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“METODO PARA PRODUCAO DE L-LISINA A PARTIR DA FERMENTACAO DE
UM MEIO DE CULTURA”

Campo da invencéo

[0001] A presente invencdo refere-se a um método para a
fermentagcdo de L-lisina wusando Corynebacterium glutamicum
como microorganismo para a fermentacgdo e hidrolisado acido de
ragao de soja como fonte de nitrogénio orgénico,
caracterizado pelo fato de o pH do hidrolisado &cido de racéo
de soja ser ajustado a um nivel predeterminado gquando
preparando o meio de cultura de maneira a melhorar a
produtividade na fermentacdo da L-lisina.

Antecedentes da invencao

[0002] A L-lisina é uma espécie de amino acido essencial e
¢ usada como aditivo para racgbdes animais, aditivo ©para
alimentos e material farmacéutico. Particularmente, a L-
lisina apresentou um mercado como aditivo de ragdes animais
de uma quantidade de até cerca de 700.000 toneladas em 2004.
Dai, entende-se que a L-lisina seja um produto biotecnoldédgico
em macro-escala. A L-lisina como aditivo para ragdes animais
tem apresentado um aumento de demanda de 8~10% ao ano até a
presente data. Ademais, uma vez que a China estéa
experimentando um crescimento rdpido na economia e a
restricdo crescente aos excrementos tornando-se cada vez mais
rigorosa, espera-se que o mercado da L-lisina experimente uma
expansadao rapida. Dai, seria necessdrio melhorar o poder
competitivo internacional dos produtos da L-lisina através de
pesquisa e desenvolvimento técnicos de processos de
fermentacdo e cepas usadas para tanto.

[0003] Atualmente, a L-lisina é produzida industrialmente

através de um método de fermentacdo direta usando uma fonte
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de carbono, uma fonte de nitrogénio, e minerais como
materiais para um meio de cultura. Dentre os elementos
constitutivos do meio de cultura, fontes de nitrogénio (por
exemplo, extrato de levedura, peptona, licor de infusao de
milho, e hidrolisado de racdo de soja) tém sido estudadas
intensamente para suas espécies e tratamento de maneira a
reduzir custos. Adicionalmente, ¢é conhecido que existe
bastante espago para aprimoramentos futuros de fontes de
nitrogénio.

[0004] Por outro lado, a racdo de soja é referida como
sub-produto barato remanescente da recuperacgao de &leo de
soja da soja. Tal racdo de soja € usada em um meio de
cultura apds ser hidrolisada com uma protease ou um acido tal
como &cido cloridrico ou &cido sulfurico. Existem dois tipos
de processos para tal hidrdélise &cida.

[0005] A patente coreana publicada n° 1996-0017840 divulga
o uso de hidrolisados de racdo de soja obtidos tratando a
racdo de soja com uma protease. Métodos para a hidrdlise
dcida de racao de soja também sdo conhecidos. Um exemplo de
tais métodos inclui as etapas de: adicionar um &acido a racéo
de soja, submeter a mistura a uma reacdo a altas temperaturas
de 110-120°C durante um longo tempo de 20-24 h; resfriar a
mistura reagente; e prover o produto resultante como um
material para um meio de cultura apds a retirada por
filtracdo dos sélidos.

[0006] 0O método mencionado acima para a hidrdélise de racao
de soja wusando uma enzima €é um processo relativamente
estdvel. Entretanto, existe uma limitacdo significativa ao
uso pratico para a producgdo industrial da L-lisina. Por

exemplo, a maioria das plantas de fermentacao industrial usa
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um esterilizador continuo para esterilizar o meio de cultura
e necessita de uma pluralidade de tubulacgdes para realizar as
etapas essenciais. Entretanto, o hidrolisado de racédo de soja
obtido através de wuma enzima contém muitas espécies de
peptideos ou sélidos de proteinas nao hidrolisados, dque
poderdo conduzir a deposicdo de escamas, causando assim um
problema sério.

[0007] Por outro lado, apesar de o método de hidrdlise
dcida acima exigir equipamentos resistentes a acidos devido
ao tratamento com &cido sulfurico ou acido cloridrico, ele
assegura a estabilidade do processo em virtude da hidrdlise
completa da racdo de soja. dai, uma parte das companhias
produtoras de amino &cidos, incluindo a Ajinomoto Co. usa um
tal hidrolisado &cido de racédo de soja.

Problema técnico

[0008] Consequentemente, a presente invencao foi
desenvolvida para solucionar os problemas acima mencionados
ocorrentes na técnica anterior. E um objetivo da presente
invencao prover um método para preparar L-lisina a partir de
Corynebacterium glutamicum ou FE. coli produzindo L-lisina e
hidrolisado &acido de racdo de soja de maneira a obter uma
produtividade de fermentagcdo mais alta.

[0009] Apds termos estudado sobre as vantagens do
hidrolisado 4&cido de racdo de soja, descobrimos gque &
possivel melhorar a produtividade de fermentacgdo ajustando o
pH do hidrolisado de racdo de soja pré-formado até um nivel
predeterminado, quando o meio de cultura é preparado, de
maneira tal gque um microorganismo utilize os produtos de
hidrélise de racdao de soja, outros nutrientes e minerais de

maneira mais eficiente. Esta é uma nova solucdo técnica que
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jamais fora conhecida na técnica anterior.

Solucdo técnica

[0010] de acordo com um aspecto da presente invencao, é
provido um método para melhorar a produtividade de
fermentagcdo de L-lisina ©pelo Corynebacterium glutamicum
produzindo L-lisina e hidrolisado de racdo de soja. De acordo
com um outro aspecto da presente invencao, € provido um
método para produzir L-lisina a partir de um produto
cultivado obtido pelo método acima para aumentar a
produtividade de fermentacgao.

[0011] Dagui por diante, caracteristicas e vantagens da
presente 1invengdo serao explicadas em mais detalhe com
referéncia aos seguintes exemplos.

Efeitos vantajosos

[0012] Conforme descrita acima, a presente invencao
refere-se a um método para a fermentacdo de L-lisina usando
hidrolisado &acido de racdo de soja como fonte orgdnica de
nitrogénio. De acordo com a presente invencdo, ¢é possivel
aumentar o nivel de fermentacdo e a producdo em aglUcar de L-
lisina em pelo menos 8% e pelo menos %, respectivamente,
ajuntando o pH do hidrolisado de ragcdo de soja a pH 2-4
quando preparando o meio de cultura, comparativamente com
outros valores de pH.

Descrigcao dos desenhos

[0013] A figura 1 ilustra um processo para preparar
hidrolisado acido de racado de soja; e

[0014] A figura 2 é um grafico mostrando o efeito do pH no
hidrolisado de racao de soja na fermentacdao da L-lisina.

Melhor modo

EXEMPLO 1: Preparacdo de hidrolisado acido de racdo de soja
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[0015] Uma solugdo de ragcdo de soja com uma concentracgdo
de 10-20% (p/v) foli preparada dissolvendo racdo de soja néo
gordurosa tendo um teor total de nitrogénio de 8% ou mais e
um teor de proteina ndo purificada de 50% ou mais em agua de
processo a 40-50°C como solvente. A solucdo de racdo de soja
foi tratada com acido sulfarico ajustado para uma
concentracao final de 20-30%, e entdo a mistura foi
adicionalmente tratada termicamente por agquecimento a 110-
120°C durante 5-10 minutos. Em seguida, a solucgdo de racdo de
soja termicamente tratada, tratada por &acido sulfdrico, foi
resfriada até 50-60°C e filtrada com uma tela filtrante tendo
um tamanho de malha 150~200. O filtrado resultante foi usado
como material para meio de cultura no seguinte ensaio de
fermentagdo (vide figura 1).

[0016] Aqui, a concentragcdo de L-lisina foi medida por
HPLC (Cromatografia Liquida de Alto Desempenho), e a contagem
de células no meio de cultura foi determinada por separacgao
centrifuga a 3.000 rpm durante 15 minutos. Caso necessario, o
numero equivalente foi quantitativamente determinado pelo
método de Bertrand.

Modo para a invengao

EXEMPLO 2: Comparagao da produtividade de fermentacdo da L-

lisina dependendo do pH do hidrolisado &cido de racdo de soja

[0017] O hidrolisado &cido de racado de soja do exemplo 1
foi submetido a cultura de sementes (frasco) em uma
incubadora vibradora com microorganismos produtores de L-
lisina, que é uma cepa depositada pela requerente com numero
de acesso KFCC 11043, e foi submetida a cultura de sementes
em um pequeno tanque de fermentacdo de 5 L. Em seguida, foi

realizado um ensaio de fermentacao em um tanque de
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fermentacdao de 30 L. O ensaio seguinte foi realizado segundo
uma maneira de batelada de alimentacdo, onde acucar e
aditivos adicionais foram adicionados durante a cultura.

1) Meio para cultura de sementes: componentes e condigdes
(Frasco)

[0018] Acucar 50 g/L, peptona 10 g/L, extrato de levedura
10 g/L, KHPO, 1,5 g/L, MgSO4.7H,0 0,5 g/L, uréia 5 g/L e
biotina 50 Wg/L (pH 7 antes da esterilizacgédo) foram incubados
a 220 rpm durante 20~25 horas a 30~32°C.

2) Meio para cultura de sementes: componentes e condicdes
(Tanque de fermentacdo de 5 L)

[0019)] Acucar 70 g/L, extrato de levedura 5 g/L, (NHy) 2S04
10 g/L, KHyPO, 1,0 g/L, MgSO4.7H,0 0,5 g/L, biotina 300 ug/L,
tiamina. HCl1 1.000 ng/L, amida de niacina 2.000 pg/L, &cido
pantoténico 500 uWg/L, e agente antiespumante 3 mL/L foram
incubados a 30~32°C a um pH de 7,0~7,3 (ajustado com amdbnia
gasosa) com uma velocidade de agitacgdo de 450~600 rpm e uma
taxa de aeracdo de 0,5~1 wvvm (volume de ar/volume do
meio/minuto) durante 20~25 horas.

3) Ensaio do meio de fermentacao: componentes e condigdes
(Tanque de fermentacdo de 30 L)

[0020] Acuicar 165 g/L, melaco (como acgucar redutor) 165
g/L, hidrolisado &cido de racdo de soja 30 g/L (preparado com
diferentes valores de pH com solucgcao de NaOH), (NHy),S04 50
g/L, KH,PO, 2,0 g/L, MgSO4;.7H,0 1,5 g/L, FeSO4.7H,0 50 mg/L,
MnSO4.5H,0 50 mg/L, Dbiotina 300 pg/L, tiamina. HC1 1.000
Wg/L, amida de niacina 2.000 ung/L, &cido pantoténico 500
UWg/L, e agente antiespumante 3 mL/L foram incubados a 30~33°C
a um pH de 7,0~7,3 (ajustado com ambdnia gasosa) com uma

velocidade de agitacao de 450~600 rpm e uma taxa de aeracao
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de 0,5~1 vvm.
[0021] O hidrolizado 4cido de racdo de soja foi preparado
com diferentes valores de pH conforme mostrado na tabela 1 a
seguir, e entdo usado como material para um meio de cultura
sob as condig¢des descritas acima.
[0022] Como resultado, quando o pH do hidrolizado de racao
de soja foi ajustado para pH 2~4, foi possivel aumentar o
nivel de fermentacdo e produzido em acucar de L-lisina de
pelo menos 8% e pelo menos %, respectivamente, conforme
comparado com métodos convencionais realizados sob um pH
ajustado e 7,0 ou outros valores (vide figura 2).

Tabela 1

Efeito do pH do hidrolizado &cido de racgdo de soja na

fermentacao
PH hidrolizado|Nivel de| Rendi- | Tempo de Observacgdes
adcido de racédo| fermen- |mento de| fermen-
de soja tacao fermen— |tacdao (h)
(g/L) |tacdo (%)
0 (pH néao 155 47,0 65 O hidrolizado
ajustado) adcido foi
1,0 159 49,0 65 preparado com
2,0 168 52,0 62 diferentes valores
3,0 172 52,5 63 de pH por solugao
4,0 169 52,0 64 de NaOH e entao
5,0 157 49,0 63 esterilizado
7,0 155 46,5 65
Aplicabilidade industrial
[0023] Conforme descrita acima, a presente invencao &

muito Util para a industria de alimentos, uma vez dJue
ajustando o pH do hidrolisado &cido de racgdo de soja a pH 2~4
torna-se possivel aumentar o nivel de fermentacao e
rendimento em acgucar de L-lisina de pelo menos 8% e pelo
menos %, respectivamente, conforme comparado com outros

valores de pH.
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REIVINDICACOES

1. Método para producdo de L-lisina a partir da fermentacao
de um meio de cultura, em um pH de 7,0~7,3 ajustado por
ambnia gasosa usando Corynebacterium glutamicum CJ31-0210
(KFCC11043) e hidrolisado &cido de racdo de soja como fonte

orgénica de nitrogénio, dito método sendo caracterizado pelo

fato de ajustar o pH do hidrolisado &cido de racdo de soja
para um pH de 2~4 quando do preparo do meio de cultura
seguido por esterilizacao.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o hidrolisado 4&cido da racdo de soja ser
preparado pela adicdo de &cido sulfurico ajustado a uma
concentracdo final de 20~30% (p/v) para a solugdo de racdo de
soja usando a agua de processo a 40~50°C como solvente para a
racdo de soja nao-gordurosa para uma concentracdao de 10-20%
(p/v), seguido pelo aquecimento do hidrolisado &cido de racéao
de soja a 110~120°C por 5~10 minutos, e filtragem do

hidrolisado 4cido de racado de soja resfriada a 50~60°C.
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PREPARACAO DE
SOLUGAO DE RAGAO
DE SOJA

TRATAMENTO COM ACIDO
SULFURICO E AQUECIMENTO

FILTRAGAO

FILTRADO
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, O EFEITO DO AJUSTE DE PH DO HIDROLISADO
ACIDO DE RACAO DE SOJA NA FERMENTACAO DA L-LISINA
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