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“"PROCESSO PARA FERMENTACAO DE ACI:TCARES CONTENDO
SACARIDEOS OLIGOMERICOS”

A presente invengdo se relaciona a um processo pa-
ra fermentagdo de monossacarideos que contém quantidades de
materiais de polissacarideos.

Os processos de fermentagdo sdo usados comercial-
mente em grande escala para produzir moléculas orgénicas co-
mo etanol, A&cido citrico e &cido lactico. Naqueles proces-
gos, um carboidrato é alimentado a um microrganismo que &
capaz de metabolizid-lo ao produto da fermentagdo desejado. O
carboidrato e o microrganismo sdo selecionados em conjunto
para que o microrganismo seja capaz de eficientemente dige-
rir o carboidrato para formar o produto que & desejado com
bom rendimento. Estd ficando mais comum usar microrganismos
geneticamente projetados nesses processos, para otimizar
rendimentos e variidveis de processo, ou permitir que deter-
minados carboidratos sejam metabolizados.

O amido é uma fonte de carboidrato amplamente dis-
ponivel e barata. Estd disponivel a partir de uma ampla va-
riedade de fontes de vegetais como milho, trigo, arroz, ce-
vada, e assim por diante. Muitos microrganismos ndo sdo ca-
pazes de metabolizar o amido diretamente, mas sim sdo capa-
zes de metaboliz&-lo lentamente e ineficientemente. Conse-
qUuentemente, é muito comum tratar o amido antes de alimenta-
lo no processo de fermentagdo, para rompé-lo em monossacari-
deos que o microrganismo pode fermentar facilmente.

Normalmente, o amido €& hidrolisado para formar uma

mistura que contém principalmente glicose (isto é, dextro-
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se). Contudo, a hidrélise completa a glicose acrescenta um
custo significante, assim os produtos de glicose que estdo
comercialmente disponiveis tendem a conter uma pequena quan-
tidade de frutose & varios polissacarideos oligoméricos. In-
felizmente, muitos microrganismos também ndo podem metaboli-
zar os oligbdmeros, e, portanto esses valores de carboidrato
acabam desperdicados. Além disso, a presenga desses oligdme-
ros complica a recuperagdo do produto da fermentagdo deseja-
do do meio de fermentacgao.

S8o0 conhecidos os asgssim chamados processos de sa-
carificagdo e fermentagdo simulténeos (8SF) nos quais um a-
mido n8o hidrolisado é alimentado em um processo de fermen-
tagdo em conjunto com enzimas que catalisam a quebra do ami-
do até monossacarideos. Os monossacarideos g8o produzidos e
simultaneamente fermentados ao produto desejado. No entanto,
og processos de SSF sofrem de varias desvantagens. O amido
que é alimentado em procesgsos de SSF tipicamente ndo é esté-
ril, O mesmo é verdadeiro para as enzimas. Asgssim, a esteri-
lizagdo deve ser executada no vaso de fermentagdo, e isso
tende a ser um gasto intensivo e ineficiente de energia. A-
1lém disso, como a glicose é produzida, ele tende a desativar
as enzimas e reduzir a velocidade das taxas totais de produ-
cédo.

Conseqglientemente, seria desejéavel um processo me-
lhorado pelo qual ag matérias-primas de monossacarideos que
contenham quantidades de aglcares oligoméricos possam ser

fermentadasg eficientemente.
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Em um aspecto, a presente invengdo & um processo
de fermentag¢do que submete um caldo de fermentagdo que con-
tém 30 g/L ou menos de um monogsacarideo e de aproximadamen-
te 1 g/L a aproximadamente 10 g/L de um ou varios sacarideos
oligoméricos ndo fermentédveis a condigdes de fermentagdo na
presenga de (A) um microrganismo que fermenta o monossacari-
deo mas que ndo fermenta os ditos sacarideos oligoméricos
ndo fermentéaveis e (B) uma quantidade eficaz de pelo menos
uma enzima ativa que despolimeriza pelo menos um dos ditos
sacarideos oligoméricos n3o fermentdveis para formar um mo-
nossacarideo que é fermentédvel pelo microrganismo, em condi-
¢Ses tals que a despolimerizagdo do sacarideo oligomérico
ndo fermentédvel e a fermentagdo dos monossacarideos ocorram
simultaneamente.

Em um segundo aspecto, a presente invengdo & um
processo para fermentagdo de um substrato de fermentacdo na
presenga de um microrganismo, compreendendo:

(A) formagdo de um caldo de fermentagdo inicial
que contém (1) um substrato de fermentacdo, do qual (a) de
aproximadamente 75 % a aproximadamente 98 % em peso & um mo-
nossacarideo que é fermentdvel pelo microrganismo em um pro-

Q

duto de fermentagdo desejado, e (b) de aproximadamente 2 % a
aproximadamente 25 % em peso é um ou VvArios sacarideos oli-
goméricog que ndo sdo fermentaveis pelo microrganismo ao
produto da fermentagdo desejado, no qual o caldo de fermen-
tag8o inicial contém pelo menos 30 g/L do monossacarideo;

(B) fermentagdo do caldo de fermentagdo inicial na

presenga do microrganismo em condigdes suficientes para fer-
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mentar o monossacarideo e reduzir a concentragdo de monossa-
carideo no caldo de fermentagdo a menog do que aproximada-
mente 30 g/L;

(C) acrescentar entdo ao caldo de fermentagdo ati-
vo uma quantidade eficaz de pelo menos uma enzima que despo-
limerize pelo menos um sacarideo oligomérico no caldo de
fermentag¢do para formar um monossacarideo que é fermentéavel
pelo microrganismo para formar um produto da fermentagdo de-
sejado;

(D) e entdo sujeicdo do caldo de fermentagdo a
condigdes suficientes para sgimultaneamente despolimerizar
pelo menos um sacarideo oligomérico e fermentar monossacari-
deos para formar o produto da fermentagdo desejado.

Em um terceiro aspecto, a presente invengao & um
processo de fermentagdo compreendendo a fermentagdo de um
caldo de fermentagdo que contém até 30 g/L de glicose e de
aproximadamente 1 g/L a aproximadamente 10 g/L de oligbmeros
ndo fermentdveis de glicose na presenga de (A) um microrga-
nismo que fermenta a glicose mas ndo fermenta os ditos oli-
gémeros de glicose ndo fermentéaveis e (B) uma quantidade e-
ficaz de pelo menos uma enzima ativa que despolimerize pelo
menos um dito oligémero da glicose ndo fermentédvel para for-
mar um monossacarideo que é fermentédvel pelo microrganismo,
em condigdes tais que a despolimerizagdo dos oligbmeros da
glicose ndo fermentiveis ocorre simultaneamente com a fer-
mentagdo da glicose e do monossacarideo.

Foi surpreendentemente encontrado que a despolime-

rizagdo enzimdtica de sacarideos oligoméricos pode ocorrer
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com boas taxas na presenca de concentragdes significantes de
monossacarideos. Isso permite a fermentagdo e despolimeriza-
gdo simulténeas de oligbmeros, sem inativagdo significante
das enzimas ou a reforma de 1 a 6 oligdmeros. Este processo
fornece um método de fermentagdo eficiente no qual uma maté-
ria-prima de carboidrato relativamente barato pode ser usado
e sdo obtidos rendimentos muito altos do produto da fermen-
tagdo desejado em taxas comercialmente razodveis.

O “monossacarideo fermentdvel” & um ag¢lcar que po-
de ser fermentado pelo microrganismo que é usado no proces-
so, para formar um produto da fermentagdo desejado. O monos-
sacarideo fermentével é preferivelmente um aglcar pentose ou
hexose. Um aglcar hexose preferencial em particular é a gli-
cose. O “sacarideo oligomérico ndo fermentdvel” & um carboi-
drato oligomérico no qual duas ou mais unidades de monossa-
carideo sfo ligadas em conjunto via ligag¢des de éter. O sa-
carideo oligomérico é “ndo fermentdvel”, sgignificando que
ndo pode ser fermentado pelo microrganismo ao produto da
fermentag¢do desejado, ou que a taxa da sua fermentacdo estéa
em ndo mais do que aproximadamente 5 % da taxa na qual o mi-
crorganismo fermenta o monossacarideo fermentdvel nas condi-
¢Ses usadas no processo. O grau de polimerizagdo é preferi-
velmente de aproximadamente 2 a aproximadamente 10, especi-
almente de aproximadamente 2 a aproximadamente 5, o mais
preferivelmente de aproximadamente 2 a aproximadamente 3. No
caso onde sdo aglcareg oligoméricos de hexoses, sdo adequa-
dos os que tém ligagdo de éter 1 -> 4 ou 1 -> 6, embora se-

jam preferidos os que tém ligagdo de éter 1 -> 4. Os sacari-
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dios oligoméricos ndo fermentéveis especialmente preferiveis
incluem oligémeros’de glicose como a maltose, a maltotriose
e a isomaltotriose (todos posgsuindo ligacdes de éter 1 ->
4), ismaltose (possuindo ligag8do de éter 1 -> 6), e panose
(possuindo tanto ligag8o de éter 1 -> 4 quanto 1 -> 6).

O hidrolizado de amido comercialmente disponivel
contém aproximadamente de 80 % a aproximadamente 98 % em pe-
gso de glicose (baseado em carboidratos), especialmente de
aproximadamente 90 % a aproximadamente 96 % em peso de gli-
cose (um monossacarideo fermentével) e de aproximadamente 1
% a aproximadamente 20 % (baseado em carboidratos, glicose),
especialmente de aproximadamente 1 % a aproximadamente 9 %
de oligdmeros que tendem a ser ndo-fermentéveis. Esses hi-
drolisados também podem conter pequenas quantidades (até a-
proximadamente 2 % em peso, baseado em carboidratos) de fru-
tose e outros carboidratos. Tais hidrolisados de amido sé&o
um substrato de fermentagdo particularmente preferido para
uso de acordo com a presente invengao.

Na presente invengdo, ocorre a fermentagdo e a despolimeri-
zagdo enzimltica simulté@neas do oligdmero. No processo, as
enzimas ativas sdo acregcentadas a um caldo de fermentagdo
até aproximadamente 30 g/L do monossacarideo fermentével.
Concentragdes mais altas de monossacarideo tendem a reduzir
a eficiéncia da reagdo de despolimerizag8o enzimdtica, e
gdo, por isso, indesejaveis. Além disso, algumas enzimas ca-
talisardo a formagdo de 1 -> 6 polissacarideos oligbmeros na

presenga de altas concentracdes de monogsacarideos. A con-

centragdo de monossacarideo & preferivelmente até apro-



10

15

20

25

ximadamente 26 e mais preferivelmente até aproximadamente 20
g/L do mesmo.

O caldo contém até aproximadamente 10 g/L do saca-
rideo oligomérico ndoc fermentavel, preferivelmente de apro-
ximadamente 1 g/L a aproximadamente 8 g/L e mais preferivel-
mente aproximadamente 3 g/L a aproximadamente 6 g/L do mes-
mo. O caldo de fermentagio entdo & submetido a condig¢des nas
quais o monossacarideo fermentadvel & fermentado ao mesmo
tempo pelo menos um dos sacarideos oligoméricos ndo fermen-
tdveis é despolimerizado. Og monossacarideos que sdo produ-
zidos na reacdo de despolimerizagdo (gue podem ser os mesmos
ou diferentes dos monossacarideos fermentédveis iniciais)
também sdo fermentados. A despolimerizagdo enzimatica e a
fermentagdo simultineas fornecem rendimentos excelentes e
boas taxas de fermentacgdo.

E normalmente mais econdmico comecar uma fermenta-
¢do com uma concentragdo muito mais alta do monossacarideo
fermentavel. Uma modalidade preferencial da presente inven-
¢do, desse modo, € um processo no qual um caldo de fermenta-
¢80 inicial contendo acima de 30 g/L (preferivelmente pelo
menos 40 g/L, mais preferivelmente pelo menos 50 g/L, espe-
cialmente pelo menos 55 g/L) de monossacarideo é fermentado
até que a concentragdo de monossacarideo seja reduzida até
abaixo de 30 g/L, preferivelmente abaixo de 26 g/L e mais
preferivelmente abaixo de 5 g/L. A(s) enzima(g) entdo é a-
crescentada e é realizada a fermentagdo simulténea com a
fermentagdo do olig8mero. Esta modalidade da invengdo permi-

te que se tire proveito da melhor economia que vém com a u-
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tilizagdo dag wmais altas concentragdes iniciails dos materi-
ais de partida.

Qualquer enzima que seja capaz de despolimerizar o
oligbmero ndo fermentdvel pode aqui ser usada. O tipo espe-
cifico da enzima que é usada é selecionado em relagdo aos
determinados sacarideos oligoméricos gque estejam presentes
no caldo de fermentacio. As enzimas de particular interesse
atacam a ligagdo éter 1 -> 4 ou uma ligagdo éter 1 -> 6
(ou ambas) de um sacaridec oligomérico. Uma enzima preferida
para despolimerizacdo de oligbmeros com ligagdes 1 -> 4 é a
a-glicosidase (glicoamylase). Uma enzima preferida para des-
polimerizagdo de oligdmeros com liga¢des 1 -> 6 é a trans-
glicosidase. As misturas de o-glicosgidase e trans-
glicosidase sdo preferidas quando sacarideos oligoméricos de
cada tipo estdo presentes. Essas enzimas estdo comercialmen-
te disponiveis através da, por exemplo, Enzyme Biosystems
(G-ZYME 99 8P, um produto de oa-glicogidase) e Genencor
(Transglicosidase L-500). Em alguns exemplos, os graus co-
merciais de oa-glicosidase ndo s8o altamente refinados, e
contém varias quantidades de outras enzimas que atacam a li-
gagdo 1 -> 4 e/ou a ligagdo 1 -> 6 de sacarideos oligoméri-
cos. Esses graus “crusg” de o- glicosidase est@o entre os ti-
pos preferenciais de enzimas. Um exemplo de um tal grau de
“eru” & a GC702, da Genencor.

A gquantidade de enzima que é usada dependerd de
algum modo, da enzima em particular, da taxa desejada de re-
agdo, e do determinado(s) polissacarideo(s) oligomérico que

estejam presentes. Tipicamente, a enzima é utilizada em uma
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quantidade suficiente para fornecer aproximadamente de 5 a
10.000 pL de enzima / L do caldo de fermentagdo. Uma quanti-
dade mais preferencial é de aproximadamente de 10 a 1.000 uL
/ L, e uma quantidade ainda mais preferencial é de aproxima-
damente de 25 a 500 uL / L.

Exemplos de produtos quimicos que sd3o produzidos
em produtos comerciais para fermentagdo sdo o etanol, o &ci-
do latico, o Acido citrico, o Acido maldnico, o &cido hidro-
x1 butirico e o Acido acético.

O microrganismo é aquele que pode fermentar O mo-
nossacarideo fermentdvel ao produto da fermentagdo desejado.
Como tal,‘o determinado microrganismo usado é selecionado em
relagdo ao substrato de fermentagdo, bem como o produto da
fermentagdo que é desejado. O microrganismo pode ser de o-
corréncia natural, ou pode ser um mutante ou uma cepa recom-
binante. Os exemplog de microrganismos incluem varia espécie
de Dbacilos, lactobacilos e leveduras, inclusive dos tipos
selvagens e dos tipos mutado ou recombinante.

Microrganismos adequados Uteis para produzir o a-
cido léctico incluém bactérias do tipo selvagem dos géneros
Lactobac?]lus, Pediococcus, Lactococcus e Estreptococo e
fungos do tipo selvagem dos géneros Rhizopus. Além disso,
sdo adequadas as cepas de leveduras recombinantes os géneros
Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida, Trichosporon ou
Yamadazyma, possuindo genes de LDH exdgenos. Tals cepas de
levedura recombinante s8o descritas por exemplo em WO
99/14335, WO 00/71738 e WO 02/42471. O caldo de fermentagdo

também incluird a &agua e preferivelmente incluird nutrien-
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tes, como proteinas (ou outra fonte de nitrogénio), vitami-
nas e sais minerais, que s8o necessarios ou desejavels para
a funcdo de célula. Outros componentes também podem estar
presentes no caldo de fermentagdo, tals como agentes tampo-
nadores, produtos de fermentagdo (que tendem a se acumular
com og progressos da fermentagdo) e outro metabdlitos. Em
casos onde a fermentacdo é um &dcido, & comum tamponar o cal-
do com uma base como hidrdéxido de célcio ou carbonato de
cldlcio, para manter um pH no qual o microrganismo funcione
bem. As condig¢des sdo selecionadas para que a fermentagdo e
despolimerizac8o enzimdtica dos oligdmeros ocorram simulta-
neamente. Embora as condig¢des possam variar dependendo de um
determinado microrganismo, da enzima e do produto da fermen-
tagdo desejado, as condig¢des tipicas incluem uma temperatura
de aproximadamente 20°C, preferivelmente de aproximadamente
30°C até aproximadamente 50°C, mais preferivelmente aproxi-
madamente 45°C. Normalmente a mistura de reag¢do é agitada. O
processo pode ser realizado em modo de batelada, modo semi-
continuo e modo continuo.

O processo é preferivelmente continuado até que o
maximo de substrato de fermentagdo seja convertido no produ-
to da fermentagdo desejado conforme seja economicamente vié-
vel. E reconhecido, contudo, que em muitos exemplos ndo sera
economicamente vidvel tentar fermentar 100% do substrato. E
preferivel conduzir o processo para que pelo menos 50 %,
mais preferivelmente pelo menos 60 %, especialmente pelo me-

o

nos 75 %, dos oliglmeros ndo fermentlvels sejam convertidos

a monossacarideos fermentaveis e fermentados ao produto de-
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sejado. As concentrac¢des finais de oligdmeros ndo fermenta-
vel s8o preferivelmente abaixo de aproximadamente 3 g/L,
mais preferivelmente abaixo de aproximadamente 2 g/L, e es-
pecialmente abaixo de aproximadamente 1 g/L. As concentra-
¢bes finais de monossacarideos fermentaveis estdo preferi-
velmente abaixo de 1 g/L, e especialmente abaixo de 0,1 g/L.

O produto da fermentagdo é recuperado do caldo de
fermentagdo. A maneira de realizar essa recuperag¢do depende-
rd do produto em particular. Contudo, em geral, o microrga-
nismo & separado da fase liguida, tipicamente via uma etapa
de filtragdo, e o produto é recuperado via, por exemplo,
destilagdo, extragdo, cristalizacdo, separagdao de membrana,
osmose, osmose inversa ou outra técnica adequada.

Aproximadamente 4.000 L de um caldo de fermentacgdo
aquoso gue contém um xafope de glicose de 95 %, o bastante
para fornecer 153 g de glicose/kg do caldo preparado. O xa-
rope de dextrose de 95 % contém varia espécies oligoméricas
tal como mostrado na Tabela 1, abaixo. O caldo de fermenta-
¢d8o inclui um pacote nutrientes para promover o crescimento
e a atividade do microrganismo.

O caldo é fermentado para produzir o &cido lactico
a 45°C utilizando uma bactéria em uma concentragdo de apro-
ximadamente 4g de células/L. A cal & acrescentada conforme
necessério para manter o pH do caldo em aproximadamente 6,2.
O 4cido lactico (na forma do sal de cédlcio) é produzido pela
taxa de aproximadamente 1,6 g/kg/hr. A fermentagdo é conti-
nuada até que a concentragio de glicose no caldo seja redu-

zida abaixo de 7 g/L. 400 uL/L de a-glicosidase e 25 mL/L de
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trans-glicosidase s8o acrescentados. Uma amostra do caldo é
tomada e analisada para a glicose, maltose, isomaltose, mal-

totriose, panose e isomaltotriose, com os resultados seguin-

tes:
TABELA 1
Sacarideo Concentragdo (g/L)
Glicose 6,730
Maltose 3,158
Isomaltose 1,390
Maltotriosge 0,033
Panose 0,768
Isomaltose 0,062
Total de oligdmeros 5,932

No momento da adigdo de enzima, a concentracdo de
dcido latico é 121 g/kg. Depois da adig3o de enzima, a fer-
mentagdo é continuada nas mesmas condig¢des que antes. Uma
amostra do caldo é tomada em varios intervalos e analisada

para sacarideos como antes. Os resultados sdo como se segue:

TABELA 2
Sacarideos Tempo

4h Sh 25,5h 63h
Glicose ‘ 1,110 0,090 0,058 ~0
Maltose 0,000 0,000 0,000 0,000
Isomaltose 1,267 1,152 0,353 0,000
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Maltotriose 0,000 0,040 0,000 0,000
Panose 0,396 0,376 0,028 0,042
Isomaltotriose | 0,100 0,092 0,037 0,050
Total de oligomeros 1,762 1,660 0,418 0,092

Os dados na Tabela 2 mostram que todos os cinco
dos sacarideos oligoméricos avaliados foram substancialmente
despolimerizados depois da adigdo de enzima. A fermentagio
simulténea é indicada pelos niveis de glicose, que continua-
ram caindo em todas asg partes do processo embora a glicose
adicional fosse gerada como os oligéméros foram despolimeri-
zados. Em geral as concentragdes de substrate s8o reduzidas
neste exemplo de 153 g/L a menos de 0,1 g/L. A concentragdo
lactica final é 126 g/kg do caldo.

Uma outra fermentagdo € executada em uma menor es-
cala, que usa aproximadamente 1,9 L de um caldo de fermenta-
g¢do semelhante ao descrito na Tabela 1, exceto que a concen-
tracdo de glicose inicial & aproximadamente 125 g/L. A fer-
mentagdo é conduzida durante aproximadamente 35 horas nas
condig¢des descritas no Exemplo 1, em cujo tempo a concentra-
¢80 de glicose é reduzida a 26 g/L. Uma amostra é tomada
neste ponto e analisada para sacarideos. 400 pL/L de o-
glicosidase entdo sdo acrescentados e a fermentagdo continu-
ada nas mesmas condig¢gdes. As amostras sdo tomadas em 3, 8 e
27 horas depois da adigdo de enzima, com resultados tal como

mostrado na Tabela 3.
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TABELA 3
Sacarideos | Tempo
" Na hora da 3h 8h 27h
adigdo da enzima
Glicqse 26,00 18,90 10,20 0,091
Maltose 2,905 0,545 0,496 0,309
Isomaltose 1,420 1,361 1,292 1,095
Maltotriose 0,188 0,000 0,000 0,000
Panose 0,505 0,217 0,105 0,131
Isomaltotriose 0,159 0,111 0,066 0,068
Total de oli- 4,367 2,234 1,959 1,603
gomeros

Os dados na Tabela 3 novamente mostram que a fer-
mentagdo e despolimerizac8o enzimédtica do polissacarideo o-
correram simultaneamente nessas condigdes. Neste exemplo, os
oligdmeros que possuem ligacdes de éter 1 -> 4 sdo converti-
dos com um bom rendimento a monosgsacarideos. A isomaltose
ndo é significativamente desgspolimerizada nesté exemplo por-
que a a-glicosidase ndo promove eficientemente a hidrdlise

da ligagdo de éter 1 -> 6 gue existe na isomaltose.
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para fermentagcdo de um substrato de
fermentagcdo na presenca de um microrganismo CARACTERIZADO
pelo fato de que compreende:

(A) formar um caldo de fermentacdo inicial dque
contém (1) um hidrolisado de amido contendo de 80 a 98 por
cento em peso de glicose com base em carboidratos e de 1 a
20 por cento em peso de oligdmeros de glicose possuindo um
grau de polimerizagado de 2 a 5, em que o caldo de fermenta-
¢do inicial contém pelo menos 50 g/L da glicose;

(B) fermentar o caldo de fermentacdo inicial na
presenca do microrganismo para fermentar a glicose e reduzir
a concentracdo de glicose no caldo de fermentacdo para menos
do que 30 g/L;

(C) acrescentar entdo ao caldo de fermentacdo 5 a
10.000 pL por litro de caldo de fermentagdo de pelo menos
uma enzima que despolimeriza pelo menos um oligdmero de gli-
cose no caldo de fermentacdo para formar glicose; em que a
referida enzima é uma enzima que ataca a ligagdo éter 1 -> 4
ou uma ligacgdo éter 1 -> 6 (ou ambas)de um sacarideo oligo-
mérico; em que a enzima preferida para despolimerizacao de
oligbmeros com ligagbdes 1 -> 4 é a oa-glicosidase (glico-
amylase), a enzima preferida para a despolimerizacdo de oli-
gbmeros com ligacgdes 1 -> 6 é a trans—-glicosidase e uma mis-
tura de ambos ¢é preferida quando sacarideos oligoméricos de
cada tipo estdo presentes;

(D) e, entdo, simultaneamente despolimerizar os

oligbmeros de glicose e fermentar a glicose.
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