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4 Procedeu de obtinere a L - lizinei, prin fermentatie

(57) Rezumat: Inventia se referi la un procedeu de
obtinere a L-lizinei, prin fermentatie, constind din
cultivarea unui microorganism producitor de lizin3,
pe un mediu de cultura, continind 10% melasd, 3%
extract de porumb, 3% clorurd de amoniu, 0,27 %
superfosfat gi 1% carbonat de calciu, sub aerare gi
agitare, la pH = 6,8 ... 7,5, timp de 66 ... 70 h si

separarea produsului din mediul _de culturd,
caracterizat prin aceea cd extractul de porumb se
inlocuiegte, in proportie de 80 ... 84%, cu un
hidrolizat acid de srot de soia sau de drojdie, sau
de ghilen.
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Inventia se referd la un procedeu de
obtinere  a L-lizinei, prin fermentatie,
aminoacid esential utilizat la Tmbogitirea
turajelor, pornind de la medii de culturi de
bazd de hidrolizate proteice (hidrolizare acidi
de soia, drojdie furajeri si gluten de porumb).

Este cunoscutd obtinerea L-lizinei, prin
termentarea cu ajutorul microorganismelor

(tulpini  mutante: Brevibacterium
lactofermentum  1CCF-3,  Brevibaoterium
lactofermentum  1CCF-4,  Brevibacterium

lactofermentum  ICCF-10, Corynebacterium
melassecola ICCF-6) a unor hidrati de carbon,
ca glucoza si zaharoza, in prezentd extractului
de porumb ca sursd de azot i siruri minerale
(RO 64795, 65098, 65097).

Procedeul, conform inventiei, consti in
aceea cd extractul de porumb se inlocuieste in
proportie de 80 ... 84% cu un hidrolizat acid
de grot de soia, sau de drojdie, sau de gluten.

Prin aplicarea inventiei se lirgeste
gama de produse naturale utilizate ca sursi de
azot si factori de crestere in biosinteza L-
lizinei.

Se dau, In continuare, trei exemple de
realizare a inventiei.

Exemplul 1. g)
hidrolizatului de soia

In continuare, se descriec modul de
lucru pentru prepararea unei sarje de 45 kg
hidrolizat de soia.

Pentru hidrolizd se foloseste un vas
emailat de 60 |, previizut cu agitator ancori si
refrigerent cu retlux, precum si cu manta de
incdlzire §i ricire si teacd termometrici.

Se prepard 40 kg HCI 2N prin diluarea
a 71 (9 kg) HCI concentrat si 31 1 api
comund, sub agitare. Se toarnd solutia obtinut3
in vas si se adaugd, sub agitare, 10 kg srot
soia, ca substantd uscati, respectiv 10,5 kg ca
atare,

Prepararea

Se fincilzeste suspensia cu aburi in
manta, sub agitare, pani la fierbere (103°C),
mentinand apoi amestecul la aceastd temperatu-
rd, timpul necesar pentru hidroliza, (4...6 h).
In final, gradul de hidrolizi trebuie si fie de
47%, ceea ce se verificd prin raportul azot
aminio/azot total. Se opreste incillzirea si se
rdceste cu apd in manta sub agitare. Se goleste
in butoaie de plastic, unde se poate pistra 6
luni fird s se deterioreze la temperatura
mediului ambiant. Se obtin circa 45 kg
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hidrolizat.

b) Prepararea inoculului

Se insdménteazd cu o suspensie (in
solutie de NaCl 0,15 N, avand D.O. = 0,1 ...
0,2 la dilutia 1/10) dintr-o culturi de pe gelozi
nutritivi 2% de Corynebacterium lelassecola
ICCF-16 urmitorul mediu de inocul (proportia
de insdmantare 0,1%):2 % melasi din sfecli de
zahdr (calculat ca substanti reducitoare), 1,5%
extract de porumb (calculat ca substanti
uscatd), 0,4% NaCl, 6,5 ... 6,8 pH ftnainte de
sterilizare, 6,0 ... 6,5 pH dupi sterilizare (sol.
NaOH 40%).

Mediul se repartizeazi cite 75 ml in
flacoane Erlenmayer, capacitate 750 ml. Se
dezvoltd apoi timp de 8 ... 72 h pe un agitator
rotativ cu 220 rot/min.

¢) Fermentatia

Mediul  contindnd inoculul se
transvazeazd in proportie de 1 %, intr-un mediu
de fermentatie cu urmatoarea compozitie: 10%
melasd din sfecld de zahidr (calculati ca
substantd reducitoare), 0,5% extract de
porumb (calculat ca substantd uscatd), 2,5%
hidrolizat de soia (calculat ca echivalent in
azot total cu 2,5% extract porumb), 0,3%
supertosfat de calciu, 2,5% cloruri de amoniu,
0,1% ulei vegetal (de floarea soarelui si soia),
1% CaCo,, 6,5 7,0 pH inainte de
sterilizare, 6,5 ... 7,0 pH dupi sterilizare,
ajustat cu NaOH 40% sau NH,.

Fermentatia s-a  realizat  intr-un
termentator de capacitate 150 1 cu fund si
capac din ofel inoxidabil, previzut cu agitator,
turbind cu 4 paleti drepti si turatia 340
rot/min,

Parametrii de fermentatie au fost: 0,5
at presiune aer, 0,5 1/1/min debit de aer,
temperaturd 31°C, turatie agitator 340 rot/min.

In caz de spumare se adaugi ulei
vegetal de tloarea soarelui §i soia in proportie
de 0,1 %.

In vederea urmdririi procesului se scot
probe din 8 in 8 h pentru determinarea
consumului de zahdr, evolutia biomasei si din
24 in 24 h pentru dozarea L- lizinei produse.

Fermentatia dureazi intre 68 si 72 h .
La stargitul fermentatiei zahirul reducitor are
valoarea sub 1%, iar L-lizina din mediu de
fermentagie este de circa 31 g/l dozatd prin
metoda cromatografiei pe hirtie.

Exemplul 2. a) Se prepari circa 45
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kg hidrolizat de drojdie furajerd (obtinutd din
N-parafine) dupd urmitoarea refetd de lucru: la
10 kg drojdie furajerd, ca atare se adaugd, sub
agitare, peste 40 kg HCI 2 N.

Pentru prepararea hidrolizatului acid
de drojdie furajeri se procedeazd ca 1in
exemplul 1.

b) Se prepard preinoculul in modul
aritat in exemplul 1.

¢) Fermentatia

Mediul continand inoculul se
transvazeazi in proportie de 1%, intr-un mediu
de fermentatie cu urmitoarea compozitie: 10%
melasi din sfecli de zahdr (calculatd ca
substanti reducdtoare), 0,5% extract de
porumb (calculat ca substantd uscatdi), 2,5%
hidrolizat de drojdie furajerd (calculat ca
echivalent in azot total cu 2,5% extract de
porumb), 0,3% superfosfat de calciu, 2,5%
cloruri de amoniu, 0,1% ulei vegetal (de
floarea soarelui i soia), 1% CaCOs, 6,5 ...
7,0 pH inainte de sterlizare, 6,5 ... 7,0 pH
dupi sterilizare, ajustat cu NaOH 40% sau
solutie de NHa.

In ceea ce priveste conditiile de lucru,
se procedeazd ca in exemplul 1.

Parametrii de fermentatie, consumul de
zahir, pH-ul si evolutia biomasei au condus la
formarea de 33 g/l L-lizind HCl in 70 h
fermentatie.

Exemplul 3 . a) Prepararea hidroliza-
tului acid de gluten de porumb

Glutenul reprezinti partea proteicd din
bobul de porumh si rezultd din fabricatia
amidonului §i glucozei.

Pentru hidroliza glutenului, datoritd
substantei uscate mici a produsului care
variazi intre 2 §i 7%, reteta de hidrolizd a fost
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deosebiti, in calculul concentratiei de HCI 2N
{inandu-se seama de apa inglobatd in produs.

Se prepard circa 50 kg hidrolizat de
gluten, adiugind, sub agitare, 8,3 kg HCI
concentrat peste 40 kg gluten (cu 6,4%
substanti uscatd).

Modul de lucru si conditiile de
hidrolizi sunt cele prezentate in exemplul 1.

b) Se prepard preinoculul in modul
aritat in exemplul 1.

¢) Fermentatie

Mediul de fermentatie are aceeasi
compozitie cu cel din exemplul 1, cu
deosebirea ci in locul hidrolizatului acid de
strot de soia se adaugd hidrolizat acid de
gluten de porumb, fin proportie de 2,5%
(calculat ca echivalent in azot total cu 2,5%
extract de porumb). La sfarsitul fermentatiei in
mediu s-au acumulat 30 g/l L-lizind HCI
dozati prin metoda cromatografiei pe hartie.

Revendicare

Procedeu de obtinere a L-lizinei, prin
termentatie, contindnd din cultivarea unui
microorganism producitor de lizind, pe un
mediu de culturd continind 10% melasi, 3%
extract de porumb, 3% clorurd~de amoniu,
0,27% superfosfat si 1% carbonat de calciu
sub aerare si agitare lapH = 6,8 ... 7,5, timp
de 66 ... 70 h si separarea produsului din
mediul de cultury, caracterizat prin aceea ci
extractul de porumb se inlocuieste in proportie
de 80 ... 84% cu un hidrolizat acid de srot de
soia sau de drojdie sau de gluten .
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