sacarideo e, tipicamente,
misturado. A alimentacéo é fornecida, em um modo ciclico adaptativo, a uma fase de
reacao, em que os microrganismos produzem &cido lactico a partir do sacarideo. Na

fase de reacéo, o pH é medido. Apés a diminui¢cdo do pH, uma fonte de base é ativada
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e a base é adicionada até que o pH atinja um nivel predeterminado. Em seguida, a
adicdo de base € interrompida, por enquanto. O efluente da fase de reacédo é
transferido para uma fase de efluente e o acido lactico é removido. Um restante da
fase de efluente é realimentado para a fase de alimentacao.
[041] Inicialmente, a base é adicionada a fase de reagéo, para compensar o pH
do acido lactico que é formado. A quantidade de base diminui com o tempo, até que
um platé seja atingido. Em seguida, a adicdo de base € interrompida, uma vez que
ndo se forma mais é&cido lactico. E mostrado o volume do reator em funcéo do
tempo/fase de operacéo. Fases em um unico ciclo adaptativo e perfis de dosagem de
base tedricos associados do reator de lote de sequenciamento usados para realizar
passagem por ciclo adaptativa de base adaptativa. A duracdo do ciclo adaptativo foi
controlada pela imposicédo de um tempo constante base maximo, ap6s o qual um novo
ciclo adaptativo foi iniciado, a partir da fase efluente.
[042] A Figura 2: Resultado de uma imagem FISH usando a sonda str (cinza
claro), especifica para o género estreptococo (Trebesius et al. 2000) em comparacao
com a mistura de sonda EUB338 (cinza escuro) (Amann et al. 1990).
[043] As Figuras 3a-b mostram imagens microscopicas de culturas bacterianas
em pH = 5 (esquerda) e pH = 7 (direita), mostrando claramente que diferentes
bactérias estdo presentes em pH mais alto.
[044] A Figura 4: Desenvolvimento da abundancia de leitura da regido V3-V4 do
gene 16S rRNA no tempo em nivel de género. Varias espécies sdo encontradas, que
se desenvolvem em quantidade ao longo do tempo. Streptococcus,
Enterobacteriaceae, Citrobacter, Klebsiella, e Clostridium s&o encontrados em
guantidades relativamente altas.

EXEMPLOS

MATERIAIS E METODOS

OPERACAO DE REATOR
[045] O enriquecimento foi realizado em um biorreator de 3 | com um volume de

trabalho de 2 I. As condi¢gbes anaerobias foram mantidas pulverizando continuamente
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o reator com N2 a uma taxa de 216 ml min't (@ T = 273K, P = 10° kPa). A cultura foi
retirada do reator para remocéao do biofilme das paredes e cabeca do reator trés vezes
por semana. O reator foi agitado continuamente a uma velocidade de 300 rpm usando
agitadores mecanicos. A temperatura do reator foi mantida a 30 °C por recirculacao
de 4gua aquecida a 31 °C (termostato E300, Lauda, Alemanha) na parede externa do
reator. Para evitar a evaporagdo do caldo de cultura, o gas de escape foi resfriado
usando um criostato ajustado para 5 °C. O pH do reator foi mantido em 5,0 £ 0,2
usando solu¢des de NaOH de 8 mol I'* e HCI de 1 mol I'* (ADI 1030 Bio controller,
Applikon, Holanda). Para evitar a formacdo de espuma excessiva, 0 agente
antiespuma (3% v:v antiespuma C, Sigma Aldrich, Alemanha) foi adicionado em
quantidades iguais e em velocidade igual ao NaOH durante fermentagdes de glicose
de 10 g I,
MEIO DE ENRIQUECIMENTO
[046] O enriquecimento em 10 g I'* de glicose foi realizado usando um meio ao
qual NH4Cl, KH2PO4 e FeCl2.4H20 foram adicionados para obter uma relagéo
C:N:P:Fe molar de 100:5:1:0,33 e 1,5 g de extrato de levedura foi adicionado por 10 g
de glicose. As solucdes de glicose e extrato de levedura foram autoclavadas
separadamente a 110 °C por 20 minutos e entdo combinadas. Os sais foram
fornecidos ao reator a partir de um segundo vaso, que foi autoclavado a 121 °C. As
concentracfes de magnésio foram ajustadas para aumentar as concentracfes de
glicose. Os elementos-tracos foram fornecidos em quantidades suficientes.
FASES SBR E ARRANQUE

[047] O reator foi operado no modo SBR. Em uma fase de inicializagdo para o
desenvolvimento da cultura, o reator foi operado em modo descontinuo até que a
glicose fosse totalmente consumida. Para inoculacdo do enriquecimento, foram
usados 10 ml (0,5% v/v) de solo suspenso e peneirado (150 um filtrado) do jardim
botanico de TU Delft (pH 7,4) e 10 ml de lodo do digestor anaerébico (Harnaschpolder,
Holanda). Apos a fase de inicializagdo, 0 modo SBR com uma relagéo de troca de

50% foi inserido. Distinguem-se trés fases SBR diferentes: a fase de efluente (5

Petica0 870210101391, de 03/11/2021, pag. 84/108



13/19

minutos), a fase de alimentac&o (4 minutos) e a fase de reacdo. A duracdo da fase de
reacao era dependente da velocidade das conversdes microbianas no reator: o ciclo
adaptativo da base adaptativa foi usado para controlar o tempo do ciclo adaptativo
(Figura 1). O tempo constante de base foi mantido inicialmente em 90 minutos para
evitar a lavagem da biomassa, uma vez que uma fase inicial de laténcia foi observada
nos ciclos adaptativos no inicio do enriquecimento. Ao longo do enriquecimento, o
tempo constante de base foi diminuindo gradualmente para 20 minutos.

LOTE COM 100 G I'* DE GLICOSE A PH 5
[048] Anaerobicidade, temperatura, pH, agitacdo e evaporacdo do caldo foram
controlados conforme descrito para os reatores em batelada de sequenciamento.
Apés 2,5 dias de operacgdo, o reator foi enriquecido com 0,25 vezes a quantidade
inicial de elementos-tracgos.
[049] Amostras para monitorar o crescimento da biomassa (OD660), o consumo
de glicose e a formac&o do produto foram coletadas a cada 30 minutos durante as
primeiras 2,5 horas de cultivo. Depois disso, as amostras foram coletadas a cada hora
até t = 8 h e finalmente 3 amostras por dia foram coletadas. A concentracao final de
biomassa foi calculada medindo os sélidos suspensos volateis (VSS) no final da
fermentacao.

OPERACAO SBREMPH 7
[050] O enriquecimento em pH 7 foi realizado conforme descrito para pH 5, mas
o pH foi controlado a 7,2 £ 0,2 com NaOH 8 mol I-1. O reator foi inoculado com 5 ml|
de solo suspenso e peneirado e 5 ml de lodo do digestor anaerébico. O ciclo
adaptativo de base adaptativa com um tempo constante de base minimo de 10
minutos foi usado para as primeiras duas semanas de enriqguecimento, apds o que um
comprimento de ciclo adaptativo fixo de 90 minutos foi definido. Inicialmente, o caldo
de cultura foi agitado a 300 rpm. No entanto, apés 145 SRTSs, a velocidade de agitacédo
foi aumentada para 600 rpm para melhorar a transferéncia de massa de diéxido de
carbono para a fase gasosa.

LOTE COM 100 G I’ DE GLICOSE A PH 7
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[051] O reator em lote foi operado conforme descrito para o processo em lote em
pH 5. O reator foi inoculado com peletes celulares de aproximadamente 1 | da cultura
obtida ao final do enriquecimento em pH 7. As amostras foram coletadas a cada 30
minutos durante as primeiras 3,5 horas e a cada hora até que a glicose estivesse
quase esgotada (<16 mM de glicose residual). Antiespuma foi adicionado
manualmente quando ocorreu a formacao de espuma. A cultura foi armazenada na
geladeira durante a noite antes de coletar o sedimento para determinacéo de VSS.

METODOS ANALITICOS
[052] As produtividades de gas (Hz e CO2) e dosagens de acido/base para
controle de pH foram monitoradas on-line por meio do software MFCS (Sartorius,
Alemanha) e Rosemount Analytical NGA 2000 (Emerson, EUA). As concentracdes de
biomassa foram monitoradas medindo a densidade 6ptica (OD660) e a quantidade de
VSS no caldo, conforme descrito anteriormente, usando 150 ml de efluente
(APHA/AWWA/WEF 1999), calculado assumindo um peso molecular de biomassa de
24,6 g molt, Tanto OD quanto VSS foram sempre determinados em duplicado. As
concentracdes de glicose, etanol e VFA foram determinadas usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) usando uma coluna Aminex HPX-87H (BioRad, EUA)
a 59 °C acoplada a um indice de refracéo e detector de ultravioleta (Waters, EUA). 1,5
mmol I1 de acido fosférico foi usado como eluente. A biomassa foi removida das
amostras do reator por centrifugacéo e filtracdo usando um filtro de membrana de 0,22
um (Millipore, Millex-GV, Irlanda).

ANALISE DA COMUNIDADE MICROBIAL
[053] O DNA foi extraido de peletes celulares de diferentes pontos de tempo no
enriquecimento usando o kit de extragdo microbiana DNAeasy (Qiagen Inc.,
Alemanha) seguindo as instrucfes do fabricante e enviado para Novogene (Hong
Kong, China) para sequenciamento de amplicon 16S rRNA da regido V3-V4 conforme
descrito por Rombouts et al., (2019).
[054] A hibridizacéo fluorescente localmente (FISH) foi usada para analisar a

comunidade microbiana com microscopia de epifluorescéncia (Axioplan 2 imaging,
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Zeiss, Alemanha). A fixacdo e a hibridizacdo durante a noite foram realizadas
conforme descrito por Johnson et al. (2009) usando as sondas listadas na tabela 1.
Uma coloracdo DAPI adicional direcionada a todas as células microbianas foi usada
incubando as laminas por 15 minutos com 10 pl de solugdo DAPI 10 mg ml?! apés a

lavagem e secagem.

Micro-organismo Sonda Formamid Sequéncia (5 3’)
a (%)

Eubacteria EUB338 5-30 GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Lactobacilos Lacto772 25 YCACCGCTACACATGRAGT

TCCACT
Lactococcus Lactococcus4d 5

CTGTATCCCGTGTCCCGAA
Megasphaera Mega-X 25 G
Streptococcus Str 30 GACTCTGTTTTTGGGGTTT
Enterobacteriaceae Ent183 20 CACTCTCCCCTTCTG CAC

CTC TTT GGT CTT GCG
ACG

Resultados
[055] Um espectro de produto foi monitorado no tempo de ambos o0s
enriquecimentos. O lactato foi o principal produto da fermentacdo em ambas as
condi¢gbes. Aos 30 SRTs, a quantidade de elementos-tracos foi duplicada, levando
principalmente & producgéo de lactato. Em pH 7, foi alcangcada uma produtividade 5,4

vezes maior. O que é muito surpreendente € que apenas o acido L-lactico é produzido
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em pH 7, enquanto uma mistura quase racémica é produzida em pH 5.

pH 5 pH 7
10 g I* de Rendimento maximo de lactato obtido 0,76 0,69
glicose (gp gst) 1,16 6,24
Produtividade maxima obtida (g I'1 h1)
53:47 1:99
Razéo D:L - lactato
0,14 0,20
Yws (Cmolx Cmols™)
0,74 2,25
gs (Cmols Cmolx! h1)
0,11 0,46
HUmédio (1)
0,60 0,59
Yias (Gp gs™)
100 g It de 57,6 56,6
glicose Concentragdo de lactato final
alcancada (g I'Y) 0,09 0,14
Yxis (Cmolx Cmols™t) 0,73 4,72
Produtividade média (g I't h't)
[056] A analise da comunidade microbiana revelou que o enriquecimento do pH

foi predominante por espécies de Lactobacillus. Uma populacéo lateral significativa de
Megasphaera foi detectada.

[057] Em pH 7, observou-se que Streptococcus € o género predominante,
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ocorrendo também varios géneros de Enterobacteriaceae, como Klebsiella e
Citrobacter. A quantidade de Streptococcus mostrou ser muito dominante, na faixa de
> 90% da biomassa.
[058] Outros testes foram realizados, utilizando 100 g/l de glicose produzindo 82
g/l de lactato, com uma razdo L:D de 1:99. O rendimento de biomassa foi de 0,08
Cmol-x/Cmol-S e obteve-se uma produtividade de 2,35 g/I/h.

Conclusdes
[059] A obtencé&o da producao seletiva de acido L-lactico usando culturas mistas
sem esterilizacdo e um indculo de cultura puro foi alcancada. Um ambiente acido em
pH 5 foi testado em comparacdo com um ambiente de pH neutro em pH 7 nas mesmas
condi¢bes de cultivo. Foi usado um meio complexo, pois estimula o crescimento de
bactérias de &cido latico. Os tempos de ciclo adaptativos podem ser ajustados para a
dosagem de base de tempo interrompida e o substrato, glicose, foi considerado
esgotado (o "platé" foi atingido). Foi constatado que as bactérias de acido lactico
poderiam ser enriguecidas com sucesso em pH 5 e pH 7 usando a estratégia de
enriquecimento descrita. Além disso, a producédo de &cido latico em pH 7 é favorecida
em relacdo a pH 5, pois a produtividade é maior e ha producéo seletiva de acido L-
lactico.
[060] Os inventores obtiveram um alto rendimento de acido lactico em glicose
usando um meio definido e condi¢cdes de biorreator definidas. Um rendimento estavel
de > 70% LA g/g de glicose e uma produtividade de 6,2 g/I* h em um biorreator de 2|
a 10 g/l de glicose e uma titulagdo de acido latico de 57 g/l € obtido no reator. Essas
condic¢des, ou mais explicitamente, esses parametros ecolégicos podem ser aplicados
para otimizar as atuais fermentacdes em grande escala que produzem &cido latico.
Além disso, os fluxos de residuos atuais podem ser usados para fermentar os mesmos
em acido latico com alto rendimento e refinar o &cido lactico para fora do fluxo.
[061] Com o presente método e sistema, um rendimento maximo obtido de 0,69
(molp mols™), uma produtividade maxima obtida de 6,24 (g I h''), uma razéo D:L-

lactato de 0-100, e um a concentracéo final de lactato atingida de 56,6 (g I'!) foi obtida.
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Abaixo, os resultados dos documentos da técnica anterior e da presente

[063] Tabela dos melhores resultados alcancados com base no rendimento
Parametro Presente |Akao et|Tang et al.[Liang et al.|Zhang et
invencéo |al. 2007 (2016 2015 al. 2008
pH 7,0 6 pH a 6 a|Descontrola |7
cada 12|do, cerca de
horas 3,5
Temperatura 30 °C 55 °C 37 °C 35°C 35°C
HRT e SRT 34 horas |240 120 horas |24 horas 120 horas
horas
Razéao 7 31,4 10,9 56,1 25,2
peptideos/carboidratos
(9/100 g)
Alimentacéo de|100 83 56,8 11,97 99,14
concentracao de
carboidratos (g L?)
rendimento de &cido|0,82 0,73 0,54 0,63 0,65
latico em carboidrato
(9/9)
Produtividade (g LA L1[2,42 0,33 0,25 0,16 0,53
h1)
Concentracdo de acido|82,3 39,6 30,5 7,5 64
latico no final do
experimento, titulagao

de produto (g L)
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Razao D:L 1:99 3:97 N&o N&o relatado {40:60
relatado
[064] Portanto, para obter os melhores resultados, nota-se que Akao usou uma

temperatura diferente, com rendimento ainda menor e produtividade muito menor,
Tang define o pH para 6 a cada 12 horas, o que nao tem nada a ver com controle e
Liang tem um pH descontrolado. Os rendimentos de &cido lactico sdo muito mais

baixos e a produtividade € um fator mais baixo e, normalmente, quase uma ordem

mais baixa. Além disso, a razao D:L é muito melhor.
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REIVINDICACOES
1. Método de producdo de acido latico em um reator em batelada de

sequenciamento caracterizado por compreender

passar por ciclo adaptativamente pelo menos uma vez entre (i) uma fase
de reacdo, (ii) uma fase de efluente e (iii) uma fase de alimentacéo, de preferéncia,
passar por ciclo 2-5000 vezes,

na fase de reacao

(ia1) manter o pH em um nivel predeterminado entre 5,6 e 8,5, de
preferéncia, entre 5,9 e 8,0, mais preferencialmente entre 6,4 e 7,5, como em 7,0,

(ia2) manter a temperatura a 30-80 °C, de preferéncia, a 35-72 °C, mais
preferencialmente a 37-63 °C, como 40-45 °C,

(ia8) agitar a fase de reagédo, como a 1-600 rpm,

(ib) adicionar uma base quando o pH estiver abaixo do nivel
predeterminado até que o pH esteja acima ou no nivel predeterminado,

(ic1) permitir que a fermentagcdo continue durante um tempo de
fermentacao até que a fermentacdo atinja uma fase estacionaria em que o pH é
substancialmente constante durante pelo menos 10 minutos,

(ic2) quando a fermentagéo atingiu a fase estacionaria, remover a parte do
efluente para a fase de efluente, e

(ic3) adicionar alimentagéo a fase de reacao,

na fase de efluente

(iila) remover pelo menos parte do acido lactico, e

(iib) fornecer, de preferéncia, um restante da fase de efluente para a fase
de alimentacéo, de preferéncia, em que 30-70% do caldo é fornecido para a fase de
alimentacao, como 40-60% de caldo,

na fase de alimentacéao

(iiia) fornecer uma mistura de alimentacdo aquosa que compreende

> 10 g/l de um composto que compreende sacarideo, em que 0 composto

de sacarideo é selecionado a partir de glicose, sacarose, frutose, galactose, lactose,
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dissacarideos, oligossacarideos, polissacarideos, amido, inulina, de preferéncia, um
Unico composto ou uma combinacdo dos mesmos, e

> 1 g de peptideo/100 g de composto de sacarideo, em que a concentracao
de peptideo na fase de alimentacao esta entre 1-30 g de peptideo/100 g de sacarideo,

adicionar, no inicio da fase de reacdo, uma cultura inicial mista com
capacidade para fermentar o sacarideo em acido latico, como no reator, e

em que um tempo de retencao hidraulica de biomassa é controlado entre
4h-144 h.

2. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por biomassa

microbiana ser passada por ciclo pelo menos uma vez entre a fase de reacao, a fase
de efluente e a fase de alimentagéo.
3. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 2,

caracterizado por a fase de alimentacdo compreender > 80 g/l de composto de

sacarideo, como 100-200 g/I.
4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 3,

caracterizado por a concentracdo de peptideo na fase de alimentagao estar entre 2-

20 g de peptideo/100 g de sacarideo, mais preferencialmente entre 5-15 g/100 g.
5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 4,

caracterizado por o peptideo ser selecionado a partir de monopeptideos,

dipeptideos, tripeptideos, tetrapeptideos ou ser fornecido como biomassa microbiana
e combinacdes dos mesmos, e/ou

em que pelo menos uma parte da biomassa é reciclada.

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

caracterizado por o tamanho de reator ser de 50-1000 m3.

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

caracterizado por o reator ser um reator em batelada de sequenciamento ou um

reator em batelada de fornecimento de sequenciamento.
8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 7,

caracterizado por nenhuma esterilizacdo e/ou inoculacdo ser realizada e/ou
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nenhuma levedura viva estar presente no estoque da fase de alimentacgao.
9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 8,

caracterizado por a fase de alimentacdo compreender vitamina B e/ou precursor

metabdlico do mesmo, de preferéncia, 102-10 mg de sacarideo de vitamina B/g e/ou
precursor metabalico.

10. Método, de acordo com a reivindicagéo 9, caracterizado por a vitamina

B ser selecionada a partir da vitamina B+ (tiamina), vitamina Bz (riboflavina), vitamina
Bs (niacina, nicotinamida, ribosideo de nicotinamida), vitamina Bs (acido pantoténico),
vitamina B6 (piridoxina), vitamina Bz (biotina), vitamina B12 (cobalamina), um sal das
ditas vitaminas e combinacdes das mesmas.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado por o

precursor metabdlico ser selecionado a partir de precursores metabdlicos para
coenzima no catabolismo de acucar, cofator FAD, cofator FMN, coenzima NAD,
coenzima NADP, coenzima A, uma coenzima metabdlica, uma coenzima de
metabolismo de &acido graxo, uma coenzima de metabolismo de aminoacido e
combina¢des das mesmas.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 11,

caracterizado por uma titulagdo de cultura de acido latico de >40 g/l ser mantido,

como> 50 g/l.
13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacées 1 a 11

caracterizado por uma concentracao de magnésio (cation) na fase de alimentacao

ser de 0,1-5 g/l, e/ou em que a concentracao de calcio (cation) na fase de alimentacao
€ > 1,5 mg Ca/g de sacarideo.
14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13,

caracterizado por a cultura inicial mista ser enriquecida em microrganismos

produtores de L-lactico.
15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdoes 1 a 14,

caracterizado por um tempo de retencao hidraulica de biomassa ser controlado entre

18-96 horas, como entre 24-48 horas.
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16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 15,

caracterizado por a fase de reacdo compreender > 10% de Estreptococos.

17. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdoes 1 a 16,

caracterizado por um tempo de retengao hidraulica (HRT) ser de 1 a 8 dias.

18. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 17,

caracterizado por uma base ser selecionada a partir de hidréxidos, éxidos, amoénia e

combinagdes dos mesmos, de preferéncia, que compreende Ca?*, Na*, ou Mg®* e
combinag¢des dos mesmos.
19. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdoes 1 a 18,

caracterizado por um pH ser mantido a 7,0£0,5, uma temperatura a 30-55 °C, uma

quantidade de peptideo a > 2g/100g de sacarideo, uma vitamina B a > 0,1g/l, e em
que > 98% de acido L-latico € produzido, como > 99,9% de acido L-latico (em um mol

de lactato/mol de sacarideo que compreende uma base de composto).
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