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ES 2313754 T3

DESCRIPCION

Fermentaci6n de 4cido lactico a pH bajo.
Antecedentes de la invencion

El 4cido lactico y sus sales se han utilizado durante largo tiempo en una amplia variedad de aplicaciones en las
industrias quimica, cosmética, de alimentos y farmacéutica. Mas recientemente, nuevos materiales de bioingenieria ba-
sados en lactato, tales como polimeros de lacturo biodegradable, han encendido una demanda creciente por el lactato y
especialmente por la forma libre de dcido del lactato L o D. El uso de 4cido lactico en la produccién de varios polimeros
industriales se ha descrito, por ejemplo, en las Patentes U.S.: 5,142,023; 5,247,058; 5,258,488; 5,357,035; 5,338,822;
5,446,123; 5,539,081; 5,525,706; 5,475,080; 5,359,026; 5,484,881; 5,585,191; 5,536,807; 5,247,059; 5,274,073;
5,510,526; y 5,594,095.

Aunque los procesos quimicos se pueden utilizar para producir dcido l4ctico, los costos elevados de las materias
primas petroquimicas y la necesidad de resolver la mezcla de lactato racémico producido por métodos quimicos
convencionales, hacen los métodos de fermentacidn una alternativa atractiva para la elaboracion del lactato enriquecido
en uno de sus isémeros opticos. Los procesos utilizados para producir polimeros de lacturo biodegradables requieren
tipicamente la forma de 4cido libre del lactato L o D como material de partida. Desafortunadamente, como con la
mayoria de las fermentaciones de 4dcido orgénico, la inhibicién del producto final por el dcido orgdnico (4cido lactico
en este caso) puede ser el principal obstdculo para las fermentaciones eficientes. Las cepas bacterianas tipicamente
empleadas en las fermentaciones de lactato se pueden inhibir por un pH bajo ademds de la concentracion del lactato.
Para solucionar este problema, se corren procesos de fermentacién industriales de lactato tipicamente a un pH mas
alto, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 5.0 y a menudo a o por encima de 6.0. Esto da como resultado la
produccion de un producto de lactato que esencialmente estd todo presente en la forma de una sal. La o las etapas
de proceso adicionales se requieren tipicamente para remover el contra i6n catiénico y aislar el dcido lactico libre
deseado. Mds atin, en razén a que las altas concentraciones de ciertas sales, por ejemplo, cationes de sodio, pueden
tener un efecto inhibitorio sobre la fermentacion, el tipo y/o cantidad de sal presente también puede influenciar la
eficiencia de la fermentacion.

Se ha reportado la produccién de lactato racémico proveniente de almidén de maiz rebajado con enzima que
utiliza lactobacillus amylovorus. Cheng et al., J. Ind. Microbiol. 7:27-34 (1991). Aunque se han reportado niveles
de produccioén relativamente altos a un pH tan bajo como 4.2, esta fermentacién no suministra lactato enriquecido en
cualquier isdbmero 6ptico.

Se ha reportado un nimero de aproximaciones para mejorar la eficiencia de las fermentaciones de de lactato. Varias
de estas involucran la remocion del acido lactico libre proveniente del caldo de fermentacién sobre una base continua.
Por ejemplo, la electrodidlisis se ha utilizado para reducir la inhibicién del producto final a través de la remocién
de lactato proveniente del caldo de fermentacién. Los altos costos de las membranas de didlisis acoplados con un
gradiente de lactato bajo generalmente han disminuido la atraccién de esta aproximacién. El intercambio de i6n y
el uso de polivinilpiridina para remover el lactato proveniente del medio de fermentacién también se ha reportado.
Adn otro método que se ha descrito recientemente, involucra un procedimiento de extraccién multietapa. Este proceso
involucra una extraccién de lactato proveniente del caldo con una amina terciaria en un intento por evitar la caida
del pH del caldo a un valor que inhiba adicionalmente la produccién de lactato. Los niveles de produccién de lactato
logrados segtin reportes por via de este método son atin, sin embargo, muy bajos. La utilizacion de este método también
puede requerir que el caldo de fermentacién extraido se someta a una segunda extraccién a por lo menos reducir la
concentracion residual del extracto de amina terciaria antes de reciclar el caldo extraido de nuevo en la reaccién de
fermentacion.

La Patente U.S. No. 4,769,329 (Cooper et al.) describe un proceso para la preparacién de un dcido lactico D o L
opticamente puro mediante la fermentacion utilizando Lactobacillus a un pH entre 4 y 6. Sin embargo, Cooper et al.,
no describe un alto rendimiento a un pH bajo.

La JP 87 44188 describe la producciéon de un 4cido lactico Opticamente activo a un pH entre 4.5 y 7.0 y una
concentracion de 101 g/L.

La JP 92 271 787 describe un método para elaborar acido lactico D al cultivar Psuedomonas que producen L a
un pH de 8.0 en un medio que contiene, 1,2-propanodiol. Después de que se completa la fermentacion, se acidifica el
cultivo con 4cido sulfirico a un pH de 2.0 para obtener 21 g/L de 4cido lactico D.

La EP 0 308 064 describe una bebida de tomate mejorada preparada al fermentar la bebida de tomate con Lactoba-
cillus. Nada en la EP 0 308 064 discute el rendimiento o la pureza Optica del 4cido lactico obtenido en tal fermentacion.

La GB 2 251864 describe una cepa tolerante al dcido de Lactobacillus estable a baja temperatura obtenido al
cultivar una poblacién mezclada de Lacrobacillus en un medio que comprende leche a un pH de 3.4 a4.2. Nadaen la
GB 2 251 864 describe el rendimiento o la pureza 6ptica del dcido lactico obtenido del Lactobacillus estable a baja
temperatura.
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La DE 27 00 644 (igual que la GB 1547063) describe la fermentacién del material vegetal y/o animal utilizando
bacterias de Streptococcus faecalis o bacterias de Leuconostoc tolerantes a dcido formadoras de dcido ldctico en un
medio que tiene un pH entre 4 y 4.7 para formar materias primas para fincas y animales doméstico y pollos. No se
describe el rendimiento del 4cido lactico al pH especificado.

Todas estas aproximaciones para producir acido lactico en su forma de 4cido libre con base en la fermentacién
de lacto bacillus sufren de una o mas desventajas. También se han reportado las aproximaciones alternativas basadas
en las fermentaciones de otros microorganismos mads tolerantes al dcido. Las levaduras, tales como la Saccharomy-
ces cerevisiae, es capaz de crecer a pH mucho mas bajo que el Lactobacillus. Se han producido cepas de levadura
recombinante al introducir el gen del lactato deshidrogenasa proveniente de una fuente bacteriana (Lactobacillus) o
de mamifero (bovino) en el Saccharomyces cerevisiae. Las cepas de levadura recombinantes se han reportado como
capaces de producir lactato en o por debajo del pK, de dcido lactico (aproximadamente 3.8). El etanol, es, sin em-
bargo, el principal producto de fermentacién generado por estas cepas de levadura recombinantes. Ambas de éstas
disminuyen la eficiencia de la produccién de lactato e introducen temas potenciales adicionales con relacién a la sepa-
racion y purificacion del dcido lactico libre. También se ha reportado la produccién de dcido lactico por una forma de
microesfera del hongo, Rhizopus orgyzae. Esta fermentacion fungosa también produce tipicamente glicerol y/o etanol
como subproductos principales. El rendimiento del dcido lactico libre se optimizé en este caso mediante la remocién
continua del caldo de fermentacién utilizando una columna de polivinilpiridina (“PVP”). No se reporté ninguna con-
centracion de lactato mayor de aproximadamente 25 g/L por haber sido generada un pH de baja fermentacion que
utiliza el método de Rhizopus/PVP.

Resumen de la invencion

La presente invencién se relaciona con la produccién de lactato por via de fermentacién. Esto preocupa parti-
cularmente la fermentacién con microorganismos que producen lactato tolerantes a acido, tales como las bacterias
tolerantes a 4cido, para producir el caldo de fermentacion con altos niveles de 4cido lactico libre. La presencia del alto
nivel de 4cido lactico libre puede facilitar el procesamiento bajo de la corriente requerido para aislar el lactato en su
forma de 4cido libre proveniente del caldo.

Como se define en la reivindicacién 1, la invencién se relaciona con un proceso para producir dcido l4ctico que
comprende:

suministrar un medio nutriente:
inocular el medio nutriente con microorganismos que producen lactato tolerantes a acido; y

Incubar los microorganismos que producen lactato tolerantes a dcido en el medio nutriente a un pH de
incubacién promedio de no mas de 4.2 para generar una solucién que incluya por lo menos 50 g/L de
lactato a un pH de incubacién final de 4.3 o inferior en donde el lactato tiene una pureza éptica de por lo
menos 50%.

Las modalidades preferidas del proceso de la invencion se establecen en las sub-reivindicaciones de proceso que
se incorporan aqui en su totalidad mediante referencia.

En general, se ha determinado que con procesos conducidos para hacer los caldos de fermentacién (u otras mezclas
de 4cido lactico/sal de lactato) a pH del orden de aproximadamente 4.8 o inferiores (preferiblemente 4.5 o inferiores,
md4s preferiblemente 4.3 o inferiores, tipicamente 3.5 a 4.2), o se puede desarrollar el proceso de eficiencia total, en el
cual el 4cido lactico generado se puede utilizar en la produccidn de polimero y, si se desea, la sal de lactato recuperada
se puede reciclar en el sistema de fermentacién como un agente amortiguador, o de manera diferente poner el control
de pH.

El proceso suministrado aqui para producir el dcido lactico incluye incubar microorganismos que producen lactato
tolerantes a 4cido, tales como Lactobacillus homolactico tolerantes a 4cido, en un medio nutriente a un pH que se
ajusta a una porcidn sustancial del producto de lactato en la forma de 4cido libre. Aqui, cuando se emplea el término
“tolerante a dcido” en referencia a la bacteria, se intenta referirse a las bacterias que son capaces de producir lactato a
un pH suficiente para ajustar una porcién sustancial del producto de lactato en la forma de 4cido libre. Las bacterias
tolerantes a 4cido son tipicamente capaces de producir por lo menos aproximadamente 25 g/L de 4cido lactico libre.
Tales bacterias generalmente también pueden producir por lo menos aproximadamente 50 g/L de lactato (es decir,
50 g/L de lactato total) en medio nutriente a un “pH de incubacién promedio” de no mas de aproximadamente 4.2.

Si no se lleva a cabo la fermentacién en un punto donde la concentracién de lactato limitante se alcance, el “pH
de incubacién promedio” se determina con base en el promedio de los valores de pH medidos a diez (10) o més
intervalos de tiempo igual sobre el curso de la fermentacién. El presente proceso de fermentacién puede correr de una
forma continua. Bajo tales condiciones, las condiciones de régimen estacionario (en términos del pH, la concentracién
del lactato y las concentraciones de nutriente) se logran y se mantienen generalmente después de que ha concluido
la fase de arranque inicial. Cuando se concluye la fermentacién de esta manera, el pH de incubacién promedio es el
pH promedio del caldo después de que la fase de arranque inicial se ha completado, es decir, el pH durante la fase de
arranque se ignora para determinar el pH de incubacién promedio.
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Si se lleva a cabo la fermentacién a un punto donde el pH y/o la concentracién de dcido lactico inhibe adicional-
mente la produccién adicional de lactato, el “pH de incubacién promedio” se determina con base en el promedio de
los valores de pH medidos en diez (10) o mas intervalos de tiempo iguales durante el periodo de tiempo necesario para
producir 90% de la concentracién de lactato limitante. Como se utiliza aqui, la “concentracién de lactato limitante” es
la concentracion de lactato bajo un conjunto dado de condiciones de incubacion (medio nutriente, temperatura, grado
de aireacién) al cual el pH y/o la concentracién de 4cido lactico generada por la fermentacion inhibe adicionalmente
la produccion de lactato. Como se utiliza aqui, el término “pH de incubacién limitante” significa el pH del caldo de
fermentacién para un conjunto dado de condiciones de incubacién en la cual el pH y/o la concentracién de acido
lactico inhibe adicionalmente la produccién de lactato. La inhibicion de la produccion de lactato se considera que ha
ocurrido cuando la cantidad de lactato producido no se incrementa en mas de aproximadamente el 3% luego de la
incubacién adicional durante un periodo de hasta aproximadamente doce (12) horas bajo las mismas condiciones. Esta
definicién presume que los nutrientes suficientes para la produccién de lactato, estin ain disponibles en el caldo de
fermentacion.

Aqui los términos “medio nutriente” y “caldo de fermentacién” se utilizan intercambiablemente. Estos términos se
refieren a tanto (i) el medio en la forma originalmente suministrada a las bacterias tolerantes a dcido como una fuente
de nutriente y (ii) el medio producido después de que alguno o todos los nutrientes originalmente suministrados se han
consumido y los productos de fermentacién que incluyen el lactato se han excretado hacia el medio por la bacteria.

En el presente proceso, el pH del caldo de fermentacién después de la incubacién de las bacterias tolerantes al
acido para producir lactato es tipicamente no mas de 4.2 (“pH de incubacién final””). Como se denomina aqui, el “pH
de incubacion final” es el pH del caldo de fermentacion en el punto en que el crecimiento y/o la produccién de lactato
por las bacterias tolerantes a dcido cesa. La terminacién del crecimiento y/o la produccién de lactato puede ser el
resultado de un cambio en la temperatura de reaccion, el agotamiento de uno o mas de los nutrientes necesarios en
el caldo de fermentacion, un cambio deliberado en el pH, o la separacién del caldo de fermentacion proveniente de
las células bacterianas. En aquellos casos donde se disminuye la fermentacién mediante la adicién de 4cido o base
suficiente al caldo para detener la produccién de lactato, el pH de incubacién final se define por ser el pH del medio
nutriente justo antes a la adicién. Alternativamente, el crecimiento y/o la produccidon de lactato se puede detener
debido a la acumulacién de uno o mds productos de fermentacién y/o un cambio en el pH del caldo que resulta de
la acumulacién de los productos de fermentacion, es decir, la reaccién de fermentacién ha alcanzado un punto auto-
limitante para el conjunto dado de condiciones de incubacién. Como se not6 anteriormente, es muy comun para las
fermentaciones bacterianas que producen un 4cido orgédnico tal como el dcido lactico someterse a la inhibicién del
producto final.

El término “lactato” como se utiliza en esta aplicacion se refiere a 2-hidroxipropionato en su forma de 4cido libre
o sal (es decir, “lactato total”). Los términos “4cido lactico” y “4cido lactico libre” se emplean intercambiablemente
aqui para referirse a la forma de 4cido, es decir, al 4cido 2-hidroxipropidnico. La forma de sal del lactato se denomina
especificamente aqui como sal de lactato, por ejemplo, como la sal de sodio del acido lactico o el lactato de sodio.

La presente invencién también suministra una bacteria homol4ctica tolerante a 4dcido. La presente bacteria tolerante
al 4cido se capaz de producir por lo menos 50 g/L. de lactato a una temperatura por encima de 40°C y un pH de
incubacién promedio de no mas de 4.2. Tipicamente, la bacteria tolerante a dcido es capaz de satisfacer ambas de estas
medidas de la productividad de lactato.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una descripcién esquemadtica de un diagrama de flujo de un proceso de fermentacion que incluye la
remocién acoplada del dcido lactico libre.

La Figura 2 es una grafica que muestra los patrones de ribotipo para un niimero de cepas bacterianas que producen
lactato aisladas de agua para empapar maiz.

La Figura 3 es una grifica que muestra el perfil de fermentacién de la glucosa, la fructosa y el lactato para la
incubacién de la cepa #41 en un medio nutriente que contiene 10% vol. de maiz empapado en licor, 100 g/L de
glucosa y 33.4 g/L de carbonato de calcio.

La Figura 4 es una grafica que muestra la produccién de lactato proveniente de la incubacién de la cepa #41 en
un medio nutriente que contiene 90 g/L de glucosa, 33.4 g/L de carbonato de calcio y 12% vol. de maiz empapado en
licor 0 36% vol. del agua para empapar ligera.

La Figura 5 es una gréfica que muestra el perfil de fermentacién de la glucosa, la fructosa y el lactato para la
incubacién de la cepa homoldctica #41 en un medio nutriente que contiene 90 g/L de glucosa, 36.6 g/L de carbonato
de calcio y cantidades variables de agua para empapar maiz.

La Figura 6 es una grafica que muestra el porcentaje de 4cido lactico no disociado (“acido lactico libre”) como una
funcién del pH.
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Descripcion detallada

La generacién de soluciones de dcido lactico, por via de sistemas bacteriolégicos, que tienen pH del orden de
5.0 o menos, preferiblemente 4.8 o menos y tipicamente 3.5 a 4.5, conducen a un porcentaje mayor de produccién
del material lactato, en la forma de 4cido lactico. La generacién de cantidades relativamente grandes del producto
proveniente del proceso de fermentacion en la forma de dcido lactico, en lugar de la sal de lactato, es ventajosa en razén
a que ésta puede reducir la necesidad de, o la proporcidn de, ciertas etapas de proceso de seguimiento de acidulacién
y/o “divisién de sal”. Esto es, si una cantidad mayor del material se genera como el 4cido lactico libre, una etapa de
procesamiento para generar el dcido lactico proveniente del lactato, y los costos y consecuencias asociadas con éste, se
reducen o se evitan. Atn si se conduce alguna acidulacidn, sustancialmente menos adicién de acido estarfa involucrada
que si fuera el caso con un sistema con pH alto. En general, se ha determinado que con los procesos conducidos para
hacer los caldos de fermentacién a pH del orden de aproximadamente 4.8 o menos (preferiblemente 4.5 o menos, mas
preferiblemente 4.3 o menos, tipicamente 35. a 4.2), se puede desarrollar un proceso eficiente total, en el cual el dcido
lactico generado se puede utilizar en la produccién de polimero, y la sal de lactato recuperada se puede reciclar en el
sistema de fermentacién como un agente amortiguador, o poner de manera diferente el control de pH.

El presente proceso permite la produccién eficiente de lactato y, en particular, la produccién eficiente de altas
concentraciones de dcido lactico libre por via de incubacién de una bacteria homoléctica tolerante a dcido en un
medio nutriente adecuado. La bacteria homolictica tolerante a dcido se puede aislar del agua para empapar maiz
de una instalacion de molienda de maiz comercial. Aunque diferentes bacterias de este tipo pueden producir lactato
racémico, o lactato predominantemente en la forma isomérica D o L, el presente proceso emplea preferiblemente una
bacteria homoldctica que produce predominantemente lactato L o D, y més preferiblemente produce lactato L en forma
Opticamente pura.

El presente proceso permite la produccién eficiente de altas concentraciones de la forma de 4cido libre de un
isémero Optico de dcido lactico. Esta eficiencia se puede expresar en una variedad de maneras. La concentracion del
acido lactico libre en el caldo de fermentacién sirve como una medida de la productividad total del proceso. El presente
proceso genera tipicamente una solucién que incluye por lo menos aproximadamente 25 g/L, preferiblemente por lo
menos aproximadamente 30 g/L, y mds preferiblemente por lo menos aproximadamente 40 g/L de 4cido l4ctico libre.
Mais preferiblemente, el proceso produce estos niveles del 4cido lactico L libre o 4cido lactico D libre. La pureza
optica del lactato (y el 4cido lactico libre) producido es preferiblemente de por lo menos aproximadamente 50%, mas
preferiblemente por lo menos aproximadamente 80% y, mds preferiblemente, un isémero 6ptico de lactato se produce
esencialmente en forma pura.

Como se not6 anteriormente, tipicamente, el lactato producido mediante el presente proceso estd predominan-
temente en forma de lactato L. Por ejemplo, una modalidad del proceso incluye incubar una bacteria homolacti-
ca tolerante a dcido en un medio nutriente para producir lactato que incluya por lo menos aproximadamente 75%
en peso de lactato L (es decir, el lactato L que tiene una pureza 6ptica de por lo menos aproximadamente 50%).
Preferiblemente, la pureza dptica del lactato producido por medio del presente proceso es de por lo menos aproxi-
madamente 80%, y mds preferiblemente por lo menos aproximadamente 90% (por ejemplo, incluye por lo menos
aproximadamente 95% en peso de lactato L). Mds preferiblemente, el presente proceso produce lactato L o D en for-
ma esencialmente épticamente pura (es decir, el lactato producido contiene 99% en peso o mds de un isémero éptico
unico).

Si un caldo de fermentacién tiene un valor pH entre 3.0 y 4.5, habra una cantidad significativa de 4cido lactico en
la forma no disociada (ver Fig. 6). De hecho a un pH de 3.0 la proporcién molar del dcido lactico libre (no disociado)
a i6n de lactato a 25°C es de aproximadamente 7.0; y, a un pH de aproximadamente 4.5 la proporcién a 25°C, es de
aproximadamente 0.23. La cantidad total de acido lactico libre presente en una solucién es una funcién tanto del pH
de la solucién como de la concentracidn total del lactato en la mezcla. Asi, especificar estos dos pardmetros para una
solucién dada, tal como un caldo de fermentacion, especifica efectivamente la concentracién de dcido lactico libre. El
presente proceso es capaz de generar una solucién que incluya por lo menos 50 g/L, preferiblemente por lo menos
80 g/L, y mds preferiblemente por lo menos 100 g/L a un pH relativamente bajo. Entre mas bajo sea el pH de la
solucién, mayor serd el porcentaje de lactato que esté presente en su forma de acido libre. Por ejemplo, donde el pH
medio es igual al pK, del dcido lactico (aproximadamente 3.8), 50% del lactato estd presente en la forma de acido
libre. A un pH de 4.2, aproximadamente 31% de lactato como 4cido libre y a un pH de 4.0 y 3.9, aproximadamente
41% y 47% respectivamente del lactato estd presente en la forma de 4cido libre. La fraccién del dcido lactico libre es
aun inferior a un pH mayor, 18% a pH de 4.5y 6.6% a pH de 5.0.

El pH del caldo durante la etapa de incubacién se puede expresar en varias diferentes maneras, por ejemplo, en
términos del pH de incubacién promedio o el pH de incubacion final. El presente proceso de fermentacion es tipica-
mente capaz de producir altos niveles de lactato a un pH de incubacién promedio de no mas de aproximadamente 4.3,
preferiblemente no mds de aproximadamente 4.2, y mds preferiblemente no mds de aproximadamente 4.0. Alternati-
vamente, el pH del caldo durante la incubacién se puede expresar en términos del pH de incubacion final. El presente
proceso tipicamente permite la produccién de altas concentraciones de lactato a un pH de incubacién final de no més
de 4.2, preferiblemente no mas de 4.0, y mas preferiblemente no mas de 3.9. Particularmente las modalidades efectivas
del presente proceso de fermentacién son capaces de producir por lo menos 80 g/L de lactato a un pH de incubacién
promedio de no mds de 4.0 y/o un pH de incubacién final de no mas de 3.9.
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El presente proceso de fermentacién se puede correr en una forma continua donde una fraccién del caldo de fer-
mentacidn se remueve en la medida en que sucede la fermentacion. Esto se puede hacer continuamente o a intervalos
periddicos. El medio nutriente suficiente se agrega tipicamente al reactor para mantener un volumen de liquido cons-
tante. Bajo tales condiciones de fermentacion, las condiciones de régimen continuo (en términos de pH, concentracién
de lactato y concentraciones de nutriente) se logran y se mantienen generalmente después de que la fase de arranque
inicial ha concluido. Cuando concluye la fermentacién de esta manera, el pH de incubacién promedio (el pH durante
la fase de arranque se ignora) y el pH de incubacién final para el caldo son esencialmente los mismos. Bajo tales
condiciones, la fermentacion se lleva a cabo tipicamente a un pH de no més de 4.2, preferiblemente no mds de 4.0, y
mds preferiblemente no mds de 3.9.

Aungque el presente proceso de incubacidon se puede llevar a cabo a temperaturas relativamente bajas, por ejemplo,
aproximadamente 30°C a aproximadamente 38°C, la bacteria homoldctica tolerante a dcido se incuba tipicamente en
un medio nutriente adecuado a una temperatura de por lo menos aproximadamente 43°C, y mds preferiblemente a
aproximadamente 45°C a aproximadamente 52°C. Mas preferiblemente, la fermentacién se lleva a cabo a aproxima-
damente 47°C a aproximadamente 50°C. Existe un nimero de ventajas de operar la fermentacion a estas temperaturas.
Las posibilidades de complicaciones debido al crecimiento de otros organismos competidores se disminuyen en este
rango de temperatura. Ademds, a temperaturas mayores, la reaccion generalmente procede a una tasa més rdpida que
permite la utilizacién eficiente del equipo de proceso. Si la fermentacién se lleva a cabo una temperatura demasia-
do alta, tipicamente de aproximadamente 54°C o mayor, el crecimiento y/o la produccién de lactato por las bacterias
homolacticas puede ser insignificante. Puede ser posible, sin embargo, utilizar técnicas de seleccion estandar para iden-
tificar las cepas bacterianas homolacticas mutantes que son capaces de crecer y la produccién de lactato a temperaturas
de 55°C y superiores.

Como se describe aqui “medio nutriente” se refiere a una composicion basada en agua que incluye minerales y sus
sales necesarias para crecer la bacteria de la presente invencion. El medio nutriente tipicamente contiene cantidades
efectivas de una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, una fuente de fosfato, una fuente de sulfato, calcio
y elementos en trazas. El término “elementos en trazas” se refiere a elementos esenciales para el crecimiento en
concentraciones en trazas, es decir, fracciones diminutas de 1 por ciento (1000 ppm o menos).

La bacteria de la presente invencién puede utilizar tipicamente un nimero de fuentes de carbono y energfa para
el crecimiento y/o produccién de lactato, tal como glucosa, fructosa, galactosa, melibiosa, sacarosa, farinosa, y/o
estaquiosa. Algunas de las bacterias pueden ser capaces de utilizar todo o la mayoria de estos azicares como una
fuente de carbono y energia mientras que otras cepas son mas fastidiosas y solo pueden ser capaces de crecer sobre
uno o dos azicares de la lista. En otros casos, un almidén (tal almidén de maiz) o un hidrolizado de éste se puede
utilizar como fuente de carbohidrato primario.

Como se utiliza aqui, “agua para empapar maiz” se refiere a agua obtenida de tanques de empapamiento de maiz
asi como también otras soluciones derivadas de ésta que tienen sustancialmente el mismo espectro de nutrientes. Por
ejemplo, el licor que empapa el maiz (también algunas veces denominado como “agua para empapar pesada”) es una
forma concentrada de agua para empapar maiz, obtenida mediante la remocién de agua y otros componentes volatiles,
tipicamente bajo vacio. El licor para empapar maiz tipicamente tiene un contenido de sélidos secos de aproxima-
damente 35% en peso a aproximadamente 50% en peso. El licor para empapar maiz utilizado en los experimentos
descritos en los Ejemplos presentes tuvo un contenido de sélidos secos del 36% en peso y se denomina aqui como
“CSL”. Las aguas para empapar maiz, obtenidas directamente de los tanques para empapar maiz y/o las lineas aso-
ciadas solo antes de la concentracidn para producir licor que empapa maiz generalmente tiene contenidos de sélidos
secos en el rango de aproximadamente 10% en peso a aproximadamente 15% en peso y se denomina aqui como “agua
para empapar maiz” (“LSW”). El agua para empapar ligera tiene tipicamente un contenido de SO, de no més de apro-
ximadamente 500 ppm. El agua para empapar utilizada para suplementar el medio nutriente utilizado en el presente
proceso tiene preferiblemente un contenido de SO, de no mds de aproximadamente 300 ppm y, mds preferiblemente,
no mds de aproximadamente 200 ppm. El agua para empapar ligera utilizada en los experimentos descritos en los
Ejemplos presentes tienen un contenido de sélidos secos del 12% en peso.

En situaciones donde una o mas cepas homolacticas aisladas provenientes del agua que empapa maiz se deben
utilizar para producir lactato, el medio nutriente tipicamente incluye agua para emparar maiz que corresponde a por lo
menos aproximadamente 15 g/L de s6lidos secos del agua de empapado. Preferiblemente, el medio nutriente incluye
agua para empapar maiz que corresponde a por lo menos aproximadamente 25 g/L y, mas preferiblemente, por lo
menos aproximadamente 30 g/L de sélidos secos de agua de empapamiento.

Un ejemplo de un medio nutriente adecuado para utilizar el presente proceso de fermentacion es el medio MRS
(tal como el medio MRS comercialmente disponible de Becton Dickinson & Co.) o similares. El medio MRS esta
generalmente suplementado con agua para empapar maiz para suministrar una fuente de nitrégeno y una fuente de
nutrientes general asi como también con carbohidratos adicionales (tal como glucosa o fructosa) como una fuente
de carbono y energia. Los medios tipicos adecuados para uso en el presente proceso también incluyen sal(es) de
magnesio, sal(es) de manganeso, sal(es) de fosfato, sal(es) de potasio, y/o sal(es) de citrato. Esto puede, sin embargo,
no ser necesario para agregar cantidades especificas de tales sales al medio. A menudo, el medio nutriente también
incluye un tensoactivo no iénico, tal como un monoéster de acido graso de un derivado de polioxietileno de sorbitan
(por ejemplo, Tween® 80 el cual es monooletao de sorbitan de polioxietileno (20)).
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El medio se puede preparar al utilizar sales separadas como fuentes de cada uno de los varios componentes inor-
ganicos. De manera alternativa, una sal tinica que actiia como una fuente de mds de un componente se puede utilizar
para preparar el medio nutriente. Por ejemplo, el fosfato de hidrégeno de potasio (K,HPO,) se puede agregar como
una fuente de tanto cationes de potasio como aniones de fosfato. Se reconocerd que después de que se han disuelto
varios componentes en agua durante la preparacioén del medio nutriente, ocurrird un intercambio de cationes y aniones
entre las varias sales disueltas presentes. Por ejemplo, si se agrega sulfato de magnesio y citrato de amonio al agua
durante la preparacién del medio, la solucion resultante también incluird algo de sulfato de amonio y especies de citra-
to de magnesio ademas de las especies de sulfato de magnesio y de citrato de amonio. Un tipo de medio de nutriente
que es particularmente adecuado para uso en el presente proceso de fermentacion incluye agua para empapar maiz
suplementada con glucosa y/o fructosa como una fuente de carbono y energia adicionales.

Un ejemplo de un medio adecuado para uso en la presente invencion incluye:

agua para empapar maiz que corresponde a aproximadamente 30 a aproximadamente 45 g/L de sélidos secos del
agua para empapar;

aproximadamente 80 a aproximadamente 120 g/L de glucosa, fructosa o una mezcla de éstos;
aproximadamente 0 a aproximadamente 10 g/L de extracto de levadura;

aproximadamente 0 a aproximadamente 1 g/L. de un tensoactivo no iénico tal como Tween® 80;
aproximadamente 0 a aproximadamente 2 g/L. de fosfato de hidrégeno de potasio (K,HPO,);
aproximadamente 0 a aproximadamente 0.2 g/L. de sulfato de magnesio (MgSO,);
aproximadamente 0 a aproximadamente 0.05 g/L de sulfato de manganeso (MnSO,);
aproximadamente O a aproximadamente 2 g/L de citrato de amonio; y

opcionalmente, aproximadamente 10 a aproximadamente 50 g/L. de carbonato de calcio (CaCOs).

Por las razones anteriormente discutidas, las cantidades se refieren a las cantidades de los varios materiales agrega-
dos para formar el medio y no a las concentraciones presentes de estas especies en el medio nutriente. Para elaborar tal
medio nutriente, todos los componentes excepto el tensoactivo no iénico y el carbonato de calcio se disuelven gene-
ralmente en una cantidad apropiada de agua y autoclave esterilizado. El tensoactivo no idnico se agrega tipicamente al
medio de autoclave aunque éste esté aiin a una temperatura cerca de aproximadamente 100°C. A la solucidn resultante
se le permite tipicamente enfriarse a aproximadamente 60°C o menos antes de que se agregue el carbonato de calcio.

Se ha encontrado que los medios de nutrientes adecuados para uso en el presente proceso incluye preferiblemente
por lo menos aproximadamente 50 g/L de carbohidrato. Mds preferiblemente, el medio nutriente incluye por lo menos
aproximadamente 70 g/L y, mas preferiblemente, por lo menos aproximadamente 90 g/L de carbohidrato. El carbohi-
drato tipicamente se hace de glucosa, fructosa, galactosa, melibiosa, sacarosa, rafinosa, estaquiosa, o una mezcla de
éstos. La glucosa, fructosa, y sacarosa son particularmente adecuadas para uso como una fuente de carbono y energia
en el medio nutriente. Generalmente ésta no es Util para incorporar méds de aproximadamente 150 g/L de carbohidrato
en el medio.

Se ha encontrado que puede ser ventajoso incluir una base tal como carbonato de calcio (CaCOs;), hidréxido
de sodio (NaOH), hidr6xido de amonio (NH,OH) y/o bicarbonato de sodio (NaHCOs;). Tipicamente por 1o menos
aproximadamente 30 g/L. de carbonato de calcio (o una cantidad equivalente de otra base) se agrega al medio nutriente.
En algunas modalidades del proceso, por ejemplo, las modalidades que producen niveles mds altos de lactato, se
puede preferir incluir hasta aproximadamente 40 g/L. de carbonato de calcio en el medio nutriente. Mientras se pueden
emplear mayores niveles de base, debido a las limitaciones en la solubilidad de las sales de carbonato de calcio y el
deseo de mantener un pH de caldo relativamente bajo, generalmente no es ttil incorporar més de aproximadamente
100 g/L de carbonato de calcio en el medio. Muy a menudo, la cantidad completa del carbonato de calcio presente no
se disolverd inicialmente en el medio nutriente. En la medida en que tiene lugar la fermentacion, algo del carbonato
de calcio puede reaccionar con el 4cido lactico que se forme para generar lactato de calcio. En la medida en que esto
ocurre, se pueden arrastrar a la solucién porciones adicionales del carbonato de calcio no disuelto. El efecto total es
neutralizar una porcién del dcido lactico formante y evitar que el pH del caldo caiga por debajo del nivel deseado (por
ejemplo, por debajo de aproximadamente 3.8-3.9).

Puede no ser necesario agregar una base tal como carbonato de calcio para lograr este efecto. Una solucién que
contiene una sal de lactato (por ejemplo, lactato de calcio, sodio o amonio) se puede agregar para ayudar en el amor-
tiguamiento del pH del caldo de fermentacién. Un ejemplo de un proceso en el cual esto podria ocurrir involucraria
la separacién de una fraccidn del caldo de fermentacion proveniente de la bacteria incubante, y reciclar la porcién de
regreso a la fermentacion después de la remocion de algo o todo el 4cido lactico libre en la fraccién. Alternativamente,
el lactato de calcio se podria aislar del caldo de fermentacién (por ejemplo, en forma de s6lido), y mezclarse junto con
el medio nutriente que se agrega a la fermentacién. En general, la adicién de sal de lactato como una sal amortiguante
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puede ser ventajoso en razén a que ésta minimiza la cantidad de base neutralizante agregada al caldo de fermentacién
minimizando de esta manera la cantidad de lactato producido que se convierte a forma de sal.

El medio nutriente incluye por lo menos aproximadamente 70 g/L de glucosa y/o fructosa y por lo menos aproxima-
damente 20 g/L de carbonato de calcio son particularmente adecuados para uso en el presente proceso. Dependiendo
de la cepa bacteriana emplead en el proceso, la incorporacién del agua para empapar maiz (por ejemplo, en una canti-
dad equivalente a por lo menos aproximadamente 25 g/L. de s6lidos secos del agua para empapar maiz) en este medio
nutriente también se pueden preferir. Es particularmente til agregar agua para empapar maiz que contiene solamente
algo de la forma quiral del lactato que se va a generar por el proceso de fermentacion.

La cepa de la bacteria homolactica y las condiciones de fermentacidn se escogen tipicamente de tal forma que el
dcido lactico libre se produce a una tasa total de por lo menos aproximadamente 0.5 g/L/hr, preferiblemente por lo
menos aproximadamente 1.0 g/L/hr, mis preferiblemente por lo menos aproximadamente 2.0 g/L/hr, y més preferi-
blemente por lo menos aproximadamente 4.0 g/L/hr. Como se utiliza aqui, la tasa total de produccion del lactato o
el dcido lactico libre (o lactato) se calcula al dividir la cantidad total del 4cido l4ctico libre (lactato) producido por
el tiempo de incubacién. Para las fermentaciones donde se produce una concentracién de lactato limitante, la tasa
de produccion total del 4cido lactico libre (lactato) se calcula sobre el tiempo requerido para producir el 90% de la
concentracién limitante de acido lactico libre (lactato).

La productividad del presente proceso también se puede expresar en términos de la tasa de produccion total para
el lactato. El presente proceso de fermentacion generalmente se lleva a cabo bajo condiciones que producen lacta-
to a una tasa total de por lo menos aproximadamente 1.0 g/L/hr, preferiblemente por lo menos aproximadamente
2.0 g/L/hr y, mas preferiblemente, por lo menos aproximadamente 3.0 g/L/hr. Como se indica aqui, el lactato se pro-
duce preferiblemente a estas tasas en un caldo a un pH de incubacién promedio de no més de aproximadamente 4.1, y
mas preferiblemente, no mas de aproximadamente 4.0.

Ejemplos adecuados de bacterias homoldacticas para uso en el presente método de fermentacién se pueden aislar
facilmente de muestras de agua para empapar maiz, tal como se encuentran en instalaciones de molienda de maiz
comercial. Ademads, otra cierta bacteria homoléctica aislada de diferentes fuentes también puede tener las capacidades
necesarias para permitir una produccién de pH bajo eficiente de altos niveles de dcido lactico libre.

En razén a que las bacterias homoldacticas encontradas en el agua para empapar maiz requieren tipicamente un
medio nutriente que incluye agua para empapar maiz para crecimiento, la etapa inicial en un proceso para identificar
el aislamiento de tal bacteria tipicamente involucra poner en placa muestras en un medio que contiene agua para
empapamiento, tal como 10% en vol. de CSL-MRS agar, y luego incubar el medio inoculado anaerébicamente a
aproximadamente 45-50°C. Los aislados bacterianos se pueden sondear facilmente para la produccién heterolctica
al pasar el aislado en un medio bifdsico que solo contiene agua de empapamiento en la fase inferior. Las cepas de
crecimiento se monitorean entonces para la generacion de gas en la parte inferior de los tubos bifasicos. Las cepas
aisladas se pueden almacenar convenientemente a baja temperatura (por ejemplo, 4°C o0 menos) 0 mantenerse como un
“bench stock” en agua de empapamiento/jugo de tomate/agar MRS del medio de crecimiento. Cuando se desea, una o
mads cepas tolerantes a dcido aisladas de esta forma del agua para empapar maiz se puede utilizar como inoculante en
una fermentacién de 4cido lactico.

Utilizando este tipo de metodologia, las muestras de agua de empapamiento obtenidas de cinco diferentes instala-
ciones de molienda de maiz en los Estados Unidos asi como también tres instalaciones de molienda de maiz localizadas
en Turquia, Inglaterra y en Holanda se examinaron para microorganismos que producen lactato. Los microorganismos
aislados se caracterizaron inicialmente como heterolacticos (es decir, capaces de producir otros productos de fermen-
tacién ademads del lactato) o productores homoldcticos. Las cepas homoldacticas se caracterizaron ademds, entre otros,
con base en la produccién de lactato total, la actividad 6ptica del lactato producido y, en muchos casos, el pH de incu-
bacién final en ausencia de la base (CaCO;) agregada al medio de fermentacidon. Un total de 155 cepas bacterianas se
aislaron. De las 109 cepas que se caracterizaron, 98 cepas (90%) produjeron lactato como el tinico producto de fermen-
tacion (cepas “homoldcticas”). Como se emplea aqui, el término “homolactico” se refiere a una cepa de bacteria que
produce sustancialmente solo 4cido lactico como producto de fermentacién. Las 11 cepas restantes (11%) produjeron
otros productos de fermentacion ademads del lactato (cepas “heterolécticas”). De las 98 cepas homolacticas, 22 fueron
productoras de lactato L, 18 fueron productoras de lactato D, y 58 producian lactato racémico.

Las presentes bacterias homolacticas son generalmente capaces de producir por lo menos aproximadamente
25 g/L de 4cido l4ctico libre. M4s preferiblemente, las bacterias son bacterias homoldcticas capaces de producir por lo
menos 30 g/L de 4cido lactico L libre. En otra modalidad de la invencion, la bacteria homoléctica es capaz de generar
una solucién que contiene por lo menos aproximadamente 40 g/L, preferiblemente por lo menos aproximadamente
75 g/L de lactato, y preferiblemente por lo menos aproximadamente 90 g/L de lactato a un pH de incubacién promedio
de no mds de aproximadamente 4.3. Como se discutié en cualquier otra parte aqui, las cepas particularmente efectivas
de las presentes bacterias homoldcticas son capaces de producir estos niveles de lactato L (o lactato D) a un pH de
incubacién promedio de no mas de 4.0 y/o un pH de incubacién final de no mas de 3.9.

La presente bacteria homolactica tolerante a dcido es tipicamente capaz de crecimiento y produccién de acido lac-
tico a temperaturas entre aproximadamente 35°C y aproximadamente 53°C. La temperatura éptima para el crecimiento
generalmente varia desde aproximadamente 43°C a aproximadamente 52°C y, preferiblemente, aproximadamente 47°C
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a aproximadamente 50°C, aunque se ha demostrado que la bacteria homoléctica puede crecer a temperaturas en o cer-
canas a la temperatura ambiente. La produccién de lactato despreciable por medio de bacterias ocurre tipicamente
cuando la temperatura estd por encima de aproximadamente 53°C o por debajo de aproximadamente 30°C. El proceso
de fermentacién se conduce preferiblemente a aproximadamente 47°C a aproximadamente 52°C, en razén a que las
levaduras y los lactobacilos heterolacticos son menos termo tolerantes y generalmente no crecerdn bien, si es que cre-
cen, a estas temperaturas. Asi, ademds del mejoramiento de la produccién de lactato, la fermentacion de las bacterias
homolacticas tolerantes a dcido a temperaturas altas puede disminuir la posibilidad de los problemas asociados con la
contaminacion por otros organismos.

La presente bacteria homolactica es tipicamente capaz de crecimiento y produccion de lactato por lo menos dentro
de un rango de pH de aproximadamente 3.7 a aproximadamente 6.5 y preferiblemente por lo menos a través de un
rango de pH desde aproximadamente 3.8 a aproximadamente 5.0. Aunque las bacterias pueden ser capaces de producir
lactato a un pH cercano al neutro (por ejemplo, 6.0-6.5), las bacterias empleadas en el proceso presente preferiblemente
son capaces de produccién de lactato significante (por ejemplo, por lo menos 50 g/L) a un pH de 4.2 o menos.

Una variedad de configuraciones de reactor que incluyen reactores de lecho empacado, reactores de tanque de
agitacion continua, reactores de contacto bioldgico rotatorio, reactores de tanda de secuenciamiento y reactores de
lecho fluidizado se pueden emplear en el presente proceso. La reaccidn completa se puede desarrollar en un recipiente
unico que tiene los medios apropiados para controlar la temperatura del caldo de fermentacion o, alternativamente
la fermentacion se puede llevar a cabo en el primer recipiente, el caldo se puede mantener a la temperatura deseada
al pasar a través de un intercambiador de calor, por ejemplo, un intercambiador de calor de placa y reciclarse a
la reaccion de fermentacion. La dltima disposicién puede suministrar un enfriamiento mas rdpido de la mezcla de
reaccion y puede en algunos casos llevarse a cabo al mismo tiempo que se pasa el caldo a través de un médulo de
separacion de membrana para remover la porcién del caldo (por ejemplo, donde el intercambiador de calor y el médulo
de membrana estdn conectados en serie).

Una configuracién cominmente utilizada incluye un birreactor de reciclamiento de membrana. Los reactores de
este tipo tipicamente incluyen dos mddulos, un recipiente de fermentacién 10 y un médulo de membrana 15 (ver por
ejemplo, Figura 1). Estos dos médulos se pueden conectar a un tubo o ser parte de un aparato tnico.

En una modalidad de la invencidn, las bacterias homoldcticas tolerantes a dcido se pueden incubar en una primera
porcion del medio nutriente en el recipiente de fermentacién para generar una primera solucién del producto que
incluye por lo menos aproximadamente 25 g/L. de 4cido lactico L libre. El caldo de fermentacién resultante se puede
separar para suministrar una primera fraccién que incluye 4cido lactico libre y estd sustancialmente libre de células
bacterianas. Esto se puede llevar a cabo al bombear una porcion de la fermentacién a través de un separador de
celda (por ejemplo, un separador de celda de fibra hueca). La fraccién que contiene la celda se recicla tipicamente
de nuevo al recipiente de fermentacion (ver por ejemplo, Figura 1), aunque la fraccién que contiene el acido lactico
se divide para procesamiento adicional. El medio nutriente adicional se agrega tipicamente para mantener el volumen
de liquido en el recipiente de fermentacién a un nivel constante. Cuando se conduce la fermentacion de esta manera,
las condiciones de régimen estacionario (en términos de pH, concentracién de lactato y concentraciones de nutriente)
se logran generalmente y se mantienen después de que ha concluido la fase de arranque inicial. Cuando se corre en
tal modo, la presente fermentacién se conduce de tal manera que el pH del caldo se mantiene a 4.2 o por menos Y,
preferiblemente, en el rango de entre 3.7 y 4.0.

La fraccién que contiene 4cido lactico que se divide se puede procesar utilizando un nimero de métodos conocidos
para separar el 4cido lactico proveniente de los otros componentes de la solucién. Por ejemplo, el dcido lactico se puede
extraer de la solucién utilizando un extracto que contiene amina terciaria. Un ejemplo de un extracto adecuado es una
solucién de Alamina 336 en octil alcohol. Otros métodos que se pueden utilizar para aislar el 4cido lactico incluyen
poner en contacto la solucién con un adsorbente sélido, tal como una resina de intercambio de i6n (por ejemplo, una
columna de polivinilpiridina), destilando la fraccién que contiene 4cido lactico, o la remocién por via de separacién
de membrana. Cualquiera de estos tipos de métodos de separacién se puede utilizar para procesar la fracciéon que
contiene 4cido lactico para generar la fraccion a la que se ha sacado el dcido lactico y una fraccidn aislada de lactato.
La fraccion a la que se ha sacado el dcido lactico puede contener algo de lactato en la forma de una sal de lactato, tal
como lactato de calcio. La fraccién aislada de lactato se puede procesar ademds utilizando cualquiera de una variedad
de métodos conocidos para producir una forma pura de 4cido lactico libre.

La fraccién que contiene acido lactico también se puede procesar para separar la sal de lactato (por ejemplo,
lactato de calcio) en forma de sélido o solucién, dejando una solucién enriquecida en dcido lactico libre. La sal de
lactato se puede separar utilizando una técnica adecuada tal como extraccidn, cristalizacidn, separacién de membrana
y adsorcidn sobre un material sélido (por ejemplo, resina de intercambio de anién). La sal de lactato se puede regresar
al recipiente de fermentacién donde ésta puede servir para amortiguar el pH de la solucién y evitar que el pH del caldo
caiga por debajo del nivel deseado. Por ejemplo, al reciclar una cantidad suficiente de lactato de calcio como un agente
amortiguante, el pH del caldo de fermentacion se puede mantener a un valor cercano al pKa, del 4cido l4ctico.

Con base en la teoria, la sal de lactato amortiguard la produccién de una cantidad equivalente de una nueva pro-
duccién de 4cido lactico a un pH de 3.85. A un pH de 4.0, cada equivalente de sal de lactato amortiguara la produccién
de una cantidad de 0.7 equivalente de la nueva produccién de acido lactico.
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Una variedad de métodos estan disponibles para procesar las soluciones de lactato/4cido lactico que involucran la
generacion de grandes cantidades de dcido l4ctico; por ejemplo, en solucién a pH no mayores de aproximadamente
4.8 (preferiblemente no mayor de aproximadamente 4.2 o 4.3) proveniente del caldo de fermentacién; y, con un aisla-
miento concomitante (y si se desea reciclar) de sal de lactato (tipicamente lactato de calcio, lactato de potasio, lactato
de sodio y/o lactato de amonio). Tales procesos se describen, por ejemplo, en la Patente U.S. comtinmente cedida (a
Cargill, Inc. of Minnetonka, Minnesota), co-presentada, 6,229,046 B1 titulada LACTIC ACID PROCESSING; MET-
HODS; ARRANGEMENTS; AND, PRODUCTS, que identifica a John N. Starr, Aharon M. Eyal, Riki Canari, Betty
Hazan y Rod Fisher como inventores (en lo sucesivo denominados como la solicitud Starr ef al.). La solicitud Starr
et al., se present la misma fecha de la presente solicitud (Oct. 14, 1997. Los procesos totales ventajosos dependeran,
en parte, de la seleccidn, entre las aproximaciones, de una que mas rapidamente facilite un esquema de procesamiento
efectivo en costo y eficiente total en una implementacién a gran escala.

El principio se relaciona con seleccionar los procesos totales relacionados con el disefio del sistema para acomodar
los dos objetivos de:

1. Aislar los productos de acido lactico para el procesamiento de seguimiento, por ejemplo para generar
polimero; y

2. Aislar la sal de lactato, preferiblemente en la forma deseable para reciclar el caldo de fermentacion.
Tres aproximaciones generales son de importancia.

1. La separacién de acido lactico proveniente de la solucién que deja la sal de lactato detrés; y, si se desea, la
direccion de la solucion residual que tiene la sal de lactato alli, después de la separacion, en un fermentador;

2. El aislamiento de la sal de lactato proveniente de la solucién; la direccion de la sal de lactato, si se desea, en
un fermentador; y, un aislamiento de seguimiento del producto de acido lactico proveniente de la solucién
residual después de la separacion de la sal de lactato; y

3. La separacién simultdnea del 4cido l4ctico en una corriente de sal de lactato en otra, que deja la mezcla
residual.

Las técnicas descritas en Statr et al., para lograr uno o ambos de estos objetivos se puede practicar en una variedad
de soluciones de material de lactato (es decir, soluciones de dcido lactico y de sal de lactato disuelta). Estas soluciones
pueden comprender caldo de fermentacién o caldo que se ha removido del fermentador y se ha modificado de alguna
manera, por ejemplo, mediante la filtracién o ajuste del pH. De hecho las técnicas se pueden aplicar a las soluciones
que se hacen de otras maneras también.

Las técnicas y propuestas descritas aqui, sin embargo, se desarrollaron particularmente con un enfoque sobre el
procesamiento eficiente de las soluciones de caldo de fermentacidn, especialmente las relativamente dcidas, en las
cuales la modificacién del pH mediante la adicién de 4cido no se requiere y preferiblemente no ha ocurrido. Las
composiciones tipicas en las cuales se pueden aplicar estas técnicas, con respecto al pH, serian por lo menos 0.86 y
menos de 6.0. Esto es, las composiciones tipicas en las cuales las técnicas se practicardn, tendrdn un pH dentro de
este rango. Para tales composiciones la proporcién molar del dcido l4ctico libre al dcido disociado o la sal de lactato
disuelta a 25°C, estd dentro de un rango de aproximadamente 1,000:1 a 0,007:1. El procesamiento mds preferido
involucrara soluciones con un pH del orden de aproximadamente 1.98-5.00 (proporcién HLA:LA dentro del rango de
aproximadamente 75:1 a 0.070:1); y, el procesamiento mds preferido involucrara soluciones que tienen un pH en el
rango de aproximadamente 3.0-4.5 (proporciéon HLA:LA en el rango de aproximadamente 7.0:1 a 0.23:1).

Como se indic6 anteriormente, las soluciones dentro del rango de pH mas preferido descrito anteriormente se
obtienen facilmente por via del proceso de fermentacién presente con concentraciones sustanciales de material de
lactato alli. Alternativamente, se pueden utilizar otros caldos de fermentacidn, por ejemplo, con un ajuste de pH
mediante la adicién de acido tipicamente al rango dado de pH maés preferido.

Aqui, habra algunas veces referencia a “separacion preferencial” de: 4cido lactico de una composicién que contiene
acido lactico y sal de lactato; o, sal de lactato proveniente de la composicion que contiene 4cido lactico y sal de
lactato. El término “separacion preferencial” y las variantes de ésta, en este contexto, significa referencia a la técnica
de separacion a la cual preferencialmente se remueve uno de los dos componentes (4cido lactico o sal de lactato)
con respecto al otro. En un procesamiento tipico preferido de acuerdo con la presente invencién una mezcla de acido
l4ctico y sal de lactato se divide en dos “corrientes de producto”. En una corriente de producto, (es decir, la corriente
rica en dcido l4ctico libre), preferiblemente la proporcién molar del 4cido lactico libre a la sal de lactato obtenida es
de por lo menos 2/1 y preferiblemente por lo menos 3/1. Con ciertas de las técnicas descritas aqui, las proporciones
de por lo menos 5/1 y de hecho en proporciones de 10/1 o mds son facilmente obtenibles.

La otra corriente de producto es la corriente rica en sal de lactato. En esta corriente, preferiblemente la proporcién
molar del dcido lactico libre a sal de lactato es no mayor de 0.5. Con el procesamiento preferido tipico como se
describe aqui en las proporciones de no mds de 0.3, preferiblemente no mas de 0.2 y mds preferiblemente 0.1 o menos
se obtienen facilmente.
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Aqui el término “corriente” cuando se utiliza en el contexto indicado por los dos parrafos previos, se refiere a
una fase aislada o segmento de producto, sin relacion o si esa fase o segmento de producto es una solucién, sélido o
una mezcla de materiales. Asi, una “corriente rica en dcido lactico” es simplemente una fase o mezcla rica en acido
lactico (versus la sal de lactato) mediante la comparacion con la mezcla original procesada; y, una “una corriente rica
en sal de lactato” es una corriente rica en sal de lactato (versus dcido lctico) por comparacién con la mezcla original
procesada.

Cuando la corriente de producto enriquecida en el 4cido lactico libre se obtiene como resultado de separar el
acido lactico libre de la mezcla, por ejemplo de un caldo de fermentacion, el resto de la mezcla acuosa después de la
remocién del 4cido lactico libre se denominara algunas veces como “vaciada” con respecto al dcido lactico libre. De
manera similar, cuando la corriente enriquecida de sal de lactato resulta de la separacion de la sal de lactato de una
mezcla que contiene el dcido lactico libre y la sal de lactato, la mezcla restante algunas veces se denominard como
“vaciada” con respecto a la sal de lactato.

Preferiblemente, cuando la solucién procesada es un caldo de fermentacion, la corriente de producto enriquecida
en sal de lactato se suministra y se forma de tal manera que la proporcién en peso de las impurezas provenientes del
fermentador, a la sal de lactato alli, se mds baja que la encontrada en el caldo de fermentacidn, preferiblemente por un
factor de por lo menos 5. Esto se puede manejar mediante las técnicas descritas aqui en relacién con el control sobre
la aproximacion particular seleccionada para el aislamiento de la sal de lactato, asi como también a través del uso de
varias técnicas de purificacién, tal como el retro lavado o recristalizacion.

Preferiblemente, la corriente de producto de lactato es eventualmente aislada como una solucién o mezcla acuosa
de una fase acuosa y una fase sélida, para el reciclamiento conveniente en un sistema de fermentacion, con el fin de
mantener el balance del agua. Si la concentracién de una solucién acuosa se utiliza con el fin de facilitar el balance de
agua en el caldo, preferiblemente se utilizan técnicas de concentracion relativamente de bajo costo tal como la 6smosis
inversa y la re-compresion de vapor.

La invencién se describird adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
Condiciones de Fermentacion Estdndar

A menos que se indique otra cosa, las reacciones de fermentacién descritas en los siguientes ejemplos se corrieron
utilizando una variedad de medio de crecimiento de acuerdo con el siguiente protocolo estandar.

Las células (250 ul) pasaron de un “bench stock™ de la cepa particular en 40% de jugo de tomate/40% de fase

de fondo de LSW-MRS agar/fase superior MRS bifasica (TJ-SW-MRS bifésica) en un medio bifdsico TJ-SW-MRS
fresco e incubado bajo condiciones estaticas durante 18-24 horas a 47°C.

Medio MRS (pH = 6.2)

10 g/L compendio pancredtico de gelatina
8 g/L extracto de carne

4 g/L extracto de levadura

20 g/L glucosa

2¢gL K,HPO,

1g/L Tween® 80

5g/lL acetato de sodio

Sg/L citrato de amonio

0.2 gL MgSO,

0.05 g/L MnSO,

Una alicuota de 1.0 ml del incubado en el medio bifasico TI-SW-MRS fresco se utilizé para inocular 80 ml del
Medio B suplementado con 10% de CSL, glucosa (60 g/L de concentracién total) y carbonato de calcio (20 g/L) en
una botella de suero sellada e incubada con agitacién 18 horas a 47°C en un agitador ambiental.
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Medio B (pH = 4.7)

8-12 vol.% Licor para empapar maiz
5g/L extracto de levadura
50-100 g/L glucosa

2g/L K,HPO,

1g/L Tween® 80

2g/L citrato de amonio

0.2 g/l MgSO,

0.05g/L MnSO,

20-40 g/L CaCo,

Los fermentadores que contienen el Medio B con los niveles deseados de glucosa y carbonato de calcio (por
ejemplo, 90 g/L de glucosa y 33.4 g/L de carbonato de calcio) se inocularon con 10% (v/v) del cultivo de 18 horas. La
fermentacion se corri6 a 47-49°C con agitacion a 150 rpm y los jarros de fermentacién 70-80% llenos. El corrimiento
de los jarros de fermentacidn en este nivel de volumen liquido aseguré que el medio no se volviera altamente aerébico.

Ejemplo 2
Aislamiento de las Cepas Homoldcticas Tolerantes a Acido sin Control de pH

Las cepas bacterianas homoldcticas se aislaron de las muestras de agua para empapar maiz obtenida de ocho
diferentes instalaciones de molienda de maiz industrial. Las instalaciones se localizaron en Blair, Nebraska; Edyville,
Iowa; Cedar Rapids, lowa; Dayton, Ohio; Memphis, Tennessee; Estanbul Turquia; Tillbury, Inglaterra; y Bergen Op
Zoon, Holanda.

Las cepas se aislaron al obtener muestras del agua de empapamiento proveniente de las instalaciones de molienda
de maiz comercial. Las muestras se pusieron en placas sobre placas de 10% de CSL-MRS agar (pH 5.0) e incubadas
anaerébicamente a 47°C. Las colonias se restreaked para aislamiento sobre placas con 10% de CSL-MRS agar. Los
aislados se pasaron entonces a un medio bifasico de 40% LSW- 40% jugo de tomate - fase de fondo MRS/fase superior
MRS (pH 6.0) con propésitos de mantenimiento. Las cepas aisladas se seleccionaron para la produccién heteroldctica
al monitorear la formacién de gas (CO,) en la parte inferior del tubo. Los aislados homolacticos se seleccionaron
entonces en el Medio MRS suplementado con 10% en vol. de CSL y 30 g/L de glucosa para el rendimiento de lactato
y la pureza 6ptica del lactato producido. Los resultados se muestran en la Tabla 1 adelante.

Las cepas bacterianas aisladas se identificaron como productoras de homolactato (“homolactato”) o productoras
de heterolactato (“heterolécticas”). Con base en la fermentacion en el medio MRS suplementado con 10% en vol. de
licor para empapado de maiz (“CSL”), las cepas bacterianas homoldacticas aisladas se caracterizaron en términos de la
produccién de lactato total, el pH de fermentacion final y el lactato L % producido (ver Tabla 1 adelante). En razén a
que aproximadamente el 50% de lactato en el licor de empapamiento de maiz agregado (“CSL”) fue tipicamente lactato
D, las cepas que produjeron por lo menos 70% de lactato L se consideraron como cepas productoras de lactato L. Esta
presuncién se confirmé mediante experimentos posteriores bajo condiciones donde los niveles de contaminacién con
el lactato D en el producto que surgen del agua de empapamiento presente en el medio nutriente fue inferior (por
ejemplo, los niveles de produccién de lactato superior o utilizar agua de empapamiento de maiz que tiene mas del 80%
de lactato L (como una fraccion del lactato total)).

Las fermentaciones se llevaron a cabo a 48°C bajo las condiciones estdndar descritas en el Ejemplo 1. Los resulta-
dos se muestran en la Tabla 1 de adelante.

Ejemplo 3
Aislamiento de las Cepas Homoldcticas Tolerantes a Acido que Utilizan la Base Agregada

Un conjunto adicional de cepas homol4cticas se aislé de las muestras de agua para empapar maiz obtenidas de las
instalaciones de molienda de maiz en Edyville (Iowa), Cedar Rapids (Iowa), y Blair (Nebraska). El procedimiento de
aislamiento empleado fue el mismo que se describi6 en el Ejemplo 2. Las cepas homoldcticas aisladas se caracterizaron
con base en las fermentaciones llevadas a cabo en el Medio B suplementado con 10% en vol. de CSL, 90 g/L de glucosa
y 33 g/L de CaCO;. La produccién de lactato total y/o el porcentaje de lactato L producido se midi6 para este conjunto
de cepas. Los resultados se muestran en la Tabla 2 de adelante.
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TABLA 2
Cepas Homolacticas Aisladas
Cepa No. g/L de lactato % de Lac-L
90 62 81
92 67.9 59
95 62.47 44
99 63.17 78
103 58.53 75
104 65.18 75
109 66.26 83
114 47.99 62
127 49.54 44
129 68.75 77
132 59.12 95
133 6037 95
134 28.87 63
136 54.1 41
139 66.08 47
140 57.18 94

Ejemplo 4
Efecto de la Base Agregada sobre la Produccion de Lactato

Un ntimero de cepas descritas en el Ejemplo 2 que se han identificado como productoras de lactato L se selec-
cionaron para examinar el efecto de la base agregada (CaCOs) sobre la produccion de lactato. Las fermentaciones se
llevaron a cabo a 48°C en medio MRS suplementado con 10% de CSL y 30 g/L de glucosa. Para las determinaciones
hechas en la presencia de la base agregada, se utiliz6 el medio MRS suplementado con 10% de CSL, 30 g/L de glucosa
y 20 g/L de CaCOs.

TABLA 3

Efecto del CaCO; sobre la Produccion de Lactato

Cepa # Produccion de Lactato (g/L)
~ BaseNo. 20 g/L CaCOs
6 21 42
10 20 32
14 23 37
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TABLA 3 (continuacion)

Cepa # Produccion de Lactato (g/L)
Base No. 20 g/L CaCO;,
19 17 33
21 26 49
22 19 34
23 28 47
24 18 46
41 24 48
42 27 49
43 23 42
44 24 39
45 21 37
46 21 47
47 21 37
51 24 37

Produccion de Lactato L

El nivel de produccién de lactato L se caracterizé por un nimero de cepas descritas en el Ejemplo 2. Las fermen-
taciones se llevaron a cabo a 48°C en un medio MRS suplementado con 10% de CSL, 30 g/L de glucosa y 20 g/L de

CaCoOs;.

TABLA 4
Produccion de Lactato L
Capa # % de Lactato L. Lactato Producido (g/L)
10 87% 39.12
14 79% 21.11
21 85% 38.56
23 85% 35.69
24 84% 31.78
41 86% 38.10
42 83% 30.62
43 80% 25.17
44 84% 3175
46 86% 36.12
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Ejemplo 6
Produccion de Lactato mediante las Cepas de Lactobacillus Depositadas en el ATCC

La productividad del lactato de un nimero de cepas de Lactobacillus conocidas aisladas de fuentes diferentes
del agua de empapamiento de maiz se examinaron. Las muestras de once cepas diferentes se obtuvieron del Ameri-
can Tissue Culture Collection (Rockville, Maryland) y se seleccionaron para la produccién de lactato total y el pH
de incubacién final con base en la fermentacién a 37°C en un medio MRS suplementado con 75 g/L de glucosa y
30 g/L de carbonato de calcio. Los resultados se muestran adelante en la Tabla 5. Todas las cepas exhibieron creci-
miento pobre a 47°C y se inhibieron mediante la presencia de agua de empapamiento de maiz en el medio nutriente.
Aungque los requisitos de nutrientes de las cepas depositadas en el ATCC son diferentes de las cepas aisladas del agua
de empapamiento de maiz, varias de las cepas depositadas en el ATCC parecen ser capaces de producir concentra-
ciones relativamente altas de 4cido lactico libre. En particular el Lactobacillus helviticus (ATCC # 15009; 66 g/L de
lactato a un pH de incubacién final de 4.03), Lactobacillus paracasei tolerans (ATCC # 25599; 66 g/L de lactato a un
pH de incubacién final de 4.04), y el Lactobacillus salivarius salivarius (ATCC # 11741; 64 g/L de lactato a un pH
de incubacién final de 4.12) parece ofrecer potencial como productores de 4cido lactico libre de alta productividad. La
pureza Optica del lactato producido por un niimero de cepas se determind. Ninguna de las cepas capaces de producir
una concentracién relativamente alta de 4cido lactico libre fue una cepa productora de lactato L.

TABLA 5
Produccién de Lactato mediante las Cepas de Lactobacillus ATCC

ATCC # Lactobacillus Lac % Lac-L pH
12315 L. delbrueckii lactic 47 42 493
11741 L. salivavirus salivavirus 64 52 4.12
25302 L. paracasei paracasei 52 69 4.76
25258 L. jensenii 3 - 6.25
15009 L. belveticus 66 53 4.03
33409 L. delbrueckii bulgaricus 18 54 5.45
25599 L. paracasei tolerans 66 53 4.04
39392 L. casei casei 50 12 4.71
33323 L. grasseri 18 - 5.62
4536 L. acidophilus 40 - 543
35046 L. animalis 51 - 4.78

Ejemplo 7

Tolerancia del SO, de la Cepa Homoldctica #41

El efecto de los niveles variantes de diéxido de azufre (SO,) sobre la productividad del lactato de la cepa homolac-
tica #41 se examind. Los efectos de la concentracion variante de didxido de azufre sobre la produccion de lactato se
examinaron utilizando la cepa #41. Las fermentaciones se llevaron a cabo en el Medio MRS suplementado con 10%
en vol. de CSL, 30 g/L de glucosa y 20 g/LL de CaCOj; por via del protocolo de fermentacion estdndar descrito en el
Ejemplo 1. Los resultados mostrados en la Tabla 6 de adelante demuestran que la cepa #41 es capaz de producir lac-
tato en la presencia de concentraciones de SO, de hasta por lo menos aproximadamente 600 ppm. En la fermentacién
similar llevada a cabo en la presencia de 800 ppm, la cepa #41 inici6 la produccién de lactato después de una fase
formante de 144 horas.

TABLA 6
Tolerancia de SO, de la Cepa Homoldctica #41

Conc. de SO, Produccion de Lactato (g/L)
24 br. 48 hr. 72 hr.
200 ppm 11 48 66
400 ppm 9 27 55
600 ppm 9 11 43
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Ejemplo 8
Efecto de la Temperatura sobre la Produccion de Lactato
La productividad de lactato de la cepa homolictica #41 se determiné en un rango de temperaturas entre 41°C
y 54°C. Las fermentaciones se llevaron a cabo en un Medio B suplementado con 10% en vol. de CSL, 60 g/L de
glucosa y 20 g/LL de carbonato de calcio. Los resultados mostrados en la Tabla 7 de adelante establecen que el rango
de temperatura 6ptima para la produccion de lactato por la cepa #41 es de 44°C a 54°C.
TABLA 7

Dependencia de la Temperatura de la Produccion de Lactato

Produccion de Lactato (g/L)

Temp. (°C) 24 hr. 48 hr. 72 hr.
41° 14 51 68
44° 25 55 68
47° 26 50 63
50° 31 52 57
54° 9 19 23

Ejemplo 9
Efecto de la Concentracion de Agua de Empapamiento sobre la Produccion de Lactato
Se condujeron fermentaciones que emplean un niimero de cepas productoras de lactato L descritas en el Ejemplo

2 para examinar el efecto de varias cantidades de licor de empapamiento de maiz en el medio de crecimiento sobre
la produccion de lactato. Las fermentaciones se condujeron a 48°C en un Medio A (ver adelante) suplementado con
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50 g/L de glucosa, 20 g/L de CaCOs, y 1%, 5% o 10% de CSL.

Medio A (pH =5.0)

10 g/L Extracto de levadura
0.2% K;HPO,

1gL Tween® 80

2% citrato de amonio
0.005 % MnSO,4H;0
0.02% MgSO, 7H,0

carbdn agregado/fuente de energia
fuente de nitrégeno agregado
CaCO; agregado para modular el pH

TABLA 8

Efecto del Agua Empapamiento sobre la Produccion de lactato

Cepa # Produccion de Lactato (g/L)
1 % de CSL 5% de CSL 10% de CSL
10 1 19 31
23 1 10 32
24 1 22
41 1 9 33
45 1 35
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Ejemplo 10
Caracterizacion de las Cepas Homoldcticas con Base en el Ribotipo

Un niimero de cepas bacterianas homolacticas que producen lactato L aisladas del agua de empapamiento de maiz
se categorizaron con base en el andlisis de patrén de riboimpresion (ver, por ejemplo, Jaquet et al., Zbl. Bakt., 276,
356-365 (1992)). Esta técnica se basa en la digestion de ADN proveniente de una colonia tinica de la cepa en cuestién
utilizando una enzima de restriccién EciRI y la hibridizacién después de la separacion de tamafio sobre un gel de
agarosa con un operéon rARN quimicamente marcado de E. coli. El patrén resultante es un indicador directo de las
relaciones genéticas entre los organismos y que se ha utilizado para suministrar la identificacién entre cuatro géneros
de bacterias (Samonella, Listeria, Staphylococcus y E. coli) asi como también la identificacién taxondmica de de las
cepas gram positivas y gram negativas cercanamente relacionadas.

Los resultados del ribotipo de siete de las cepas productoras de lactato aisladas del agua de empapamiento de maiz
se muestran en la Figura 2. Las cepas dadas en la designacién del mismo RiboGrupo son probablemente identificadas
en el mismo nivel de taxén como idénticas. Los ribotipos exhibidos por las siete cepas mostradas en la Figura 2 no
coinciden con los patrones de cualquiera de las 30 diferentes cepas bacterianas de dcido 14ctico en una base de datos
de computadora del laboratorio comercial. Entre las cepas en la base de datos que no suministran una coincidencia
estuvieron el Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus animalis, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus amylovorus y Lactobacillus salivarus. Los ribotipos de las cepas listadas en la Figura 2 tampoco su-
ministran una coincidencia con los patrones del Lactobacillus agilis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus confusus, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus
kefir, Lactobacillus murinus, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake, y Lactobacillus
suebicus. Los patrones del ribotipo mostrados en la Figura 2 tampoco suministraron una coincidencia con el Lacto-
coccus garviae, Lactococcus lactis, y Lactococcus faffinolactis o con Leuconostoc carnosum, Leuconostoc citreum,
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc paramesenteroides, Pediococcus acidilactici, Pediococcus dextrinicus y Pe-
diococcus pentoxaceus.

Los patrones del ribotipo de siete cepas mostrados en la Figura 2 caen en los tres RiboGrupos. Dos cepas (#114
y #119) tienen ribotipos idénticos. Una de estas cepas es una cepa heteroldctica (#119) mientras la otra es una cepa
homoldctica que produce lactato racémico (#114). La una cepa productora de lactato D (#79) exhibi6 un patrén de
ribotipo que fue diferente de los otros seis. Las restantes cuatro cepas (#90, 127, 132 y 140) se clasificaron en el mismo
RiboGrupo y se consideraron probablemente como idénticas en el mismo nivel de taxén, a pesar del hecho de que sus
patrones de ribotipo no fueron idénticos. De las cuatro cepas con un patrén MIL 4-1132, tres fueron cepas productoras
de lactato L (#90, 132 y 140) mientras la cuarta (#127) produjo lactato racémico.

Ejemplo 11
Efecto de la Base Agregada sobre la Produccion de Lactato

El efecto de la adicién de cantidades varias de CaCO; sobre la productividad de lactato de la cepa homolactica
#41 se examind. Los experimentos se llevaron a cabo a 47°C en un Medio A suplementado con 8% en vol. de CSL,

200 g/L de glucosa, y cantidades variantes de carbonato de calcio agregado (30-90 g/L). Los resultados se muestran
en la Tabla 9 de adelante.

TABLA 9

Efecto de CaCOj; sobre la Produccion de Lactato

Produccion de Lactato CaCO; (g/L)

Conc. 0 hr. 24 hr. 51 hr. 120 hr. pH final
30 g/L 3.17 48.1 75.5 75.7 3.98
40 g/L 6.12 53.4 81.3 87.0 4438
50 g/L 5.84 494 83.4 88.1 4.73
60 g/L 3.21 50.2 75.4 77.2 475
70 g/L 4.85 489 75.3 73.8 48
80 g/L 345 54.4 61.1 83.6 4.77
90 g/L 5.39 49.6 57.8 83.6 4.74
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Ejemplo 12
Perfil de Fermentacion de la Cepa #41 con 12% de CSL, 90 g/L de Glucosay 33.4 g/L de CaCO;

La Figura 3 muestra el perfil del pH y los componentes organicos en el caldo de fermentacién como una funcién
del tiempo durante el curso de un experimento de fermentacién representativo. El perfil mostrado en la Figura 3 se
basa en los resultados obtenidos de la incubacién a 47°C de la cepa #41 en el Medio B suplementado con 10% en vol.
de CSL, 100 g/L de glucosa y 33.4 g/L de carbonato de calcio.

Ejemplo 13
Perfil de Fermentacion de la Cepa #41 con 90 g/L de Glucosa, 33.4 g/L de CaCOs y 12% de CSL/36% de LSW

La Figura 4 muestra la produccién de lactato como una funcién del tiempo durante el curso de los experimentos
de fermentacién representativos con la cepa #41. Las fermentaciones se llevaron a cabo utilizando el procedimiento
descrito en el Ejemplo 1. El perfil mostrado en la Figura 4 se basa en los resultados obtenidos de la incubacién de la
cepa #41 a 47°C en el Medio C suplementado con 90 g/L de glucosa, 33.4 de carbonato de calcio y 12% en vol de CSL
(36% en peso de solidos secos) 0 36% en vol. de LSW (12% en peso de sélidos secos). Los resultados resumidos en la
Tabla 10 de adelante muestran los niveles de dcido l4ctico libre final de aproximadamente 40 g/L libre con cualquier
fuente de agua de empapado de maiz. En razén a que el lactato se produjo con una cepa productora de lactato L (#41),
por lo menos aproximadamente 35 g/L de dcido lctico libre estaba presente al final de estas fermentaciones (el resto
es lactato D libre presente en el agua de empapado agregada).

TABLA 10

Produccion de Lactato con la Cepa #41

Fuente de Agua de Empapado de Maiz

12% de CSL 36% de LSW

Lactato (g/L)

0 hrs. 10.3 84

16 hrs. 44.0 52.4

24 hrs. 80.5 92.2

44 hrs. 91.5 96.8

pH Final 3.92 3.98
Lactato Libre Final 42 41

Ejemplo 14

Produccion de Lactato de la Cepa #41 con 8-12% de CSL, 90 g/L de Glucosa 'y 36.6 g/L de CaCO;

La Figura 5 muestra la produccién de lactato como una funcién del tiempo durante el curso de los experimentos de
fermentacion representativos con la cepa #4 1. Las fermentaciones se llevaron a cabo utilizando una versién modificada
del procedimiento descrito en el Ejemplo 1. Las células de la cepa #41 fueron pre-crecidas en 800 ml del medio y
luego separadas del medio. Las células pre-crecidas se resuspendieron entonces en 800 ml del medio fresco. El perfil
mostrado en la Figura 5 se basa en los resultados obtenidos de la incubacién de las células pre-crecidas a 47°C en el
Medio B suplementado con 90 g/L. de glucosa, 36.6 g/L de carbonato de calcio, y 8% en vol. de CSL (36% en peso de
s6lidos secos), 12% en vol. de CSL, 24% en vol. de LSW (12% en peso de sélidos secos), 0 36% en vol. de LSW.

TABLA 11

Produccion de Lactato con la Cepa #41

Fuente de Agua de Empapado de Maiz pH final Lactato Léctico libre
8% CSL 3.83 93 g/L 47 g/L
24% LSW 3.90 94 g/L. 44 g/L
12% CSL 3.80 97 g/L 52 ¢g/L
36% LSW 3.81 99.5 /L 53 g/L
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Ejemplo 15

Efecto de la Glucosa Agregada sobre la Produccion de Lactato

Los efectos que varian las cantidades de una fuente de carbohidrato agregada (glucosa) sobre la produccion de
lactato se examind para la cepa homoléctica #41. Las fermentaciones se corrieron al incubar la cepa #41 a 48°C en
el Medio A suplementado con 10% de vol. de CSL, 20 g/ de CaCOs; y el nivel indicado de glucosa utilizando el
procedimiento de fermentacion estdndar descrito en el Ejemplo 1. El medio también contenia 1-15 g/L de azicar
fermentable adicional (principalmente glucosa y fructosa) del licor de empapado de maiz. Los resultados se muestran
en la Tabla 12 de adelante. Los resultados de este experimento sugieren que por lo menos para el nivel de la base
agregado (20 g/L. de CaCOs), la productividad de lactato se puede mejorar mediante la adicion de por lo menos 50 g/L.

de una fuente de carbohidrato tal como glucosa.

TABLA 12

Efecto de la Glucosa sobra la Produccion de Lactato

Glucosa Agregada Produccion de Lactato (g/L)
24 hr. 48 hr. 72 hr.
30g/L 14 39 42
50 g/L 11 51 S5
80 g/L 11 50 67
100 g/L 9 47 65

La invencidn se ha descrito con referencia a varias de las modalidades y técnicas especificas y preferidas. La inven-
cién no se debe considerar, sin embargo, como limitada a las modalidades especificas descritas en la especificacion.
Se debe entender que muchas variaciones y modificaciones se pueden hacer aunque permaneciendo dentro del espiritu

y alcance de la invencion.

TABLA 1
Cepas HomolActicas Aisladas
Cepa No. g/L Lactato pH % Lactato L

1 16.7 4.04 34
2 19.4 3.97 36
3 4,51

5 8.1 5.22 18
6 18.4 4.02 69
7 17.5 4.03 38
8 23.8 4.51 43
9 25.1 4.29 34
10 23.6 4.33 73
11 26.2 43 37
12 24.6 4.32 36
13 21.6 4.22 54
14 243 4.15 77
15 24.2 4.13 51
16 21.3 4.25 64
17 18.1 4.34 39
18 25.2 4.28 74
19 104 5.06 35
20 253 4.14 69
21 23.1 4.17 76
22 224 4.21 75
23 28.6 4.12° 78

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2313754 T3

24 22.8 4.19 41
25 22.6 4.19 44
26 8.1 17
27 237 4.19 48
28 22 421 44
29 21.1 4.18 51
30 236 4.15 47
32 20.4 415 46
34 19.5 41
35 40
(continuacion)
Cepas Homolacticas Aisladas
Cepa No. g/L Lactato pH % Lactato L

36 35
37 37
38 42
39 62
40 36
41 245 4.17 76
42 259 4.25 75
43 25 4.26 74
44 26.2 4,28 74
45 259 4.27 74
46 274 4.25 76
47 26 4.27 73
48 133 4.54 47
49 284 4.19 47
50 29.2 4.21 47
51 26.1 4.22 76
52 30.6 48
55 2
56 31
57 32
58

59

60

61 45
62 88
63 5
64 92
65 41
66 4
67 5
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68 5
69 49
(continuacion)

Cepas Homolacticas Aisladas

Cepa No. g/L Lactato pH % Lactato L
70 48
71 44
72 5
73 5
74 5
75 3
76 53.27 2
77 4
78 3
79 3
80 3
81 15.8
82 16.7
83 399 55
84 14
85 14.2
86 8.1
87 84
88 46.1 35
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para producir 4cido lactico que comprende:
suministrar un medio nutriente;
inocular el medio nutriente con microorganismos productores de lactato tolerantes a acido; e
incubar los microorganismos productores de lactato tolerantes a 4dcido en el medio nutriente a un pH de incubacién
promedio de no mds de 4.2 para generar una solucién que incluye por lo menos 50 g/L. de lactato de un pH de

incubacién final de 4.3 o inferior, en donde el lactato tiene una pureza 6ptica de por lo menos 50%.

2. El proceso de la reivindicacién 1, en donde dichos microorganismos productores de lactato tolerantes a dcido
son bacterias homoldcticas tolerantes a dcido, particularmente un Lactobacillus homoldactico tolerante a dcido.

3. El proceso de la reivindicacién 1 o 2, en donde la temperatura de incubacién es de por lo menos 43°C, preferi-
blemente 45°C a 52°C.

4. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la temperatura de incubacion es de 47°C a
50°C.

5. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende incubar las bacterias homolacticas
tolerantes a 4cido en el medio de nutriente para generar una solucién a un pH de incubacidn final de 4.3 o inferior, que
incluye por lo menos 50 g/L de lactato L o a por lo menos 50 g/L de lactato D.

6. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el medio nutriente incluye por lo menos
15 g/L de sélidos secos del agua de empapado de maiz.

7. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el medio nutriente comprende por lo menos 50 g/L de
carbohidrato que incluye glucosa, fructosa, galactosa, melibiosa, sacarosa, rafinosa, estaquiosa, o una mezcla de éstos.

8. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende incubar la bacteria en el medio nutriente a un
pH de incubacién promedio de 4.3 o inferior para generar una solucién que incluye por lo menos 75 g/L de lactato L.

9. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 8 en donde el medio nutriente comprende una base.

10. El proceso de la reivindicacién 9, en donde la base comprende carbonato de calcio, hidréxido de sodio, hidré-
xido de amonio, bicarbonato de sodio o una mezcla de éstos.

11. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el medio nutriente comprende una sal de lactato.

12. El proceso de la reivindicacién 11 en donde la sal de lactato comprende lactato de calcio, lactato de sodio,
lactato de amonio o una mezcla de éstos.

13. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende incubar la bacteria en el medio nutriente para
producir lactato L que tiene una pureza 6ptica de por lo menos 80%.

14. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 13, que comprende incubar la bacteria en el medio nutriente para
producir lactato a una tasa total de por lo menos 2.0 g/L/hr.

15. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende incubar la bacteria homoldctica tolerante a
acido en el medio nutriente para generar una solucién a un pH de incubacién final de no mas de 4.0 que incluye por lo
menos 50 g/L de lactato L o por lo menos 50 g/L de lactato D.

16. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 15, que comprende incubar la bacteria en el medio nutriente que
tiene un pH de incubacién promedio de no mas de 4.2.

17. El proceso de una de las reivindicaciones 1 a 16, que comprende ademas:

incubar los microorganismos productores de lactato tolerante a 4dcido en una primera porcién del medio nutriente
para producir una primera solucién de producto que incluye por lo menos 50 g/L de lactato a un pH de incubacién final
de 4.3 o inferior, en donde el lactato en la primera solucién del producto tiene una pureza éptica de por lo menos 50%;

separar la primera solucién de producto para producir (i9 una primera fraccion que incluye lactato y estd sustan-
cialmente libre de los microorganismos, y (ii) una segunda fraccién que incluye los microorganismos; y procesar la
primera fraccién para producir una tercera fraccién con vaciamiento de dcido lactico y una cuarta fraccién enriquecida
con 4acido lactico.
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18. El proceso de la reivindicacion 17, que comprende ademds formar una mezcla que incluye (i) por lo menos una
porcién de la tercera fraccion; (ii) una segunda porcion del medio nutriente; y (iii) los microorganismos; e

incubar la mezcla para producir una segunda solucién del producto que incluye por lo menos 50 g/L de lactato a
un pH de incubacién final de 4.3 o inferior, en donde el lactato en la segunda solucién del producto tiene una pureza
optica de por lo menos 50%.

19. El proceso de la reivindicacién 17 o 18, en donde la tercera fraccién con vaciamiento de 4cido lactico incluye
sal de lactato.

20. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, que comprende ademads:
incubar microorganismos productores de lactato tolerantes a dcido en una primera porcién del medio nutriente para
producir una solucién del producto que incluye por lo menos 50 g/L de lactato a un pH de incubacién final de 4.3 o

inferior, en donde el lactato en la solucién del producto tiene una pureza éptica de por lo menos 54%; y

procesar la solucién del producto para producir una fraccién con vaciamiento de dcido l4ctico y una fraccién
enriquecida con 4cido lactico.
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