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DESCRIPCION
Método de produccion de productos quimicos mediante fermentacion continua
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para producir productos quimicos mediante fermentaciéon continua
usando una membrana de separacion.

Antecedentes de la técnica

Las membranas de separacion se han utilizado en una amplia gama de campos, incluyendo el campo del tratamiento
del agua, tal como la produccién de agua potable, la purificacion de agua y el tratamiento de aguas residuales, el
campo de la produccion de farmacos y en la industria alimentaria, y también tienen aplicacién en el campo de la
fermentacion. En el campo del tratamiento del agua tal como la produccién de agua potable, la purificacion de agua y
el tratamiento de aguas residuales, se usan membranas de separacion para eliminar impurezas del agua como un
medio alternativo a la filtracion con arena y la sedimentacién y coagulacién convencionales. El tratamiento de aguas
residuales y la industria alimentaria emplean ampliamente la técnica de membrana de separacion en la que grandes
cantidades de aguas residuales o materia prima de alta concentracion prima se cargan en un recipiente de procesado
y se tratan mientras se mantienen los microbios a alta concentracién, porque la técnica ofrece una alta proporcion de
eliminacion y produce un liquido de alta pureza.

En tales campos, incluido el campo del tratamiento del agua y la industria alimentaria que utilizan membranas de
separacion, existe la necesidad de mejorar el rendimiento de permeacion para reducir los costes. Con este fin, por
ejemplo, ha habido intentos de reducir el area de la membrana con el uso de una membrana de separacion que
sobresale en el rendimiento de permeacion y reducir el tamano del dispositivo, reduciendo asi el coste de la instalacion,
el coste de sustitucion de la membrana y el area de instalacion. Por consideraciones de coste, ha despertado interés
una membrana de fibra hueca que tiene un area de filtro amplia por area de instalacién.

En los Ultimos afios, se han propuesto activamente métodos de producciéon continua que implican el cultivo de
microbios y células cultivadas. En esta técnica, los microbios o las células cultivadas se filtran a través de una
membrana de separacion, y los microbios o células cultivadas separados se retienen o refluyen en el medio de cultivo
simultaneamente cuando se recoge el producto del filirado. De esta manera, la técnica puede mantener altas
concentraciones de microbios o células en el medio de cultivo. Por ejemplo, el Documento de Patente 1 propone
aumentar la productividad mejorando las concentraciones de microbios o células en un medio de cultivo y manteniendo
altas concentraciones en una fermentacion continua llevada a cabo con una membrana de separacion.

A pesar de los estudios activos de la técnica de membrana de separacién para el cultivo de microbios y la separacion
de microbios, el tratamiento de un liquido biolégico a tratar, tal como un medio de cultivo por medio de separacion de
membrana, implica un ensuciamiento grave de la membrana por los microbios, el azlcar, las proteinas, los lipidos o
similares contenidos en el liquido a tratar. Esto es problematico porque deteriora rapidamente el flujo de permeacion
de la membrana.

Otro problema de la técnica de membrana de separacién para el cultivo de microbios y la separacion de microbios es
el control de la proliferacion de microbios. La separacién de la membrana utilizando el filiro de membrana puede
mantener altas concentraciones de microbios o células y, asi, puede producir productos a altas velocidades de
produccion con grandes cantidades de microbios. Sin embargo, aumentar el tiempo de fermentacién para aprovechar
la fermentacion continua permite que los microbios proliferen continuamente, y aumenta excesivamente la
concentracién de microbios, aumentando asi la presién transmembrana. Una posible solucién es extraer algunos de
los microbios durante la operacion y controlar la concentracion de microbios. Sin embargo, esto puede causar un
problema en el tratamiento de los microbios retirados, o puede aumentar la posibilidad de contaminacion con los otros
microbios en el fermentador durante o después de la extracciéon de los microbios.

En los procesos comunes de separacion de membrana, la superficie de la membrana se lava de forma regular o
irregular para eliminar los materiales adheridos o adsorbidos a la superficie de la membrana (por ejemplo, SS (s6lido
suspendido) adherido a la superficie de la membrana) y mantener el rendimiento del filtro. Por ejemplo, el Documento
de Patente 2 propone lavar una membrana mediante la permeacion inversa programada del permeado desde el lado
del permeado para mantener el rendimiento del filtro. EI Documento de Patente 3 propone realizar la filtracion mientras
se lava una superficie de membrana con aire suministrado desde abajo de una unidad de filtraciéon. EI Documento de
Patente 4 propone un método para la limpieza quimica de una unidad de filtracién para permitir el lavado de una
superficie de membrana que no puede lavarse mediante los métodos descritos en los Documentos de Patente 2 y 3.
Sin embargo, estos métodos de tratamiento son para el lavado de una superficie de membrana, y no pueden controlar
las concentraciones de microbios. La limpieza quimica es particularmente problematica, ya que tiene efectos adversos
sobre el producto de fermentacién, deteriora la membrana y acorta la vida Gtil de la membrana, y requiere un
tratamiento del liquido residual producido por la limpieza quimica.

Entre las otras técnicas consideradas posibles se incluyen: una técnica que aumenta el efecto de lavado usando agua
a alta temperatura como agua de lavado a contracorriente cuando se lleva a cabo el lavado a contracorriente usando
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permeado (Documento de Patente 5); una técnica de operacion de lavado de membrana de separacion que implica
una etapa de concentracion, una etapa de separacion por membrana y una etapa de lavado con agua tibia (Documento
de Patente 6); y un método de lavado de membrana de separaciéon que utiliza agua caliente y una hidrolasa
(Documento de Patente 7). Sin embargo, con estos métodos es dificil controlar la proliferacién de microbios, y la
hidrolasa es costosa y afiade costes directamente.

Documentos de los antecedentes de la técnica
Documento de patente

Documento de patente 1: WO2007/097260
Documento de patente 2: JP-A-8-141375
Documento de patente 3: JP-A-2001-38177
Documento de patente 4: JP-A-2002-126470
Documento de patente 5: JP-A-2008-289959
Documento de patente 6: Patente Japonesa N.2 3577992
Documento de patente 7: JP-A-2006-314883
Compendio de la invencion

Problemas que debe resolver la invencion

Como se ha descrito antes, las técnicas convencionales no solucionan problemas tales como la complicada etapa de
lavado, el tratamiento del liquido residual generado por el lavado y la retencién del rendimiento del filtro y el control de
las concentraciones excesivas de microbios para el cultivo de microbios a alta concentracién. Por consiguiente, existe
la necesidad de desarrollar un método de operacién de filtro de membrana para mantener el rendimiento del filtro, y
un método para controlar las concentraciones de microbios.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un método de lavado a contracorriente capaz de mantener el
rendimiento del filtro para el cultivo a alta concentracion de una mezcla de microbios, y al mismo tiempo controlar las
concentraciones de microbios en la produccion y recogida de un producto mediante fermentacion usando una
membrana de separacion.

Medios para resolver los problemas
La presente invencién puede resolver los problemas anteriores con las siguientes configuraciones (1) a (5).
(1) Un método para producir productos quimicos mediante una fermentacion continua, comprendiendo el método:

(a) generar productos quimicos por fermentacién con un medio de cultivo que contiene una materia prima de
fermentacion y microbios o células cultivadas a una temperatura de 15°C a 65°C en un fermentador;

(b) filtrar el medio de cultivo a través de una membrana de separacién;

(c) recoger el producto quimico del filtrado;

(d) retener o refluir los restos sin filtrar en el fermentador;

(e) anadir materia prima de fermentacion al medio de cultivo en el fermentador; y

(f) lavar la membrana de separacion con un liquido de lavado suministrado desde el lado de permeado de la membrana
de separacion durante la etapa (a) en un estado en el que la fermentacién con los microbios o las células cultivadas
contintia en el medio de cultivo en el fermentador;

donde el liquido de lavado es agua que tiene una temperatura al menos 5°C mayor que la temperatura del medio de
cultivo en el fermentador en la etapa (a) hasta una temperatura maxima del agua de lavado de 100°C, y la
concentracién de los microbios en el fermentador se controla suministrando el liquido de lavado.

(2) El método para producir productos quimicos mediante fermentacién continua segun (1), en el que el liquido de
lavado contiene un agente oxidante.

(3) EI método para producir productos quimicos mediante fermentacion continua segun (2), en el que el agente
oxidante contiene al menos un agente seleccionado del grupo que consiste en hipoclorito, diéxido de cloro, ozono y
peréxido de hidrogeno.
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(4) El método para producir productos quimicos mediante fermentacién continua segun (1), en el que el liquido de
lavado contiene un ajustador de pH.

(5) El método para producir productos quimicos mediante fermentacién continua segun (1), en el que el liquido de
lavado contiene la materia prima de fermentacién.

Ventaja de la invencion

La presente invencion tiene ventajas en la operacion de la fermentacion continua llevada a cabo para filtrar un medio
de cultivo de fermentacién con una membrana de separacion y eliminar el permeado que contiene el producto quimico
mientras que retiene continuamente los restos no filirados en un fermentador. Especificamente, la invencién posibilita
de forma eficaz el lavado de productos que ensucian la membrana que se originan de la filtracidon con membrana y el
control de las concentraciones de microbios en un fermentador. La invencion también puede mejorar en gran medida
la eficiencia de la produccién de fermentacion de forma estable y econdmica, y puede evitar la generacién de un liquido
de lavado de residuos y un medio de cultivo retirado, haciendo posible reducir los costes gracias a la reduccién del
coste del tratamiento. Por lo tanto, la invencion puede producir de manera estable productos de fermentacion a bajo
coste en una amplia diversidad de industrias de fermentacion.

Breve descripcion de los dibujos

[Fig. 1] La Fig. 1 es una vista lateral esquematica que explica un ejemplo de un dispositivo de fermentacion continua
con separacion por membrana utilizado en la presente invencién.

[Fig. 2] La Fig. 2 es un diagrama que representa el método y el procedimiento de lavado a contracorriente realizado
con un médulo de membrana en la presente invencion.

[Fig. 3] La Fig. 3 es un diagrama que representa los cambios en la concentracién de microbios a lo largo del tiempo
en experimentos de filtracién con fermentacion continua segun los Ejemplos 1 a 3 y los Ejemplos Comparativos 1y 2.

[Fig. 4] La Fig. 4 es un diagrama que representa los cambios en la presion transmembrana a lo largo del tiempo en
experimentos de filtracion con fermentacién continua segun los Ejemplos 1 a 3 y los Ejemplos Comparativos 1y 2.

[Fig. 5] La Fig. 5 es un diagrama que representa cambios en la concentracion de microbios a lo largo del tiempo en
experimentos de filtracién con fermentacion continua segun los Ejemplos 4 y 5y el Ejemplo Comparativo 3.

[Fig. 6] La Fig. 6 es un diagrama que representa cambios en la presion transmembrana a lo largo del tiempo en
experimentos de filtracién con fermentacion continua segun los Ejemplos 4 y 5y el Ejemplo Comparativo 3.

Modo para llevar a cabo la invencion

La presente invencién es un método para operar un dispositivo de fermentacion continua en una fermentacién continua
que utiliza un médulo de membrana para filtracion y en el que el permeado que contiene el producto quimico se extrae
mientras se retienen continuamente los restos no filtrados en un fermentador. El método incluye lavar la membrana
con agua a alta temperatura suministrada desde el lado de permeado del médulo de membrana y controlar las
condiciones de suministro de agua a alta temperatura segun la concentracion de microbios en el fermentador.

La membrana de separacion utilizada para el médulo de membrana de la presente invencion puede ser una membrana
organica o una membrana inorganica, siempre que tenga resistencia quimica. Ejemplos de las mismas incluyen
poli(fluoruro de vinilideno), polisulfona, polietersulfona, politetrafluoroetileno, polietileno, polipropileno y membranas
ceramicas.

La membrana de separacién usada en la presente invencién es preferiblemente una membrana porosa que tiene un
tamafo de poro promedio de 0,01 um o mayor o menor de 1 um. La membrana de separacién puede tener cualquier
forma y puede ser, por ejemplo, una membrana plana o una membrana de fibra hueca.

El tamafo de poro promedio de la superficie de la membrana de separacion se determina a partir del promedio
numérico obtenido por la medicion de 20 diametros de poro seleccionados al azar en una fotografia de una superficie
de la membrana tomada con un aumento de 60.000x con un microscopio electrénico de barrido. Cuando los poros no
son circulares, el tamafio de poro promedio de la superficie se determina utilizando un método en el que el diametro
de un circulo (circulo equivalente) que tiene la misma area que el poro, determinada con un dispositivo como un
dispositivo de procesamiento de imagenes se utiliza como diametro del poro.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la membrana de separacion se puede usar para llevar a cabo
la filtracién sobre una presion transmembrana de 0,1 a 20 kPa.

El m6dulo de membrana de la presente invencion no esta particularmente limitado, siempre que esté realizado en
materiales que tengan una excelente resistencia al calor, y esté conformado para permitir que se inyecte agua a alta
temperatura hacia el lado de la alimentacion desde el lado de permeado del modulo.
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La materia prima para la fermentacion de microbios y células cultivadas usada en la presente invencién no esta
particularmente limitada, siempre que pueda promover el crecimiento de los microbios para ser cultivados por
fermentacion o células cultivadas para ser cultivadas por fermentacién, y pueda producir deseablemente productos
quimicos como los productos previstos de la fermentacion. Ejemplos preferidos de la materia prima de fermentacion
incluyen medios liquidos comunes que contienen apropiadamente una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno,
sales inorganicas y, segun sea necesario, cantidades minoritarias de nutrientes organicos tales como aminoacidos y
vitaminas. También es posible utilizar, por ejemplo, aguas residuales o aguas cloacales, ya sea directamente o con la
materia prima de fermentacién, siempre que sea un liquido que contenga en parte materiales que puedan promover
el crecimiento de los microbios para ser cultivados por fermentacién células cultivadas para ser cultivadas por
fermentacion, y deseablemente pueda producir productos quimicos como los productos previstos de la fermentacion.

Ejemplos de la fuente de carbono incluyen azlcares tales como glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa y lactosa;
almidones e hidrolizados de almidén que contienen dichos azlcares; melazas de batata; melazas de remolacha
azucarera; jugo de cafa; extractos o concentrados de melaza de remolacha azucarera o zumo de cana; filtrados de
melazas de remolacha azucarera o jugo de cafna; azlcares en bruto purificados o cristalizados a partir de un melaza
(melaza de alto rendimiento), una melaza de remolacha azucarera o un jugo de cafia; azicares blancos purificados o
cristalizados a partir de una remolacha azucarera o un jugo de cana; acidos organicos tales como acido acético y acido
fumarico; alcoholes tales como etanol; y glicerina. Tal como se usa en el presente documento, azlcares se refieren a
los primeros productos de oxidacién de polialcohol y carbohidratos que tienen un grupo aldehido o un grupo cetona,
clasificados como aldosa en el caso del grupo aldehido, o cetosa en el caso del grupo cetona.

Ejemplos de la fuente de nitrégeno incluyen sales de amonio, urea, nitratos y otras fuentes de nitrégeno organico
utilizadas como suplementos. Otros ejemplos incluyen harinas oleaginosas, hidrolizados de soja, caseinas
descompuestas, otros aminoacidos, vitaminas, licor destilado de maiz, levaduras o extractos de levadura, extractos
de carne, péptidos tales como peptona y diversos microbios de fermentacion e hidrolizados de los mismos.

Pueden usarse apropiadamente como sales inorganicas materiales, por ejemplo, tales como fosfatos, sales de
magnesio, sales de calcio, sales de hierro y sales de manganeso.

En la presente invencién, el cultivo por fermentacion de microbios se lleva hasta un pH y temperatura apropiados
segun la especie de microbio y la productividad del producto. Tipicamente, el cultivo por fermentacién de microbios se
ajusta a un pH de 4 a 8 y una temperatura de 15 a 65°C. El pH del medio de cultivo de fermentacion se ajusta a un
valor predeterminado del intervalo anterior con materiales como acido inorganico o acido organico, una sustancia
alcalina, urea, hidroxido de calcio, carbonato de calcio y amoniaco.

La velocidad de suministro de oxigeno para el cultivo necesita aumentarse, esto se puede lograr mediante el uso de
varios métodos, que incluyen, por ejemplo, aumentar la cantidad de la aireacion, aumentar la concentracién de oxigeno
mediante la adicion de oxigeno al aire, aplicar presion al medio de cultivo de fermentacién, y aumentar la velocidad de
agitacion. Por otro lado, si la velocidad de suministro de oxigeno necesita reducirse, esto puede se puede lograr
disminuyendo la cantidad de la aireacién o suministrando gases como el diéxido de carbono y gases libres de oxigeno
como el nitrégeno y el argdn con aire.

En la presente invencién, el medio de cultivo de fermentaciéon que contiene microbios o células cultivadas se extrae
preferiblemente en una cantidad ajustada adecuadamente segun la OD600 o MLSS (sélido suspendido de licor mixto)
del medio de cultivo de fermentacién, de modo que la concentracion de los microbios o células cultivadas no disminuya
y reduzca la productividad del producto de fermentacion.

Tipicamente, el procedimiento de cultivo continuo que implica la proliferacién de microbios frescos capaces de producir
productos de fermentacion se lleva a cabo preferiblemente en un tnico fermentador con el objeto de controlar el cultivo.
Sin embargo, el numero de fermentadores no esta limitado, siempre que se utilice el método de cultivo de fermentacion
continua que genera productos mediante la proliferacién de microbios. Se puede usar mas de un fermentador por
razones tales como un pequefio volumen de fermentador. En este caso, se puede obtener una alta productividad de
fermentacion llevando a cabo un cultivo continuo con una pluralidad de fermentadores conectados entre si en paralelo
0 en serie.

Como los microbios y células cultivadas usadas en la presente invencion se usan células eucariotas o células
procariotas. Especificamente, se usan los que se usan comunmente en la industria de la fermentacion, incluidos, por
ejemplo, hongos tales como levaduras y hongos filamentosos, microbios como Escherichia coli, bacterias del acido
lactico, bacterias corineformes y actinomicetos, y células animales y células de insectos. Las bacterias y las células
pueden ser las aisladas del medio ambiente natural o aquellas con propiedades parcialmente modificadas mediante
mutacién o recombinacién genética.

Los productos quimicos obtenidos por el método de produccion de la presente invencién son sustancias producidas
por los microbios o células cultivadas en el medio de cultivo de fermentacién. Ejemplos de los productos quimicos
incluyen sustancias producidas a gran escala en la industria de la fermentacién, incluidos, por ejemplo, alcoholes,
acidos organicos, aminoacidos y &cidos nucleicos. La presente invencion también es aplicable a la produccion de
sustancias tales como enzimas, antibiéticos y proteinas recombinantes. Ejemplos de los alcoholes incluyen etanol,
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1,3-butanodiol, 1,4-butanodiol y glicerol. Ejemplos de los acidos organicos incluyen acido acético, acido lactico, acido
piravico, &cido succinico, acido malico, acido itaconico y acido citrico. Ejemplos de los acidos nucleicos incluyen
inosina, guanosina y citidina.

Los productos quimicos obtenidos por el método de produccién de la presente invencién son preferiblemente
productos liquidos que contienen al menos uno seleccionado de productos quimicos, productos lacteos, productos
farmacéuticos y productos alimenticios o de la fermentacion de bebidas. Ejemplos de los productos quimicos incluyen
sustancias, tales como acidos organicos, aminodacidos y acidos nucleicos, que son aplicables a la produccion quimica
mediante etapas que siguen a la filtracion por separacién de membrana. Ejemplos de los productos lacteos incluyen
sustancias, como la leche baja en grasa, aplicable a la produccion de lacteos mediante etapas que siguen a la filtracion
por separacion de membrana. Ejemplos de los productos farmacéuticos incluyen sustancias, tales como enzimas,
antibiéticos y proteinas recombinantes, aplicables a la produccion de farmacos mediante etapas que siguen a la
filtracion por separacién de membrana. Ejemplos de los alimentos incluyen sustancias, como las bebidas de acido
lactico, aplicables a la produccién de alimentos mediante etapas que siguen a la filtracién por separacion de
membrana. Ejemplos de los productos de la fermentacion de bebidas incluyen sustancias, como la cerveza y el shochu
(alcohol destilado), aplicables a la produccion de bebidas que contienen alcohol mediante etapas que siguen a la
filtracion por separacion de membrana.

En la presente invencidn, la presién transmembrana para la filtracién del medio de cultivo de fermentacion de microbios
y células cultivadas con la membrana de separacion del médulo de membrana no esta limitada, siempre que la filtracion
se produzca en condiciones que no permitan facilmente que los microbios, las células cultivadas y los componentes
del medio obstruyan la membrana. Sin embargo, es importante que la filiracion se lleve a cabo a una presion
transmembrana de 0,1 kPa a 20 kPa. La presiéon transmembrana es preferiblemente de 0,1 kPa a 10 kPa, mas
preferiblemente de 0,1 kPa a 5 kPa. Una presién transmembrana fuera de estos intervalos puede causar problemas
en la operacién de fermentacion continua ya que los microbios y los componentes del medio obstruyen facilmente la
membrana y reducen las cantidades de permeado.

La fuerza impulsora de la filtracion puede ser proporcionada por una diferencia de nivel de liquido (diferencia de carga
de agua), o por la presién transmembrana generada a través de la membrana de separacion con una bomba de
circulacion de flujo cruzado. Alternativamente, se puede instalar una bomba de succién en el lado de permeado de la
membrana de separacion para proporcionar una fuerza impulsora de filtracion. Cuando se usa una bomba de
circulacion de flujo cruzado, la presion transmembrana se puede controlar con presion de succion. La presion
transmembrana también puede se puede controlar mediante la presiéon del gas o del liquido que introduce presién
para el lado del medio de cultivo de fermentacion. Para el control de presién, se puede usar como la presién
transmembrana para el control de la presién transmembrana la diferencia de presién entre la presion en el lado del
medio de cultivo de fermentacién y la presion en el lado de permeado de la membrana de separacion.

La presente invencion usa agua a alta temperatura que tiene un efecto de lavado de la membrana y que puede reducir
la concentracién de microbios. El agua a alta temperatura se ajusta a una temperatura 5°C o mayor que la temperatura
del medio de cultivo y menor de 100°C, mas preferiblemente una temperatura al menos 10°C mayor que la temperatura
de cultivo y menor de 100°C. Temperaturas inferiores a la temperatura media de cultivo dificultan el control de las
concentraciones de microbios en la fermentacion continua. Por otro lado, si la temperatura supera los 150°C, se debe
aplicar una presién muy alta para mantener el agua a alta temperatura en estado liquido. Por lo tanto, las temperaturas
en estos intervalos no son practicas. Si el agua de lavado a contracorriente tiene una temperatura mayor que en las
condiciones anteriores, aumenta la posibilidad de matar rapidamente grandes cantidades de microbios de una manera
que depende de las caracteristicas de los microbios. Por lo tanto, es deseable medir con antelacion la tasa de
destruccién dependiente de la temperatura de los microbios.

Tal como se usa en el presente documento, el lavado a contracorriente se refiere a un método en el que el liquido se
envia desde el lado de permeado al lado de la alimentaciéon de la membrana de separacion, eliminando asi los
productos que ensucian la superficie de la membrana.

El agua a alta temperatura utilizada como liquido de lavado a contracorriente no esta particularmente limitada, siempre
que no esté contaminada por microbios y no contenga sustancias que tengan el riesgo de ensuciar la membrana.

El agua a alta temperatura puede suministrarse usando una unidad de temperatura constante o usando un calentador
provisto de una tuberia de suministro de agua. Es preferible verificar la temperatura del agua a alta temperatura con
un termdémetro y controlar la temperatura entre £ 1°C de la temperatura preestablecida.

La velocidad de suministro del agua a alta temperatura es deseablemente de 1 a 3 veces el flujo de permeacion de la
membrana, o puede fijarse en una velocidad méas apropiada teniendo en cuenta factores tales como la concentracién
de microbios y el efecto de lavado de la membrana.

El agua a alta temperatura de la presente invencion puede contener agentes de lavado, especificamente, agentes
oxidantes como hipoclorito de sodio, diéxido de cloro, ozono y peréxido de hidrégeno, y ajustadores de pH como
hidroxido de sodio, hidréxido de calcio, acido clorhidrico y acido sulfdrico, siempre que dicha adicion no inhiba los
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efectos de la presente invencién. Ademas, se puede usar agua a alta temperatura que contenga una materia prima de
fermentacion para evitar que se reduzca la concentracién de la materia prima de fermentacion en el medio de cultivo.

En la presente invencién, se envia un liquido desde el lado de permeado al lado de la alimentacion del médulo de
membrana mientras se mantiene alta la temperatura del liquido de lavado a contracorriente, lavando asi la membrana
y controlando la concentraciéon de microbios. Cuando el liquido de lavado a contracorriente a alta temperatura es agua,
el agua a alta temperatura facilita la separacién de los materiales adheridos de la membrana de separacion, y la
proliferacién de los microbios se detiene al entrar en contacto con el agua a alta temperatura.

Se considera que el agua a alta temperatura ayuda a la separacién de las sustancias adheridas de la membrana de
separacion y, cuando la sustancia adherida a la membrana es una sustancia derivada de carbohidratos, el agua a alta
temperatura crea un entorno en el que la sustancia adherida puede disolverse facilmente La sustancia adherida a la
membrana puede disolverse asi en el agua a alta temperatura. Por otro lado, cuando la sustancia adherida a la
membrana es una sustancia derivada de proteinas, el agua a alta temperatura desnaturaliza la proteina y cambia las
caracteristicas de la adhesion a la membrana, lo que facilita la separacion de la sustancia de la membrana.

Cuando el agua a alta temperatura es la que contiene el agente de lavado, la separacién de la membrana puede ser
promovida por los componentes derivados de las sustancias adheridas a la membrana. Por ejemplo, el hipoclorito de
sodio como ejemplo del agente de lavado es un agente oxidante fuerte y, cuando se usa como agente oxidante a alta
temperatura para el lavado a contracorriente, se promueve el efecto de oxidacion de las sustancias derivadas de
carbohidratos adheridas a la membrana, obteniendo asi un efecto de lavado de membrana mayor que el proporcionado
solo por el agua a alta temperatura. Por otro lado, el hidroxido de sodio y el hidréxido de calcio como ejemplos del
agente de lavado son agentes alcalinos fuertes y, cuando se usan como alcali a alta temperatura para el lavado a
contracorriente, se promueve el efecto de desnaturalizacion de la sustancia derivada de proteinas adherida a la
membrana, obteniendo asi un efecto de lavado de membrana mayor que el proporcionado solo por el agua a alta
temperatura. Debe tenerse en cuenta que, aunque estos agentes oxidantes fuertes y los agentes alcalinos fuertes
utilizados a altas temperaturas permiten el control de la proliferacién de microbios, la adicion de agua a alta
temperatura puede presentar el riesgo de desactivar los microbios o aumentar rapidamente la tasa de destruccién de
los microbios cuando la concentracion excede un cierto intervalo. Por lo tanto, es importante que el agente de lavado
se use en un intervalo de concentracién que permita el lavado de la membrana y el control de las concentraciones de
microbios.

En la presente invencion, usar el agente de lavado en el intervalo que no inhibe los efectos de la presente invencion
significa usar preferiblemente, por ejemplo, un liquido de lavado que tenga una concentracion efectiva de cloro de 1 a
5.000 ppm en el caso de hipoclorito de sodio, y preferiblemente, por ejemplo, un liquido de lavado que tiene un pH de
10 a 13 en el caso de hidroxido de sodio e hidréxido de calcio. Concentraciones por encima de este intervalo tienen
posibles dafos a la membrana de separacion o posibles efectos adversos sobre los microbios. Concentraciones por
debajo de este intervalo aumentan la preocupacion sobre la disminucion del efecto de lavado de la membrana.

El ciclo de lavado a contracorriente del agua a alta temperatura utilizada como liquido de lavado a contracorriente
puede determinarse a partir de la presion transmembrana y de los cambios en la presion transmembrana. El ciclo de
lavado a contracorriente esta en el intervalo de 0,1 a 12 ciclos/hora, mas preferiblemente de 3 a 6 ciclos/hora. Un ciclo
de lavado a contracorriente por encima de estos intervalos tiene el posible riesgo de desactivar los microbios al afadir
el agua a alta temperatura o aumentar rapidamente la tasa de destruccion de microbios. Por debajo de estos intervalos,
el efecto de lavado y el efecto de control de microbios pueden no obtenerse suficientemente.

El tiempo de lavado a contracorriente para el agua a alta temperatura utilizada como liquido de lavado a contracorriente
puede determinarse a partir del ciclo de lavado a contracorriente, la presion transmembrana y los cambios en la presion
transmembrana. El tiempo de lavado a contracorriente estad en un intervalo de 5 a 300 segundos/ciclo, mas
preferiblemente de 30 a 180 segundos/ciclo. Un tiempo de lavado a contracorriente por encima de estos intervalos
tiene el posible riesgo de desactivar los microbios al afadir el agua a alta temperatura o aumentar rapidamente la tasa
de destruccion de microbios. Por debajo de estos intervalos, el efecto de lavado y el efecto de control de microbios
pueden no obtenerse suficientemente.

Las tuberias y valvulas utilizadas para un deposito de temperatura constante, una bomba de lavado a contracorriente
de agua a alta temperatura y entre un depdsito de temperatura constante y el médulo pueden seleccionarse de
aquellas que tienen una excelente resistencia al calor. El agua a alta temperatura puede inyectarse manualmente o,
mas deseablemente, automaticamente controlando una bomba de filiro y una valvula de filtro, y una bomba de lavado
a contracorriente de agua a alta temperatura y una véalvula de lavado a contracorriente de agua a alta temperatura
usando una unidad de control de filtracién y lavado a contracorriente, usando un temporizador o similar.

La presente invencion requiere monitorizar las concentraciones de microbios para el control de la concentracion de
microbios en el fermentador. Las concentraciones de microbios se pueden medir recogiendo una muestra. Sin
embargo, es mas deseable monitorizar continuamente los cambios en la concentraciéon de microbios utilizando un
sensor de concentracion de microbios, por ejemplo, como un dispositivo de medicion MLSS, instalado en el
fermentador.
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El dispositivo de fermentacion continua usado en la presente invencién se describe a continuacion con referencia a
los dibujos adjuntos.

La Fig. 1 es una vista lateral esquematica que explica un ejemplo de un dispositivo de fermentacién continua usado
en el método de suministro de agua a alta temperatura de la presente invencion. El dispositivo de fermentacion
continua representado en la Fig. 1 es un ejemplo representativo en el que el médulo de membrana de separacién esta
instalado fuera del fermentador. En la Fig. 1, el dispositivo de fermentacion continua esta configurado basicamente a
partir de un fermentador 1, un médulo de membrana de separaciéon 2 y una unidad de suministro de agua a alta
temperatura. Estan incorporadas grandes cantidades de membranas de fibra hueca en el médulo 2 de membrana de
separacion. Una unidad de suministro de agua a temperatura normal esta configurada a partir de una bomba 13 de
lavado a contracorriente de agua a temperatura normal y una vélvula 16 de lavado a contracorriente de agua a
temperatura normal. La unidad de suministro de agua a alta temperatura esta configurada configura desde una bomba
12 de lavado a contracorriente de agua a alta temperatura y una valvula 15 de lavado a contracorriente de agua a alta
temperatura. Una unidad de filtro esta configurada a partir de una bomba 11 de filtro y una valvula 14 de filtro. El
médulo de membrana de separacién y la unidad de suministro de agua a alta temperatura se describiran mas adelante
en detalle. El modulo 2 de membrana de separacion esta conectado al fermentador 1 a través de una bomba 8 de
circulacion.

En la Fig. 1, una unidad 6 de control de sensor de nivel y una bomba 9 de suministro de medio pueden cargar un
medio en el fermentador 1 para controlar el nivel de liquido en el fermentador y, segin sea necesario, un agitador 4
puede agitar el medio de cultivo en el fermentador 1. La unidad 17 de suministro de gas puede suministrar el gas
necesario, segln sea necesario. Aqui, el gas suministrado puede ser suministrado de nuevo por la unidad 17 de
suministro de gas después de ser recogido y reciclado. Ademas, seguin sea necesario, una unidad 5 de control del
sensor de pH y una bomba 10 de suministro de ajustador de pH pueden ajustar el pH del medio de cultivo de
fermentacion para producir productos de fermentacion con alta productividad.

En el dispositivo, la bomba 8 de circulacion hace circular el medio de cultivo de fermentacion entre el fermentador 1 y
el médulo 2 de membrana de separacion. El medio de cultivo de fermentacion que contiene el producto de
fermentacion puede extraerse del dispositivo después de filtrarse y separarse en los microbios y la fermentacion.
producto con el médulo 2 de membrana de separacion. Los microbios separados permanecen en el dispositivo y, por
lo tanto, pueden mantenerse a altas concentraciones en el mismo, lo que hace posible producir productos de
fermentacion con alta productividad. La filtracion y separacion por el médulo 2 de membrana de separacion pueden
llevarse a cabo usando la presion de la bomba 8 de circulacion, sin requerir una potencia especial. Sin embargo, se
puede disponer opcionalmente una bomba 11 de filtro, y se puede usar una unidad 7 de control del sensor de presién
diferencial para ajustar apropiadamente la cantidad del filtrado. Segun se requiera, se puede usar una unidad 3 de
control de temperatura para mantener constante la temperatura del fermentador 1 y mantener altas concentraciones
de microbios.

La unidad de suministro de agua a alta temperatura utilizada en el método de suministro de agua a alta temperatura
en la presente invencion esta configurada a partir de la bomba 12 de lavado a contracorriente de agua a alta
temperatura y la valvula 15 de lavado a contracorriente de agua a alta temperatura. El agua a alta temperatura se
puede introducir mientras se monitorizan las concentraciones de microbios.

El control en el método de operacién de la presente invencion se lleva a cabo segun el procedimiento representado
en la Fig. 2.

El procedimiento comienza con la filtracion por membrana del medio de cultivo, y se monitorizan los cambios en la
concentracién de microbios y la presidn transmembrana. La concentracion de microbios se verifica cuando la presién
transmembrana aumenta como resultado del ensuciamiento de la membrana en la filtracion de la membrana, y se
lleva a cabo un lavado a contracorriente con agua a alta temperatura cuando la concentracion excede la concentracion
esperada de microbios.

La concentracién de microbios se verifica al aumentar la presion transmembrana y, cuando la concentracién esta por
debajo de la concentracion de microbios esperada, se lleva a cabo un lavado a contracorriente con agua a temperatura
normal que tiene una temperatura no mayor que la temperatura de cultivo.

Después del lavado de la membrana con agua a alta temperatura o con agua a temperatura normal a una temperatura
no mayor que la temperatura de cultivo, se verifica la presion transmembrana y se confirma el efecto de lavado. Cuando
la presién transmembrana excede la presion transmembrana de referencia esperada, la concentracion de microbios
se verifica nuevamente. El lavado a contracorriente puede detenerse cuando la presion transmembrana esté por
debajo de la presion transmembrana de referencia esperada. La presion transmembrana de referencia esperada
puede determinarse por las propiedades de la membrana de separacién y las propiedades del médulo de membrana
de separacion.

El lavado a contracorriente llevado a cabo con el agua a alta temperatura de la manera descrita anteriormente hace
posible lavar los componentes que ensucian la membrana de separacion sin generar un liquido residual, y controlar la
concentracién de los microbios proliferados en exceso. El método de suministro de agua a alta temperatura que
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permite mantener el rendimiento del filtro y el control de las concentraciones de microbios puede llevarse a cabo para
mejorar el rendimiento de filtro del médulo de membrana y permitir una operacion de filtracién estable durante largos
periodos de tiempo en la filtracién de un medio de cultivo microbiano.

Ejemplos
Ejemplo 1

Primero, se fabric6 el médulo de membrana. La membrana de fibra hueca utilizada para la fabricacion del médulo de
membrana se prepar6 desmontando el médulo de membrana de fibra hueca de poli(fluoruro de vinilideno) de presion
de Toray HFS1020, y cortando solo la parte de la membrana de fibra hueca de poli(fluoruro de vinilideno) no unida y
fijada al médulo. Se us6 un producto moldeado de resina de policarbonato como miembro del médulo de membrana
de separacion. El médulo de membrana tenia un volumen de 0,06 | y un area efectiva de filtro de 200 cm?. La
membrana de fibra hueca porosa y el médulo de membrana fabricado de esta manera se utilizaron para llevar a cabo
una fermentacion continua. Las condiciones de operacion utilizadas en el Ejemplo 1 son las siguientes, a menos que
se indique lo contrario.

Condiciones de operacion
—  Volumen del fermentador: 2,0 |
—  Volumen efectivo del fermentador: 1,5 |
— Membrana de separacion utilizada: membrana de fibra hueca de poli(fluoruro de vinilideno) (60 fibras)
— Temperatura ajustada: 37°C
— Cantidad de aireacion a través del fermentador: 0,2 |/min.
— Velocidad de agitacion del fermentador: 600 rpm.
— pH ajustado: pH 6 con NaOH 3N

— Velocidad de suministro del medio de fermentaciéon de &cido lactico: controlado de forma variable en un
intervalo de 15 a 300 ml/h

— Cantidad de circulacién de liquido por medio de cultivo circulador: 3,5 I/min.

— Control de la cantidad del flujo del filtro de membrana: la cantidad del flujo se control6 con una bomba de
succion

— Esterilizacién: el fermentador y el medio, incluido el médulo de membrana, se esterilizaron todos bajo vapor
a alta temperatura con un autoclave durante 20 minutos a 121°C.

Se us6 Sprolactobacillus laevolacticus JCM2513 (cepa SL) como microbios, y se us6 como medio el medio de
fermentacion de acido lactico de la composicion presentada en la Tabla 1. La concentracion del acido lactico producto
se evalud en las siguientes condiciones, utilizando la HPLC a continuacion.

Tabla 1

Medio de fermentacion de acido lactico

Componentes Concentracién
Glucosa 100 g/l
Base de nitrégeno de levadura sin aminoé&cido (Difco) 6,7 g/l
19 aminoécidos estandar excluyendo leucina 152 mg/l
Leucina 760 mg/|
Inositol 152 mg/l
Acido p-aminobenzoico 16 mg/l
Adenina 40 mg/l
Uracilo 152 mg/l
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— Columna: Shim-Pack SPR-H (Shimadzu)

— Fase movil: acido p-toluensulfénico 5 mM (0,8 ml/min)

Fase de reaccion: acido p-toluenosulfonico 5 mM, bistris 20 mM, EDTA-2Na 0,1 mM (0,8 ml/min)

Método de deteccién: conductividad eléctrica

Temperatura de columna: 45°C

La pureza 6ptica del acido lactico se analizé en las siguientes condiciones.

Columna: TSK-gel Enantio L1 (Tosoh)

— Fase moévil: solucién acuosa de sulfato de cobre 1 mM

Cantidad de flujo: 1,0 ml/min

Método de deteccion: UV 254 nm

Temperatura: 30°C
La pureza o6ptica del acido L-lactico se calcula segln la siguiente ecuacién (i).
Pureza optica (%) = 100 x (L - D)/(D + L) (i)
La pureza 6ptica del acido D-lactico se calcula segun la siguiente ecuacion (ii).
Pureza éptica (%) = 100 x (D - L)/(D + L) (ii)

En las ecuaciones, L representa la concentraciéon del acido L-lactico y D representa la concentracion del acido D-
lactico.

Para el cultivo, la cepa SL se agit6 y se cultivd durante la noche en un tubo de ensayo que contenia un medio de
fermentacion de acido lactico de 5 ml (primer precultivo). EI medio de cultivo resultante se inoculdé en un medio de
fermentacion de acido lactico nuevo (100 ml), y se agité y cultivd durante 24 horas a 37°C en un matraz Sakaguchi de
500 ml (segundo precultivo). El segundo medio de precultivo se inoculdé en un medio en un fermentador de 1,5 litros
del dispositivo de fermentacién continua que se muestra en la Fig. 1, y se agité con el agitador 4. Después de ajustar
la cantidad de la aireacion a través del fermentador 1, y la temperatura y el pH, el cultivé se desarrollé durante 50
horas sin operar la bomba 8 de circulacion (precultivo final). Inmediatamente después del precultivo final, se hizo
funcionar la bomba 8 de circulacién, y el medio de fermentacion de &cido lactico se suministrd continuamente bajo las
condiciones operativas de precultivo final mientras se controlaba adicionalmente la cantidad de permeado a través de
la membrana para que la cantidad del medio de cultivo en el dispositivo de fermentacién continua con separacion de
membrana se convierte en 1,5 I. El cultivo continuo produjo acido D-lactico mediante fermentacién continua. En la
prueba de fermentacién continua, la cantidad del permeado a través de la membrana se control6 midiendo la cantidad
del filtrado que sale de la bomba 11 de filtro, y variando la cantidad de filirado a través de la membrana en condiciones
controladas. El &cido D-lactico producto en el medio de cultivo filtrado por membrana se midi6 adecuadamente para
determinar la concentracién y la pureza 6ptica.

La operacion de filtracion de fermentacién continua se llevo a cabo durante 250 horas. La operacién de filtracion por
membrana se llevo a cabo con la bomba 11 de filtro. La cantidad del flujo de filtracion fue cero desde la hora 0 hasta
la hora 50, 100 ml/h desde la hora 50 hasta la hora 200, y 135 ml/h desde la hora 200 hasta la hora 250. La filtracion
se llevé a cabo durante 9 minutos en un ciclo repetido, seguido cada vez de una pausa de 1 minuto. El lavado a
contracorriente se continué desde la hora 50 hasta la hora 250 de la filtracién, y luego durante 1 minuto a una cantidad
de flujo de 600 ml/h después de 9 minutos de filtracién. El agua a alta temperatura utilizada para el lavado a
contracorriente se prepard cargando agua destilada en la unidad de temperatura constante y manteniendo constante
la temperatura del agua. El agua a alta temperatura utilizada para el lavado a contracorriente se mantuvo a 90°C segun
el ajuste de temperatura de la unidad de temperatura constante, y se usé para la fermentacién continua desde la hora
200 hasta la hora 250. Se us6 agua a temperatura normal para el lavado a contracorriente en otros tiempos cuando
no se uso agua a alta temperatura. Dado que la concentracion de microbios en el fermentador tiende a disminuir el
rendimiento del filiro cuando se incrementa, la operacion se llevo a cabo a una concentracién de microbios que se
espera que mantenga adecuadamente la velocidad de filtracion y la productividad. La presién transmembrana se midio
una vez al dia con un medidor de presion diferencial, mientras que la concentraciéon de microbios se midié una vez al
dia tomando una OD600. Para la medicion de OD600, se recogi6 primero una muestra del fermentador y se diluyé
con una solucién salina fisiolégica para hacer que la muestra OD600 1 o menor. Luego se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 600 nm con un espectrofotdmetro (UV-2450; Shimadzu Corporation). El valor medido se multiplicd
por el factor utilizado para la dilucion con la solucion salina fisioldgica, y el producto del calculo se obtuvo como la
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muestra OD600. Los resultados de los experimentos se presentan en las Figs. 3 y 4. Como resultado, fue posible
reducir la concentracién de microbios a una OD600 de aproximadamente 20, y mantener de forma estable la presion
transmembrana. En otras palabras, el lavado efectivo de la membrana fue posible bajo concentraciones controladas
de microbios.

Ejemplo 2

Se llevo a cabo una prueba de fermentacion continua para acido D-lactico de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que se us6 agua a alta temperatura para el lavado a contracorriente para la fermentacién continua desde la
hora 200 hasta la hora 250 después de mantenerse a 60°C segun el ajuste de temperatura de la unidad de temperatura
constante. Los resultados se presentan en las Figs. 3 y 4. Como resultado, fue posible reducir la concentraciéon de
microbios a una OD600 de aproximadamente 30, y mantener de forma estable la presion transmembrana. En otras
palabras, el lavado efectivo de la membrana fue posible bajo concentraciones controladas de microbios.

Ejemplo 3

Se llevo a cabo una prueba de fermentacion continua para acido D-lactico de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que se us6 agua a alta temperatura para el lavado a contracorriente para la fermentacién continua desde la
hora 200 hasta la hora 250 después de mantenerse a 45°C segun el ajuste de temperatura de la unidad de temperatura
constante. Los resultados se presentan en las Figs. 3 y 4. Como resultado, fue posible reducir la concentraciéon de
microbios a una OD600 de aproximadamente 40, y mantener de forma estable la presion transmembrana. En otras
palabras, el lavado efectivo de la membrana fue posible bajo concentraciones controladas de microbios.

Ejemplo 4

Se llevé a cabo una fermentacién continua para microbios que producen acido piravico, utilizando el mismo médulo
de membrana utilizado en el Ejemplo 1. Especificamente, se usé la cepa P120-5a (FERM P-16745) de la levadura
Torulopsis glabrata como los microbios productores de acido piravico.

Se llevé a cabo una prueba de fermentacion continua con el dispositivo de fermentacion continua de la Fig. 1. El medio
de fermentacion de acido pirtvico de la composicién presentada en la Tabla 2 se us6 como medio de fermentacion.
Se usoé el medio de fermentacion de &cido piravico después de esterilizarse bajo vapor a alta presion durante 20
minutos a 121°C. La operacion se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones, a menos que se indique lo contrario.

Tabla 2

Medio de fermentacién de acido pirdvico

Componentes Concentracién
Glucosa 100 g/l
Sulfato de amonio 5 g/l
Dihidrégeno fosfato de potasio 19/
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,549/
Hidrolizado de soja 24¢/
Acido nicotinico 8 mg/l
Piridoxina-clorhidrato 1 mg/l
Biotina 0,05 mg/l
Clorhidrato de tiamina 0,05 mg/I

*pH=5,5
Condiciones de operacion
— Volumen del fermentador: 2,0 |
—  Volumen efectivo del fermentador: 1,5 |
— Membrana de separacion: membrana de fibra hueca de poli(fluoruro de vinilideno) (60 fibras)
— Temperatura ajustada: 30°C

— Cantidad de aireacion a través del fermentador: 1,5 I/min.
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— Velocidad de agitacion del fermentador: 800 rpm
— pH ajustado: pH 5,5 con NaOH 4N

— Velocidad de suministro del medio de fermentacién del acido pirtvico: Controlado de forma variable en un
intervalo de 15 a 300 ml/h

— Cantidad de circulacién de liquido con medio de cultivo circulador: 3,5 I/min.

—  Control de la cantidad de flujo de filtracién de membrana: la cantidad de flujo se controlé con una bomba de
succion

— Esterilizacion: el fermentador y el medio, incluido el médulo de membrana, se esterilizaron todos bajo vapor
a alta temperatura con un autoclave durante 20 minutos a 121°C.

La concentracion de acido pirlvico se evalu6 mediante la medicion por HPLC llevada a cabo en las siguientes
condiciones.

— Columna: Shim-Pack SPR-H (Shimadzu)
— Fase movil: 4cido p-toluensulfénico 5 mM (cantidad de flujo 0,8 mi/min)

— Liquido de reaccion: acido p-toluenosulfénico 5 mM, bistris 20 mM, EDTA-2Na 0,1 mM (cantidad de flujo 0,8
ml/min)

— Meétodo de deteccién: conductividad eléctrica

— Temperatura: 45°C

Para la medicidn de la concentracion de glucosa se us6 prueba de glucosa Wako C® (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.).

Para el cultivo, se agit6 la cepa P120-5a y se cultivd durante la noche en un tubo de ensayo que contenia un medio
de fermentacion de acido piravico de 5 ml (primer precultivo). El medio de cultivo resultante se inoculé en un medio de
fermentacion de acido pirdvico nuevo (100 ml) y se agitd y cultivé durante 24 horas a 30°C en un matraz Sakaguchi
de 500 ml (segundo precultivo). El segundo medio de precultivo se inocul6 en un medio de fermentacién de acido
piravico de 1,5 | en el dispositivo de fermentacién continua que se muestra en la Fig. 1, y el fermentador 1 se agit6é con
el agitador 4. Después de ajustar la cantidad de aireacién a través del fermentador 1, y la temperatura y pH, el cultivo
se desarroll6 durante 24 horas sin operar la bomba 8 de circulacion (precultivo final). Inmediatamente después del
precultivo final, se hizo funcionar la bomba 8 de circulacion, y el medio de fermentacion de &cido piravico se suministro
continuamente bajo las condiciones operativas de precultivo final mientras se controlaba adicionalmente la cantidad
de permeado a través de la membrana para que la cantidad del medio de cultivo en el dispositivo de fermentacion
continua se convierte en 1,5 I. El cultivo continuo produjo acido pirivico mediante fermentacion continua. En la prueba
de fermentacién continua, la cantidad de permeado a través de la membrana se control6 midiendo la cantidad de
filtrado que sale de la bomba 11 de filtro, y variando la cantidad de filtrado a través de la membrana en condiciones
controladas. Se midieron adecuadamente las concentraciones del acido piravico producto y la glucosa residual en el
medio de cultivo filtrado por membrana.

La operacion de filtracion de fermentacién continua se llevo a cabo durante 250 horas. La operacién de filtracion por
membrana se llevo a cabo con la bomba 11 de filtro. La cantidad del flujo de filtracion fue cero desde la hora 0 hasta
la hora 50, 100 ml/h desde la hora 50 hasta la hora 200, y 135 ml/h desde la hora 200 hasta la hora 250. La filtracion
se llevd a cabo durante 9 minutos en un ciclo repetido, seguido cada vez de una pausa de 1 minuto. El lavado a
contracorriente se continué desde la hora 50 hasta la hora 250 de la filtracién, y luego durante 1 minuto a una cantidad
de flujo de 600 ml/h después de 9 minutos de filtracién. El agua a alta temperatura utilizada para el lavado a
contracorriente se prepard cargando agua destilada en la unidad de temperatura constante y manteniendo constante
la temperatura del agua. El agua a alta temperatura utilizada para el lavado a contracorriente se mantuvo a 50°C segun
el ajuste de temperatura de la unidad de temperatura constante, y se usé para la fermentacién continua desde la hora
200 hasta la hora 250. Se us6 agua a temperatura normal para el lavado a contracorriente en otros tiempos cuando
no se uso agua a alta temperatura. Dado que la concentracion de microbios en el fermentador tiende a disminuir el
rendimiento del filiro cuando se incrementa, la operacion se llevo a cabo a una concentracién de microbios que se
espera que mantenga adecuadamente la velocidad de filtracion y la productividad. La presién transmembrana se midio
una vez al dia con un medidor de presién diferencial, mientras que la concentraciéon de microbios se midié una vez al
dia tomando una OD600. Para la medicién de la OD600, se recogi6 primero una muestra del fermentador y se diluyé
con una solucién salina fisiolégica para hacer que la muestra OD600 1 o menor. Luego se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 600 nm con un espectrofotometro (UV-2450; Shimadzu Corporation). El valor medido se multiplicd
por el factor utilizado para la dilucion con la solucion salina fisioldgica, y el producto del calculo se obtuvo como la
muestra OD600. Los resultados de los experimentos se presentan en las Figs. 5 y 6. Como resultado, fue posible
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reducir la concentracién de microbios a una OD600 de aproximadamente 55, y mantener de forma estable la presion
transmembrana. En otras palabras, el lavado efectivo de la membrana fue posible bajo concentraciones controladas
de microbios.

Ejemplo 5

Se llevé a cabo una prueba de fermentacion continua para acido pirdvico de la misma manera que en el Ejemplo 4,
excepto que se uso el agua a alta temperatura para el lavado a contracorriente para la fermentacién continua desde
la hora 200 hasta la hora 250 después de mantenerse a 40°C segun el ajuste de temperatura de la unidad de
temperatura constante. Los resultados se presentan en las Figs. 5 y 6. Como resultado, fue posible reducir la
concentracién de microbios a una OD600 de aproximadamente 65, y mantener de forma estable la presién
transmembrana. En otras palabras, el lavado efectivo de la membrana fue posible bajo concentraciones controladas
de microbios.

Ejemplo comparativo 1

Se llevo a cabo una prueba de fermentacion continua para acido D-lactico de la misma manera que en el Ejemplo 1,
sin lavado a contracorriente con el agua a alta temperatura. Sin embargo, para tener en cuenta la posible dilucion del
medio de cultivo con el agua a alta temperatura utilizada para el lavado a contracorriente, se introdujo agua a través
de una entrada de medio en la misma cantidad que la utilizada en el Ejemplo 1 para el agua a alta temperatura en el
lavado a contracorriente. Los resultados se presentan en las Figs. 3y 4. La OD600 aument6 hasta aproximadamente
90 después de 250 horas de fermentacién continua, y no fue posible controlar la concentracién de microbios. Ademas,
la presion transmembrana aumentd, y no fue posible una operacion de filtracion con fermentacion continua estable.

Ejemplo comparativo 2

Se llevo a cabo una prueba de fermentacion continua para acido D-lactico de la misma manera que en el Ejemplo 1,
usando el agua a alta temperatura para el lavado a contracorriente después de establecer la temperatura del agua de
lavado a 35°C. Los resultados se presentan en las Figs. 3 y 4. La OD600 aumentd hasta aproximadamente 70 después
de 250 horas de fermentacion continua, y no fue posible controlar la concentracion de microbios. Ademas, la presion
transmembrana aumento, y no fue posible una operacion de filtracién con fermentacion continua estable.

Ejemplo comparativo 3

Se llevé a cabo una prueba de fermentacion continua para acido pirdvico de la misma manera que en el Ejemplo 4,
excepto que la fermentacion continua se llevd a cabo de la hora 200 a la hora 250 con el agua a alta temperatura para
el lavado a contracorriente después de ajustar la temperatura del agua a 25°C segun al ajuste de temperatura de la
unidad de temperatura constante. Los resultados se presentan en las Figs. 5 y 6. La OD600 aumenté hasta
aproximadamente 85 después de 250 horas de fermentacion continua, y no fue posible controlar la concentracion de
microbios. Ademas, la presion transmembrana aumento, y no fue posible una operacion de filtracién con fermentacion
continua estable.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion proporciona un método de operacion sencillo que permite lavar de forma efectiva los
componentes que ensucian la membrana resultantes de la filtracion de membrana y controlar las concentraciones de
microbios en un fermentador. La invencion también puede mejorar en gran medida la eficiencia de la produccién de
fermentacion de forma estable y econémica, y puede reducir los costes mediante la reduccion de los costes de
tratamiento resultantes de un liquido de lavado de residuos y un medio de cultivo retirado. Por lo tanto, la invencién
puede producir de manera estable productos de fermentacion a bajo coste en una amplia gama de industrias de
fermentacion.

Descripcion de nimeros y signos de referencia
1 Fermentador

Modulo de membrana de separacién
Unidad de control de temperatura
Agitador

Unidad de control del sensor de pH
Unidad de control de sensor de nivel

Unidad de control del sensor de presion diferencial

o N o o A~ WD

Bomba de circulacién
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Bomba de suministro de medio

Bomba de suministro del ajustador de pH

Bomba de filtro

Bomba de lavado a contracorriente de agua a alta temperatura
Bomba de lavado a contracorriente de agua a temperatura normal
Valvula de filtro

Valvula de lavado a contracorriente de agua a alta temperatura
Valvula de lavado a contracorriente de agua a temperatura normal

Unidad de suministro de gas
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir productos quimicos mediante fermentacion continua, comprendiendo el método:

(a) generar productos quimicos por fermentacién con un medio de cultivo que contiene una materia prima de
fermentacion y microbios o células cultivadas a una temperatura de 15°C a 65°C en un fermentador;

(b) filtrar el medio de cultivo a través de una membrana de separacién;

(c) recoger el producto quimico del filtrado;

(d) retener o refluir los restos sin filtrar en el fermentador,

(e) anadir una materia prima de fermentacion al medio de cultivo en el fermentador, y

(f) lavar la membrana de separacién con un liquido de lavado suministrado desde el lado del permeado de la membrana
de separacion durante la etapa (a) en un estado en el que la fermentacién con los microbios o las células cultivadas
contintia en el medio de cultivo en el fermentador;

en donde el liquido de lavado es agua que tiene una temperatura al menos 5°C mayor que la temperatura del medio
de cultivo en el fermentador de la etapa (a) hasta una temperatura maxima del agua de lavado de 100°C, y la
concentracion de los microbios en el fermentador se controla suministrando el liquido de lavado.

2. El método para producir productos quimicos mediante fermentacion continua segun la reivindicacién 1, en donde
el liquido de lavado contiene un agente oxidante.

3. El método para producir productos quimicos mediante fermentacion continua segun la reivindicacion 2, en donde
el agente oxidante contiene al menos un agente oxidante seleccionado del grupo que consiste en hipoclorito, diéxido
de cloro, ozono y peroxido de hidrégeno.

4. El método para producir productos quimicos mediante fermentacion continua segun la reivindicacién 1, en donde
el liquido de lavado contiene un ajustador de pH.

5. El método para producir productos quimicos mediante fermentacion continua segun la reivindicacién 1, en donde
el liquido de lavado contiene la materia prima de fermentacién.

15



Medio

Ajustador
de pH

ES 2795837 T3

.................

Fig. 1

Agua a temperatura
normal

9 :
_Gj:_ : Unidad de control

12

......

<

Agua a alta temperatura

Filtrado




ES 279583713

Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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