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RESUMO

A economia de mercado dos tempos atuais exige altas producdes a baixos
custos, e normalmente a relagdo custo-beneficio determina a viabilidade ou a
inviabilidade de um negécio. Para a agroindustria ndo é diferente. Quando se
busca a criacdo de bovinos, suinos, aves, ovinos, dentre outros para o abate,
em geral o objetivo é engordar os animais em um curto espacgo de tempo e com
a maior producao de proteina possivel. Ha mais de 50 anos o homem domina a
técnica de producdo de aminoacidos a partir de fermentacgfes, e produtos a
base de aminoacidos essenciais e limitantes ao crescimento sdo agregados as
racOes para acelerar o crescimento e ganho de peso dos animais. A L-Lisina é
um dos 3 aminoacidos essenciais mais importantes para as fases iniciais do
crescimento, e seu mercado, no Brasil € dominado por multinacionais. Os
produtos mais recorrentes sdo vendidos em uma forma purificada,
normalmente em forma de p6 ou de cristais. O objetivo principal deste trabalho
foi o de desenvolver um processo viavel técnica e economicamente, tendo
como produto final uma farinha rica em L-Lisina, e cujo suporte seja um
residuo, subproduto ou coproduto da agroinddstria nacional. Inicialmente cepas
de Corynebacterium glutamicum foram reativadas e selecionadas, de acordo
com seu potencial de producédo de L-Lisina. A cepa ATCC 21799 apresentou 0s
melhores resultados, produzindo inicialmente 1,7g/l de L-Lisina, quando
cultivada em meio a base de caldo nutriente, em shaker, a 120 rpm,
temperatura de 30 °C e pH inicial de 7,0. Ap6s otimizagdo da composicdo do
meio de cultivo, e com fontes mais baratas de nitrogénio e carbono (sulfato de
amonio como fonte inorganica de nitrogénio e melaco de cana como fonte de
carbono), a producéo atingiu 7,8 g/l. Apds geracao e selecdo de mutantes pelo
método classico da luz ultravioleta, a producdo atingiu 9,3g/l. Na etapa
seguinte, o caldo fermentado rico em L-Lisina foi impregnado em matrizes
sélidas secas, moidas e classificadas (farelo de trigo, casca de soja, bagaco de
cana, polpa citrica e residuo de malte cervejeiro) e entdo submetido a ciclos de
secagem e reimpregnacdes. As farinhas resultantes apresentaram conteudos
de até 13,% de L-Lisina em massa seca, € uma analise econémica preliminar
mostrou que tais produtos possuem potencial de mercado, desde que o0s
rendimentos da etapa fermentativa sejam maximizados. Neste caso, as
farinhas desenvolvidas teriam custo variando entre R$ 0,24 e R$ 0,33 para
alimentar um suino por dia, enquanto que os produtos atualmente
comercializados teriam um custo de R$ 0,45.

Palavras-chave: L-Lisina. Nutricdo animal. Processos fermentativos. Residuos
agroindustriais. Corynebacterium glutamicum



Abstract

The nowadays market economy requires high productions at low costs, and
usually the cost-benefit ratio determines the viability or non-viability of a
business. For agribusiness is no different. When cattle, pigs, poultry, sheep,
among others are raised for slaughter, the general goal is to fatten the animals
in a short time and with the greatest possible protein production. For over 50
years, human mastered the technique of production of amino acids from
fermentation, and products based on essential and limiting amino acids for
growth are aggregated to feed to accelerate growth and weight gain of the
animals. L-Lysine is one of the three most important amino acids essential for
the early stages of growth, and its market in Brazil is dominated by
multinationals. The most frequent products are sold in a purified form, normally
in the form of powder or crystals. The main objective of this work was to
develop a technically and economically viable process, whose final product is a
flour rich in L-Lysine, and whose support is a waste, a byproduct or a coproduct
of the national agribusiness. Initially, strains of Corynebacterium glutamicum
were reactivated and selected according to their potential for production of L-
Lysine. The ATCC 21799 strain showed the best results, initially producing 1.7
g/l of L-Lysine, when growth in a medium based in nutrient broth in a shaker at
120 rpm, 30 °C and initial pH of 7.0. After optimization of the composition of the
medium, and with cheaper sources of carbon and nitrogen (ammonium sulphate
as inorganic nitrogen source and cane molasses as carbon source), production
reached 7.8 g/l. After generation and selection of mutants by the classical
method of ultraviolet light, production reached 9,3g/l. In the next stage, the
fermented broth rich in L-Lysine was impregnated in dried, milled and classified
solid matrices (wheat bran, soybean hulls, sugar cane bagasse, citrus pulp and
brewer spent grain) and then subjected to cycles of drying and reimpregnation.
The resulting flours presented contents up to 13% of L-Lysine in dry mass, and
a preliminary economic analysis showed that these products have market
potential, since the yields of the fermentation step are maximized. In this case,
the developed flours would cost between R$ 0.24 and R$ 0.33 to feed one pig
per day, while the currently marketed products have a cost of R$ 0.45.

Key words: L-Lysine. Animal nutrition. Fermentative processes. Agroindustrial
residues. Corynebacterium glutamicum
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1. Introducéo

Os aminodcidos séo as subunidades basicas das proteinas, moléculas que séo
componentes estruturais e possuem imprescindivel papel fisiolégico e metabdlico em
todos os seres vivos. Sdo 20 os aminoacidos comuns, mas mamiferos e aves nao
possuem a capacidade de sintetizar alguns deles, os chamados essenciais. Estes

precisam ser adquiridos diretamente pela alimentacgéo.

7

A L-lisina € um aminoacido essencial, e fundamental na alimentacdo n&o
somente de humanos, mas também de animais de importancia econbmica, como
frangos, suinos e bovinos. Normalmente a indUstria agropecudria utiliza suplementos
de aminoacidos em ra¢des para acelerar o crescimento e ganho de peso dos animais,

pois a maioria dos graos como a soja e o milho sédo deficientes em varios aminoacidos.

O mercado mundial de L-lisina, atualmente, gira em torno de 1.300.000 ton ao
ano, com um crescimento médio anual de 8% ao ano. Os maiores produtores sao a
japonesa Ajinomoto (com cerca de 24% da produgdo mundial) e a sul coreana CJ
CheilJedang (cerca de 23% da producdo mundial) ambas com plantas industriais em

solo brasileiro.

A L-lisina é produzida por processos fermentativos, conduzidos por bactérias
do género Corynebacerium, ou por cepas especificas de E. coli. Normalmente se
usam fermentagdes liquidas (submersas) e o produto final € um sal de Lisina (a Lisina-
HCI) que pode ser cristalizada e é bastante estavel. As etapas que mais encarecem a
producdo sdo: matéria-prima para a fermentacdo (fonte de carbono e nitrogénio)
seguida pelas operacdes unitarias de processamento. Sendo assim, a busca por
matérias-primas baratas e métodos alternativos de separacgéo/purificagdo do produto
sdo pontos-chave para a viabilizagcdo econdmica de novas tecnologias que tenham

intuito de competir com as multinacionais que dominam o mercado atualmente.

Este trabalha visa o desenvolvimento de um bioprocesso para produgédo de L-
lisina que seja atrativo do ponto de vista econbmico-ambiental, e que seja uma
alternativa aos processos tradicionais jA consagrados. Se propbe 0 uso de
subprodutos agroindustriais de baixo valor agregado (e que muitas vezes sao tratados
como residuos) gerados em grandes quantidades no Brasil como fontes de carbono e

nitrogénio.
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Aminoéacidos

As proteinas sédo algumas das macromoléculas bioldégicas mais abundantes e
diversas que ocorrem em todas as células e em todas as partes das células. Elas
possuem uma enorme diversidade de funcdes bioldgicas. S&o os instrumentos

moleculares por meio dos quais a informacéo genética € expressa.

As subunidades bésicas das proteinas sdo os aminoacidos. Sao 20 os
amino&cidos primarios, que constituem uma espécie de alfabeto para virtualmente
todas as proteinas encontradas na natureza. Todos 0s aminoacidos comuns sdo « -
amino&cidos porque possuem um grupo carboxila e um grupo amino ligados ao
mesmo atomo de carbono (o carbono « ). Eles diferem entre si nas suas cadeias
laterais, ou grupos R, que variam em estrutura, tamanho e carga elétrica e que
influenciam a solubilidade dos aminoacidos em agua. De acordo com as propriedades
dessa cadeia lateral, os aminoacidos podem ser divididos em: grupos R alifaticos néao-
polares; grupos R aromaticos; grupos R nao-carregados polares; grupos R carregados
positivamente; grupos R carregados negativamente. Exceto na glicina, os carbonos a
de qualquer aminoacido s&o centros quirais, o que implica na existéncia de pelo
menos dois estereoisbmeros para cada aminodcido. Quando processados por
organismos, normalmente apenas um dos isdmeros é encontrado, pois as enzimas
envolvidas na sintese dos aminoacidos sao estereoespecificas. Sado os L-aminoacidos
(chamados assim por possuirem conformacédo analoga a do L-gliceraldeido). (Nelson
et al, 2011).

2.2. L-Lisina

A lisina (4cido 2,6-diaminocaproico ou acido 2, 6-diaminoexandico) pertence a
classe de aminoacidos com grupos R carregados positivamente, e €&, por isso,
altamente hidrofilica (indice de hidropatia de -3,9, € menos hidrofilica somente quando
comparada a arginina). Ela possui um grupo R com 4 carbonos, e com um grupamento
amino no carbono 6 (o carbono mais distante do carbono a. O pKa do grupamento
carboxila na lisina é de 2,18. O pKa do grupamento amino do carbono a é de 8,95, e o
do grupamento amino do radical R é de 10,53. Portanto, em pH neutro a lisina possui
carga global positiva. O ponto isoelétrico da lisina é 9,74. Sua ocorréncia em proteinas

gira em torno de 5,9%. (Nelson et al, 2011).



13

A forma comercial predominante é a Lisina-HCI (monocloridrato de L-Lisina).
Ela é usada principalmente como aditivo alimentar na industria de ragdo animal, visto
que grande parte dos cereais sdo deficientes neste aminoacido essencial para
algumas classes de animais, como frangos, gado e suinos. (Anastassiadis, 2007).
Lisina é normalmente reconhecida como sendo o aminoacido limitante primario de
varios gréos e sementes oleaginosas, tanto para humanos como para animais. Sendo

assim, é preciso que ela seja adicionada a esses alimentos (Shah, 2002).

Trés das principais fontes de carbono usadas para a producéo de L-Lisina sdo
frutose, glicose e sacarose. Segundo (Kiefer, 2002) a producgéo de L-Lisina € inferior
guando se usa frutose como fonte de carbono. O uso de glicose proporciona
resultados melhores, comparaveis aos resultados obtidos com o uso de sacarose. Os

niveis de biomassa séo similares para sacarose e frutose, e superiores para a glicose.

2.2.1. Mecanismo de producéo de L-lisina

A maioria das cepas selvagens, tanto de bactérias quanto de fungos, nao sao
capazes de sintetizar L-Lisina em grandes quantidades, devido a regulacdes
metabdlicas especificas. Entretanto, alteracfes destes mecanismos podem levar a
producdes significativas de L-lisina. S&o conhecidas duas vias biossintéticas para a
producédo de L-lisina. Uma das vias é a do &cido « -aminoadipico (comum em certos
actinomicetos e em algumas algas, na qual o esqueleto de carbono para a L-lisina é
proveniente do acetato e do « -cetoglutarato). A outra via € a do diaminopimelato
(encontrado em alguns ficomicetos, plantas superiores, algas azuis e protozoarios),

mediante a qual L-lisina é biosintetizada a partir de piruvato e aspartato. (Shah, 2002).

Em microrganismos a lisina pode ser sintetizada por duas rotas completamente
diferentes: tanto a partir do 2-oxoglutarato e acetil-CoA pela rota do « -aminoadipato
ou do aspartato pela rota do diaminopimelato. Existem duas variantes da rota do « -
aminoadipato. Uma delas ocorre em fungos superiores e em arqueobactérias, e a
outra na bactéria Thermus thermophilus. Em bactérias e plantas, a lisina pode ser
sintetizada a partir de aspartato por uma ou mais das quatro variantes da rota do
diaminopimelato (figura 1). Algumas bactérias do género Corynebacterium sao
representantes dos poucos microrganismos capazes de operar com duas rotas

biossintéticas da lisina simultaneamente. Uma caracteristica comum envolvida nas
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diferentes rotas diz respeito a regulacdo de fluxo das vias por inibicdo retroativa das
aspartato quinase. Em Corynebacterium glutamicum existe apenas uma isoenzima de

aspartato quinase, e é codificada por dois genes: lysC« e lysC S, representando as

duas sequéncias codificadoras para as duas subunidades da enzima. A sua atividade
€ bioquimicamente regulada por inibicdo retroativa concertada por lisina e treonina,

que se ligam a subunidade g . (Wittmann, 2007).

A lisina pertence a familia de aminoacidos do aspartato (mesma rota
metabdlica) e em Corynebacterium glutamicum € produzida a partir do piruvato,
oxaloacetato e duas moléculas de aménia com suprimento adicional de quatro NADPH
com poder de reducéo. Interessantemente, 0 organismo possui vias separadas para a
biossintese de lisina. Os dois ramos alternativos fornecem a bactéria Corynebacterium
glutamicum uma maior flexibilidade para resposta a mudangas de condi¢des do meio,

como, por exemplo, varia¢cdes nas concentracdes de amonio (An et al, 1999).
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Figura 1: as 4 possiveis vias de producéo de L-Lisina em procariotos

2.2.2. Producdao de L-lisina por bactérias

Algumas linhagens produtoras de L-lisina tem sido obtidas. Destaque para
Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum
e Methilophilus methilotrophus. (Shah, 2002; Tsujimoto, 2006). Uma estratégia
bastante comum para aumentar a producdo de L-lisina é a obtencdo de cepas
auxotréficas para outros aminoacidos envolvidos na mesma rota de producdo da L-

lisina, como a metionina, homosserina e treonina.
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2.2.3. Capacidade maxima de producédo de L-Lisina

A capacidade méaxima, ou rendimento tedérico maximo de uma célula de
Corynebacterium glutamicum para a producdo de lisina € uma caracteristica
importante, visto que ela fornece uma estimativa do potencial de otimizagao
remanescente de um processo industrial em curso aos engenheiros de processos ou
engenheiros genéticos. Segundo Hollander (1994), o rendimento molar maximo de
glicose em lisina € de 75%. Andlises de fluxo metabdlico considerando as principais
rotas metabodlicas que podem ser usadas por Corynebacterium glutamicum para a
producao de lisina indicam que tal rendimento teo6rico poderia ser de até 82%. (Shah,

2002).

2.2.4. Melhoramento genético

Apéds a descoberta da sua habilidade de produzir e excretar aminoéacidos,
Corynebacterium glutamicum foi usado para estabelecer um processo de producéo
biotecnoldgica para diversos aminoacidos. Através dos anos, varios métodos de
melhoramento genético tém sido desenvolvidos para criar cepas produtoras mais

eficientes.

2.2.4.1. Melhoramento classico

As primeiras cepas produtoras foram desenvolvidas através de processos
iterativos de mutagénese randdmica com luz UV e mutagénicos quimicos e
subsequente selecdo de cepas. A chave para aqueles sucessos era 0 uso de analogos
téxicos da lisina, como, por exemplo, a S-2-aminoetil-cisteina, para o screening de
cepas resistentes a inibicao retroativa. Mais tarde essas cepas revelaram mutacdes
pontuais no gene responsavel pela sintese da aspartoquinase, mutacdes estas que
livravam a enzima da inibicdo retroativa por treonina e lisina. Outras cepas exibiam,
por exemplo, producdo insuficiente, ou mesmo inexistente de treonina (auxotroficas
para treonina), e também para outros aminoacidos, vitaminas e outros metabdlitos.
Algumas das desvantagens da mutagénese convencional, s&o, justamente, a

ocorréncia de inimeras mutages pontuais que se acumulam ao longo das geracdes e
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a consequente exigéncia nutricional (como é o caso dos auxotroficos para treonina).
Apos a identificacdo dos genes alvo para o incremento da producéo de lisina, alelos de
superprodutores puderam ser introduzidos em cepas selvagens, gerando linhagens
com boa capacidade de producdo e sem requerimentos nutricionais adicionais
(Wittmann e Becker, 2007).

2.2.4.2. Engenharia metabdlica da biossintese de L-lisina

A possibilidade de realizar modificacbes genéticas especificas pelo
desenvolvimento da biologia molecular e de ferramentas da engenharia genética
deram inicio a um grande numero de esfor¢cos para racionalizar a otimizacao de
Corynebacterium glutamicum. Muitos desses estudos focaram na otimizacdo do fluxo
da biossintese de lisina pela modificagéo direta das enzimas envolvidas nas vias. Em
especial, a modificacdo de trés enzimas foi essencial para o melhoramento na
producéo de lisina, a saber: aspartato quinase (lysC), dihidropicolinato sintase (dapA)
e o exportador de lisina (LysE). A aspartato quinase é uma enzima chave ha
biossintese de lisina, visto que ela é sujeita a inibicdo retroativa por lisina e treonina.
(Malumbres e Martin, 1996). Diferentes muta¢des pontuais na regido codificadora para
a subunidade regulatéria B (beta) da lysC tém promovido a perda da capacidade de
controle retroativo da enzima e levado, consequentemente, a um aumento na
producéo de lisina (Sugimoto et al, 1997). A producédo também pode ser incrementada
pela superexpressdo do gene da aspartato quinase. Plasmidios expressando
codificacbes amplificadas do gene dapA aumentam significativamente a producdo de
lisina (Eggeling et al, 1998). A superexpressdo de duas enzimas do ramo da
succinilase, a saber: diaminopimelato epimerase e succinilaminocetopimelase
transaminase, beneficiaram a formacgéo de lisina (Kelle et al, 2005). Taxas mais altas
de secrecédo de lisina foram obtidas pela superexpressdo do gene exportador de lisina
(lys) (Bellmann et al, 2001). A figura 2 ilustra a rota de biossintese da L-Lisina em

Corynebacterium glutamicum e evidencia as principais enzimas envolvidas:
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Figura 2: rotas metabdlicas centrais e producédo o de L-Lisina em Corynebacterium glutamicum
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2.2.4.3. Engenharia metabdlica do metabolismo de NADPH

NADPH é consumido na via biossintética de lisina em 4 etapas, seja direta ou
indiretamente pela assimilagdo do aménio. O suprimento eficiente de amobnio é
fundamental para a superproducao de lisina. Segundo Wittmann (2007), a demanda é
de 16,4 mmol NADPH/g biomassa, considerando as necessidades de crescimento
celular e produgcdo de lisina. O metabolismo do NADPH em Corynebacterium
glutamicum é bastante flexivel e se ajusta de acordo com diversos parametros, tais
como: necessidades fisiolégicas globais da célula, fonte de carbono usada,
variabilidade genética da cepa. Como quatro moléculas de NADPH séo requeridas
para a producdo de uma molécula de lisina, e pelo fato de a via das pentoses fosfato
ser a melhor fornecedora de NADPH, boa parte das tentativas de melhoramento com o
intuito de aumentar a produgéo de lisina visam o redirecionamento do fluxo de carbono
para a via das pentoses fosfato. Um exemplo desta estratégia € a delecdo do gene da
fosfoglucose isomerase (pgi), forcando a célula a metabolizar glicose somente pela via
das pentoses fosfato (Marx et al, 2003). Os rendimentos de lisina a partir da glicose

foram superiores aos obtidos com cepas ndo mutadas.

2.2.4.4. Engenharia metabdlica da fonte precursora

O oxaloacetato é o precursor direto dos aminoacidos derivados do aspartato.
Em Corynebacterium glutamicum, as enzimas anaplerdticas fosfoenolpiruvato
carboxilas (PPC) e e piruvato carboxilase estdo envolvidas no suprimento de
oxaloacetato. A superexpressdo do gene da piruvato carboxilase aumentou a
producao de lisina (Peters-Wendisch et al. 2001). Ainda, a superexpressdo do gene
ppc aumentou a producdo dos aminoacidos da familia do aspartato (Sano et al. 1987).
A delecdo do gene pckA (fosfoenolpiruvato carboxiquinase), que converte
oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, favoreceu a producéo de lisina (Riedel et al.,
2001). A delecdo de genes que promovem a descarboxilagdo de compostos do ciclo
do &cido citrico para compostos da glicélise (que constituem um nodo ao redor do
piruvato) € uma estratégia promissora para a obtencdo de cepas superprodutoras de

lisina.
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2.2.5. Fluxo metabdlico na producédo de L-lisina

Segundo Eggeling (1993), pelo uso de glicose com carbono 13, concluiu-se
que de 60 a 70% do carbono encontrado na L-lisina € proveniente da via das pentoses
fosfato, enquanto que apenas 20% do carbono do glutamato provém dessa via. Os
dados estdo de acordo com a alta demanda de NADPH necessario para a producao
de L-lisina, que é suprido pela via das pentoses fosfato.

Becker et al. (2007) realizou um trabalho de engenharia de fluxo metabdlico. A
insercdo de um promotor forte no gene zwf (que codifica a glicose 6P desidrogenase)
em uma cepa de Corynebacterium glutamicum com aspartato quinase resistente a
retroinibicdo (ATCC 13032 lysC™ ) aumentou o fluxo de carbono na via das pentoses
fosfato em cerca de 15% quando comparada a cepa sem a modificacdo. A producéo

de L-lisina foi maximizada.

(Kiefer 2002) testaram diferentes fontes de carbono como substrato para a
producdo de L-lisina por Corynebacterium glutamicum ATCC 21253. O cultivo em
frutose exibiu rendimento em Lisina 30% inferior quando comparado aos cultivos em
sacarose e glicose. Durante o cultivo com frutose houve maior producdo de moléculas
como o lactato. Além disso, a frutose 1,6-bifosfato entra na via glicolitica, e inibe a
enzima glicose 6-fosfato desidrogenase. Esta é uma evidéncia de que o fluxo de
carbono para as vias centrais € maior, em detrimento a via das pentoses fosfato, o que
reduz o suprimento de NADH, e consequientemente, reduz a capacidade de sintese de

Lisina.

(de Graaf et. Al, 2001) otimizaram a producdo de Lisina por meio de um
conjunto de técnicas, que envolve engenharia de fluxo metabdlico (pela regulacdo da
aspartato quinase, exportador de lisina, diidropicolinato sintase), analise bioquimica,

engenharia genética e modelagem matematica.

2.2.6. Producao de L-Lisina em escala industrial

Anualmente s&o produzidas aproximadamente 700.000 toneladas de L-lisina.
Os principais substratos usados para a producdo de L-lisina sdo melagco de cana,

melaco de beterraba, sacarose e dextrose (normalmente obtida pela hidrolise de



21

amido). O maior fator de custo na producéo industrial de L-lisina € a fonte de carbono
(Kelle 2001). Justamente por isso, o rendimento de lisina a partir das fontes de
carbono € um parametro chave para viabilizar economicamente processos industriais
de producdo de L-lisina. A purificacdo e formulagcdo do produto no downstream é
também um importante fator de custo (Hermann 2003). Em processos industriais, a
biomassa de Corynebacterium glutamicum pode ser utilizada separadamente como

racao animal, visto que € classificada como GRAS (Onishi, 2005).

2.3. Substratos

2.3.1. Polpa citrica

A produgcao mundial de “citricos” é de 72,3 milhdes de toneladas/ano, no
periodo de 2007 a 2008, segundo o USDA/FAS. Por “citricos”, se entende uma classe
de frutas, das quais as mais importantes sdo: laranja doce, tangerina e limao. O Brasil
€ 0 maior produtor mundial de citricos, com aproximadamente 22% da producao
mundial. O residuo mais importante do processamento de frutas citricas € a polpa

citrica.

O farelo de polpa citrica € composto por cascas, sementes e polpas de laranja,
e corresponde, aproximadamente, a 50% do peso da fruta. Inicilamente possui 82% de
umidade. Apdés ser triturada e seca, na industria, é peletizado. O farelo é usado como
suplemento para racdo animal, e € um importante insumo para o rebanho bovino (leite
e corte) (Bampidis, 2006). O material € rico em proteina (5%), fibra (14%) e minerais
(8%). Nos anos de (2007/2008) o Brasil exportou cerca de 809 mil toneladas de polpa
citrica anualmente. Portanto, a polpa citrica se constitui como um potencial substrato
para formulagéo de produtos para o mercado de nutricdo animal, tendo em vista seu

teor de umidade, sua composicdo nutricional e os indicadores de mercado.

2.3.2. Farelo de trigo

O farelo de trigo € um material rico em hemiceluloses (30%), celulose (10-
15%), amido (10-20%), proteinas (15-22%) e lignina (4-8%). Boa parte de suas

reservas energéticas nao podem ser aproveitadas diretamente pelos animais, e alguns
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pré-tratamentos poderiam otimizar o aproveitamento de suas fontes energéticas, como

biodegradacao por intermédio de fungos. (Locci, 2008)

O farelo de trigo, além de ser um material rico em fibras, celulose e
hemicelulose, se constitui como um potencial suporte para FES e também como

suporte para formulacfes de produtos para o mercado de racdo para animais.

2.3.3. Bagago de cana

O bagaco de cana é constituido basicamente por celulose (50%), hemicelulose
(25%) e lignina (25%), e contém baixo percentual de cinzas. (Soccol, 2000). Portanto,
seu uso como suporte para o desenvolvimento de um produto para o mercado de

ragcao animal & promissor.

2.3.4. Residuo de Malte (Brewer Spent Grain)

E um material rico em amido (de 40 a 60%) e também em fibras (cerca de
20%). (Soccol, 2000) Possui baixos teores de sais, o que normalmente favorece
processos fermentativos, por ndo inibir o crescimento dos agentes bioldgicos. Possui
vantagens com relacdo ao bagaco de cana para o uso em fermentacdo no estado
sélido, visto que, além de atuar como suporte, possui fontes de carbono mais

facilmente assimilaveis (amido).

2.3.5. Casca de Soja

A casca de soja € um dos subprodutos do processamento do soja, e
normalmente € destinada a suplementacdo para alimentagdo de animais. Contém
cerca de 10% de proteina, 50% de fibra e ndo mais que 4% de gorduras totais (e baixo
teor de carboidratos). Devido a alta concentracdo de proteinas e fibras, a casca de
soja tem sido usada como suplemento para ragdo de animais, notadamente para

peixes (Murray et. al, 2010).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Principal

Desenvolver um processo viavel técnica e economicamente, cujo produto final

seja uma farinha rica em L-Lisina.

3.2. Objetivos Complementares
S&o0 objetivos complementares:

e Selecdo de cepas de C. glutamicum produtoras de L-Lisina

e Otimizag&o de parametros do processo fermentativo para a maximizagéo
de producéo de L-Lisina

e Obtencgéo de cepas mutantes com capacidade diferenciada de producéo de
L-Lisina;

e Selecdo de suportes adequados, da agroindustria local ou nacional, para o
desenvolvimento de uma farinha rica em L-Lisina para uso na alimentagéo

animal.
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4. Metodologias Analiticas
4.1. Quantificag&o de L-Lisina

As quantificacbes de L-Lisina descritas no presente trabalho foram
determinadas (salvo quando especificado de outra forma) pelo protocolo de Chinard,
um método colorimétrico (Chinard, 1952) (ver apéndice para curva de dosagem de L-
Lisina).

O método de Chinard consiste na reacdo de ninhidrina (2,2-dihidroxi-
hidrindeno-1,3-diona) com aminas primarias presentes em aminoacidos livres
(particularmente com os de L-Lisina). A reacdo se da em meio &cido (pH préximo de
1,0) e o produto formado possui cor avermelhada, que pode ser detectado e
guantificado em espectrofotémetro.

4.2. Quantificacdo de Biomassa

Pelo menos 3 métodos foram empregados para a quantificacdo de biomassa

ao longo deste trabalho, a saber:

e Contagem em placa (drop plate): 100 ¢ | do fermentado sdo coletados e

diluidos de forma sucessiva em agua peptonada, até se atingir diluicdo
adequada. Em placa de Petri contendo meio soélido (agar nutriente) séo
pingados 30 x| da(s) diluicdo(des) adequada(s). Apos incubacédo em estufa (36
a 48 horas) e o crescimento das colénias procedia-se com a contagem manual
e os calculos eram feitos para fornecer resultado final em UFC/ml (unidades
formadoras de colonia por ml).

e Peso seco: 1,8ml do fermentado foram coletados em tubos do tipo eppendorf e
submetidos a centrifugagdo a 10.000rpm durante 10 minutos (centrifuga de
eppendorfs Jouan A 14). Os eppendorfs foram previamente secos em estufas a
80 °C e tem seu peso aferido. Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e o conjunto eppendorf+sedimentado foi seco durante pelo menos
24h em estufa a 80 °C. A massa do conjunto foi aferida, e por diferenca se
estimou a massa do sedimentado (biomassa). ApOs célculo de proporgéo,
foiestimada a quantidade de biomassa do fermentado em g/l.

e Turbidimetria: 3ml do fermentado séo coletadas em uma cubeta (e diluidas
dependendo do caso, por um fator adequado, em agua deionizada) e lidas a

660nm em espectrofotbmetro UV-VIS (Spectrum SP-2000). Os resultados
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foram comparados a uma curva de calibracdo previamente estabelecida, e
convertidos a UFC/ml ou a g/l de biomassa (foi estabelecida também uma
curva de conversdo entre turbidimetria-peso seco ou turbidimetria-contagem

em placa).

Em cada secdo do trabalho onde se dosou biomassa, esta especificada qual
das técnicas foi utilizada (ver “Apéndice” para as correlacbes entre técnicas de

dosagem de biomassa)

4.3. Quantificacdo de AcUcares

Quando necessario 0s agucares redutores foram dosados pelo método do DNS
(Miller, 1959).

5. Reativacao, Conservacao e Selecédo de Cepas Produtoras de

L-Lisina

Foram adquiridas inicialmente 7 linhagens bacterianas com potencial para
producdo de L-Lisina, de 3 Bancos Internacionais, a saber: Pasteur 828, Pasteur 7812,
Pasteur 102640, NRRL B3330, ATCC 21513, ATCC 21543 e ATCC 21799.

As cepas foram recebidas na forma liofilizada e foram reativadas em
erlenmeyers de 125ml (volume util de 20ml) a 30 °C, sob agitacdo (120 rpm) em meio

contendo caldo nutriente a 13g/l, durante 3 a 7 dias.

Apés a reativacdo, foram repicadas em placas de Petri (com &gar nutriente a
179/l) e incubadas em estufa a 30 °C. Apds o crescimento das colbnias (2 a 4 dias),
colénias individuais foram repicadas para meios liquidos (caldo nutriente — 30ml de
volume Util) e novamente cultivadas. Apds crescimento, cada uma delas foi misturada
a uma solucao de glicerol 20% na proporcao 1:1 e varias cépias de cada cepa (pelo
menos 20) foram conservadas em freezer a -4 °C, para posterior uso. A pelo menos

cada 6 meses as cepas foram repicadas e o protocolo de conservacao foi repetido.
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5.1. Testes Preliminares e Selecdo das Melhores Produtoras

As 7 cepas conservadas em glicerol foram testadas com relacdo a sua
capacidade de producao de L-Lisina. O objetivo dessa triagem inicial foi identificar as
melhores cepas produtoras em um meio de cultivo liquido basico, para seguir apenas

com as melhores em testes mais minuciosos.

Materiais e Métodos

A tabela 1 mostra a composicdo do meio de cultivo utilizado, com baixa
concentracdo de fontes de carbono (glicose) e nitrogénio organico (caldo nutriente) e
com micronutrientes essenciais e vitaminas (concentracdes de sais e vitaminas fixadas
de acordo com a observagdo de outros trabalhos com cepas de C. glutamicum)
(Coello, 2000; Ohnishi, 2005; Tada, 2001; Sassi, 1998; Becker, 2007).

Tabela 1 — composi¢cdo dos meios de cultivo usados para 0s primeiros testes
de producéo de L-Lisina com 7 cepas reativadas

Componente Concentracéo
Glicose 409/
Caldo nutriente 13g/l
Sais
KH2PO, 39/l
NacCl 19/l
MgS0O,.7H,0 0,4q/|
FeS0,4.7H,0 10mg/l
MnS0,4.4H,0 10mg/|
CaCl,.2H,0 55mg/l
Vitaminas
Biotina 400 ug/l
Tiamina 400 ug/l

Os componentes foram autoclavados separadamente para evitar a formacgéo
de compostos toxicos, em autoclave vertical, durante 15 minutos a latm, exceto as

vitaminas, que foram esterilizadas for filtragdo em membranas de 22 4 m (Milipore).

As provas fermentativas foram conduzidas em erlenmeyers de 125ml (volume atil de
30ml). A taxa de inoculagéo foi padronizada em 5% (a partir das cepas conservadas,
conforme descrito no tépico anterior), a temperatura em 30 °C, a agitacdo em 120 rpm

e o pH inicial do meio foi ajustado a 7,2, e as coletas para andlise de concentragéo de




27

L-lisina foram feitas as 72 horas de cultivo (a partir desse ponto essas condicfes serao

denominadas “condi¢bes padrao”).

Obervacao: durante este relato, sempre que uma nova formulacdo for
apresentada, ficar4 subentendido que se procedeu de forma similar (autoclavagem
separada dos componentes e filtracdo das vitaminas). Caso haja algum detalhe
particularmente importante no preparo do meio, sera citado. Da mesma forma, caso
alguma condicdo (como temperatura, pH, taxa de inoculacdo, agitacdo, tempo de

fermentacéo) seja diferente das definidas anteriormente, o fato sera evidenciado.

Resultados

Os resultados dos testes preliminares para identificacdo de cepas produtoras
de L-lisina estéo na tabela 2:

Tabela 2 — Producéo de L-Lisina pelas 7 cepas reativadas em meio liquido
sintético

Cepa Producéo de L-Lisina (g/l)
Pasteur 828 -
Pasteur 7812 0,14
Pasteur 102604 -
NRRL B3330 1,56
ATCC 21513 1,48
ATCC 21543 0,56
ATCC 21799 1,38

O experimento foi satisfatorio, pois mostrou que algumas das cepas testadas

tém potencial para producédo de L-Lisina.

O melhor resultado foi obtido pela cepa NRRL B3330, seguido pelas cepas do
ATCC. As cepas do Instituto Pasteur, por apresentarem produgbes muito baixas ou

ndo detectadas, ndo foram mais utilizadas a partir deste momento.

Os resultados ainda séo bastante modestos quando comparados aos dados de
literatura — 209/l por (Kiefer, 2002); 30 g/l por (Coello, 2000); 75g/l (Tada, 2001). No
entanto, o objetivo desta etapa era identificar potenciais produtoras de L-Lisina, e a
partir delas elaborar novos experimentos tendo em vista o0 aumento da producdo do

aminoacido.
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6. Otimizacédo de Parametros de Fermentacédo para Producéao de
L-Lisina

6.1. Fontes de Nitrogénio

6.1.1. Testes com Fontes Inorganicas de Nitrogénio e em Meios com
Auséncia e Presenca de Sais e Vitaminas com a Cepa NRRL B3330

Inicialmente a cepa NRRL B3330 foi escolhida para a sequéncia dos trabalhos,
cujo objetivo imediato era a substituicdo da fonte organica de nitrogénio (caldo
nutriente) por uma fonte inorganica, e também a verificacdo da importancia de se

manter sais e vitaminas como componentes do meio de cultivo.
Materiais e Métodos

Foram feitas provas comparativas usando meios com e sem sais, com e sem

vitaminas e com algumas fontes inorgéanicas em substituicdo ao caldo nutriente.
A tabela 3 apresenta as formulagdes utilizadas de forma detalhada:

Tabela 3 — formulagbes usadas para o cultivo de C. glutamicum NRRL B3330 na
auséncia e presenca de sais e vitaminas e com fontes variadas de nitrogénio

Meio Glicose | Caldo Sais* | Vitaminas** | (NH4),SO, | NH4sNO3 | Uréia
(g/h nutriente (g/l) (a/l) (a/l)
(9/h)

Al 40 13 - - - - -
All 40 13 Sim - - - -
Alll 40 13 - Sim - - -
AlV 40 13 Sim Sim - - -

Bl 40 - - - 10 - -
Bll 40 - - - - 10 -
BIII 40 - - - - - 10
BIV 40 - - - 3,3 3,3 3,3

Cl 40 - Sim Sim 10 - -
Cll 40 - Sim Sim - 10 -
CllI 40 - Sim Sim - - 10
Clv 40 - Sim Sim 3,3 3,3 3,3

* Foram utilizados os mesmos sais, e has mesmas concentracdes com relacdo a
tabela 1
** Foram utilizadas as mesmas vitaminas e nas mesmas concentracdes com relagédo a
tabela 1

Foram dosadas a biomassa (por turbidimetria, e convertidas em peso seco
segundo a metodologia descrita na segédo “dosagem de biomassa”) e a produgao de L-

Lisina ap0Os 72 horas de cultivo.
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Resultados e Discussao
Os resultados estao resumidos na tabela 4:

Tabela 4 — Resultados da producédo de biomassa e L-Lisina pela cepa NRRL B3330 na
auséncia e presenca de sais e vitaminas e com fontes variadas de nitrogénio

Meio Biomassa (g/l) L-Lisina (g/1)
Al 7,1 1,3
All 7,8 2,2
Alll 6,8 15
AlV 7,6 1,8
BI 0,3 -
Bl 0,6 -
BIII 0,3 -
BIV 0,9 -
Cl 2,7 -
Cll 1,9 -
Clll 0,3 -
CIlv 1,7 -

Os resultados da tabela 4 mostram que a cepa NRRL B3330 ndo metaboliza de
forma adequada fontes inorganicas de nitrogénio, e ndo produz L-Lisina na auséncia
de fonte organica de nitrogénio. Fica também evidente que a presenca de sais foi
importante para a producdo de biomassa (7,8g/l na presenca de sais e com fonte
organica de N contra 7,19/l na auséncia de sais e com fonte organica de N) e
principalmente para a producdo de L-Lisina (2,2g/l contra 1,3g/l). As vitaminas néo
exerceram impacto importante na producgéo de L-Lisina (em meio com fonte organica
de N e auséncia de sais, 1,59/l contra 1,3g/l na presenca e auséncia de vitaminas
respectivamente; em meio com fonte organica de N e presenca de sais, 1,89/l e 2,2g/I

na presenca e auséncia de vitaminas respectivamente).

A andlise dos resultados motivou estudos com outras cepas, ho intuito de
verificar se alguma delas possuia a habilidade de crescer e produzir L-Lisina em fontes
inorgénicas de N, e ainda, chamam a atencdo para uma investigagdo mais detalhada

sobre o efeito da presenga de sais e vitaminas no meio de cultivo.
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6.1.2. Testes com Fontes Inorgéanicas de Nitrogénio com as Cepas ATCC
21513, ATCC 21543 e ATCC 21799

Segundo os dados da tabela 1, apés a cepa B3330, as cepas do ATCC foram
as melhores produtoras de L-Lisina em meios sintéticos. Portanto, as 3 cepas do

ATCC foram escolhidas para novos testes com fontes inorgénicas de nitrogénio.

Materiais e Métodos
O plano foi simplificado para reduzir o nimero de experimentos, de acordo com
a tabela 5.

Tabela 5 - formula¢des usadas para o cultivo de C. glutamicum ATCC 21513, ATCC 21543 e
ATCC 21799 com fontes variadas de nitrogénio

Meio Glicose (g/l) Caldo (NH4),S04 NH4NO;3 Uréia (g/l)
nutriente (g/l) (g/l) (g/l)
I 40 13 - - -
Il 40 - 10 - -
11 40 - - 10 -
Y 40 - - - 10
V 40 - 3,3 3,3 3,3

Para ndo tornar o experimento demasiadamente complexo, 0s sais e vitaminas

foram mantidos, nas mesmas concentracdes exibidas na tabela 1.

Resultados e Discussao

Os resultados para a produgéo de biomassa (determinados por turbidimetria e

convertidos em peso seco) e L-Lisina séo exibidos na tabela 6.

Tabela 6 — resultados de producdo de biomassa e L-Lisina pelas cepas de C. glutamicum
ATCC 21513, ATCC 21543 e ATCC 21799 com fontes variadas de nitrogénio

Meio Biomassa (g/| L-Lisina (g/l)
ATCC 21513 | ATCC 21543 | ATCC 21799 | ATCC 21513 | ATCC 21543 | ATCC 21799
I 6,9 4,8 7,1 1,6 0,5 15
Il 1,6 1,3 5,9 0,0 0,2 1,7
I 1,2 0,7 1,7 0,0 0,0 0,0
\Y 4,8 1,7 2,9 0,0 1,0 0,0
\Y 6,4 3,7 2,9 0,0 0,3 0,4

Todas as cepas (ATCC 21513, ATCC 21543 e ATCC 21799) produziram
gquantidades significativas de biomassa quando cultivadas em fonte organica de N
(6,99/l; 4,89/l e 7,1g/l, respectivamente) e de L-Lisina (1,6g/l; 0,59/l e 1,5¢/l,
respectivamente). Com fontes inorganicas, os comportamentos foram variados. A

ATCC 21513 se desenvolveu bem na presenca de uréia (4,8g/l de biomassa) e na
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mistura de uréia, sulfato de aménio e nitrato de ambnio (6,4g/l de biomassa), mas em
nenhum dos casos houve producdo de L-Lisina. A cepa ATCC 21543 cresceu bem na
mistura das 3 fontes inorgéanicas (3,7g/l de biomassa) mas produziu apenas 0,3g/l de
L-Lisina nessa condicdo, enquanto produziu uma quantidade um pouco menor de
biomassa na presenca exclusiva de uréia (1,7g/l), mas produziu mais L-Lisina (1,09/1).
Em presencga exclusiva de sulfato de amonio ou de nitrato de amodnio as produgdes de
biomassa foram baixas, e houve pouca ou nenhuma producdo de L-Lisina. A cepa
ATCC 21799 se adaptou melhor ao meio contendo sulfato de amdnio, com producdes
expressivas de biomassa (5,9g/l) e de L-Lisina (1,7g/l), com produgdes inferiores de
biomassa e L-Lisina nas demais condigdes.

A andlise dos resultados elege a cepa ATCC 21799 para oS ensaios com
auséncia e presenca de sais e vitaminas, e destaca o sulfato de amdnio como possivel

substituinte de fontes organicas para experimentos futuros.

6.2. Sais e Vitaminas

6.2.1. Testes na Auséncia e Presenca de Sais e Vitaminas com a Cepa
ATCC 21799

Experimentos anteriores com a cepa NRRL B3330 evidenciaram a importancia
da presenca de sais para a producéo de L-Lisina. Todavia, o uso de biotina e tiamina
ndo se mostraram imprescindiveis. Um novo teste foi feito para verificar se tal
comportamento se repete para a cepa ATCC 21799 (que se mostrou eficiente na

utilizacdo de fonte inorgénica de nitrogénio).

Materiais e Métodos

Foram preparados 4 meios de cultivo, todos com glicose e caldo nutriente: um
na auséncia de sais e vitaminas, um na presenca apenas de sais, um na presenca
apenas de vitaminas e finalmente um na presenca de sais e vitaminas, conforme a
tabela 7:
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Tabela 7 - formulacdes usadas para o cultivo de C. glutamicum ATCC 21799 na
auséncia e presenca de sais e vitaminas

Meio Glicose (g/) Caldo nutriente (g/l) Sais* Vitaminas*
| 40 13 - -
] 40 13 Sim -
1 40 13 - Sim
v 40 13 Sim Sim

* Foram utilizados os mesmos sais, e nas mesmas concentracdes com relagdo a
tabela 1

** Foram utilizadas as mesmas vitaminas e nas mesmas concentracées com relacéo a
tabela 1

Resultados e Discussao

A tabela 8 exibe a producéo celular e a producéo de L-Lisina pela cepa ATCC

21799 nos meios apresentados ha tabela 7:

Tabela 8 — Resultados de producédo de biomassa e L-Lisina pela cepa ATCC 21799 na
auséncia e presencga de sais e vitaminas

Meio Biomassa (g/l) L-Lisina (g/1)
I 4,3 -
Il 5,8 1,7
11 4,2 0,4
Y 7,1 1,4

Os resultados deixam claro que a presenca de sais foi fundamental para a
producédo de L-Lisina pela cepa ATCC 1799 (producdo de 1,79/l e 1,49/l na presenca
de sais; producgéo ndo detectada e de 0,49/l na auséncia de sais). No entanto, néo fica
evidente que as vitaminas tém papel relevante (producéo néo detectada e de 1,79/l na

auséncia de vitaminas; producéo de 0,49/l e 1,49/l na sua presenca).

A andlise desses resultados motiva um teste mais detalhado para verificar a
importancia individual de cada sal e de cada vitamina na producdo de L-Lisina pela
cepa ATCC 21799.

6.2.2. Determinacédo da Influéncia individual dos Sais e Vitaminas para
Producéo de L-lisina pela cepa ATCC 21799

Materiais e Métodos

Para testar individualmente o efeito de cada sal e de cada vitamina sobre a
producdo de L-Lisina pela cepa ATCC 21799, foi proposto um planejamento

experimental do tipo Plackett-Burmann. A tabela 9 exibe a matriz usada.
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Tabela 9 — Matriz de experimentos ( tipo Plackett-Burmann) para verificagédo do efeito individual
de cada sal na producéo de L-Lisina pela cepa ATCC 21799

Ensaio
*KoHPO,4 | MnS04.4H,0 | FeS0O,.7H,O | MgSQO,4.7H,0 NaCl CaCl,.2H,0 Biotina Tiamina
KH2+P04
1 1 - 1 - - - 1 1
2 1 1 - 1 - - - 1
3 - 1 1 - 1 - - -
4 1 - 1 1 - 1 - -
5 1 1 - 1 1 - 1 -
6 1 1 1 - 1 1 - 1
7 - 1 1 1 - 1 1 -
8 - - 1 1 1 - 1 1
9 - - - 1 1 1 - 1
10 1 - - - 1 1 1 -
11 - 1 - - - 1 1 1
12 - - - - - - -

* Por se tratar de um par de sais com conhecida fungdo conjugada, foram tratados
conjuntamente

Na tabela 9, o nivel 1 corresponde a presenca do respectivo sal ou vitamina (na

concentracdo definida na tabela 1), e o simbolo

corresponde a sua auséncia.

Em cada um dos 12 ensaios foi utilizado um meio contendo 40g/l de glicose e

139/l de caldo nutriente e condi¢gbes padrédo. As amostras foram colhidas ao final de 72

horas para analise do contetdo de L-Lisina.

Além dos 12 ensaios também foram executados 3 ensaios adicionais (ponto

central), contendo também 40g/I de glicose e 13g/l de caldo nutriente e todos os sais e

vitaminas presentes (concentracdes dadas na tabela 1).

Resultados e Discussao

A tabela 10 mostra os resultados para 0s ensaios descritos anteriormente:
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Tabela 10 — Producéo de L-Lisina pela cepa ATCC 21799 para o ensaio Plackett-Burmann
para avaliacdo do efeito individual de sais e vitaminas

Ensaio

L-Lisina (g/l)

1,6

1,8

14

15

1,7

2,5

2,6

14

11

1,0

1,6

el
BlEBlo|o|No|ua| s w|n|-

0,7

Ponto Central

1,9

1,8

2,2

E a figura 3 mostra o grafico de Pareto (Statistica 5.0) para esses resultados:

B Graph1: Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: YAR9 -0l x

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: “AR9

8 Factor Screening Design; M3 Residual=, 1666667

Effect Estimate (Absolute “alue)

O WARS
p=1

(2)WARZ | MnS0..4H0 // % 3040559
(AWART | FeSOa7H0 // 2102031

[BWARE i CaCla2H:0 1202082

(1IWART | 1eHPOsKHPOs % 2182388

(d1vAR4 ff MgS0.7H,0 % S1a2388

(BiwARG | Biotina FTTEATS

(FWARY | Tiamina 5363061

EVARE | Naol ] .apaars

ona D:E 1 :EI 1 :5 EEI 2:5 3:|:I a5

Figura 3 — Gréfico de Pareto ao nivel de significancia de 90% exibindo o efeito relativo
individual de sal e de cada vitamina sobre a produc¢é&o de L-Lisina para a cepa ATCC 21799
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A andlise dos resultados permite concluir que apenas os sais de Manganés e
de Ferro tem efeito significativo individual ao nivel de significancia de 90% (3,04 e
2,19, respectivamente). No entanto, todos os sais (exceto o cloreto de sodio) possuem
efeito positivo sobre a produgéo, muito embora mais modestos. Sendo assim, todos 0s
sais foram considerados importantes e mantidos para experimentos futuros, exceto o
cloreto de sédio, que foi excluido a partir deste ponto, por apresentar efeito levemente
negativo (-0,49) sobre a producdo de L-Lisina. Sobre as vitaminas, sGo compostos
caros, e demandam esterilizacdo diferenciada (uso de microfiltros), dificultam os
processos de formulacéo do meio e muitas vezes seu uso, pela manipulagdo adicional,
favorecem a contaminacdo dos meios de cultivo. Os resultados apresentados no
tépico anterior (tabela 8) e no tdpico atual (tabela 9 e grafico 1) justificam a retirada de
ambas para 0s experimentos seguintes, por apresentarem impacto muito baixo sobre
a producdo de L-Lisina (da figura 3, 0,78 para a biotina e 0,64 para a tiamina,

resultados inferiores a todos os sais, exceto o cloreto de sédio).

6.3. pH e Agentes Tamponantes

6.3.1. Importancia do pH e Testes para Escolha de Tampé&o Adequado

Em diversos testes realizados até este ponto do trabalho, percebera-se que o
pH dos meios fermentados era bastante baixo, geralmente entre 4,0 e 5,0 (resultados
ndo exibidos). Na expectativa de estabilizar o pH do meio liquido ao longo da
fermentacédo, e o deixar mais proximo da faixa ideal para o crescimento das linhagens
de Corynebacterium glutamicum e consequente producéo de L-Lisina (entre 7,0 e 7,4)
alguns tampdes classicos foram testados: tampéo acetato, tampao fosfato e carbonato

de calcio.

Materiais e Métodos

Foram preparados meios de cultivo com glicose (40g/l), caldo nutriente 13g/l) e
sais (conforme selec¢éo feita ao final do tépico anterior, ou seja, todos os sais da tabela

1 exceto o cloreto de calcio). Esse meio sera chamado “meio base”.

Os compostos usados para estabilizar o pH do meio foram: tampé&o acetato;
tampao fosfato e carbonato de calcio. As molaridades dos tampdes acetato e fosfato
no meio final foram ajustadas (conforme exibido na tabela 11) de forma que

estivessem na regido de tamponamento da neutralidade (ao redor do pH 7,0). A
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concentracdo do carbonato de calcio foi definida com base na literatura. A cepa ATCC
21799 foi cultivada em cada um desses meios, amostras foram coletadas ao final do 3°
dia de cultivo, e foram dosadas a biomassa, a L-Lisina produzida, os acucares
remanescentes e foi medido o pH final (lembrando que o pH inicial foi ajustado em 7,2
para todos 0os meios).

A tabela 11 mostra a composigao final dos meios de cultivo utilizados:

Tabela 11 — Composi¢do dos meios utilizados para a selecdo de compostos

estabilizadores do pH em fermentacdes com a cepa ATCC 21799
Meio *Meio base Acetato (M) Fosfato (M) CaCOs3 (g/l)
I Sim - - -
Il Sim 0,26 - -
11 Sim 0,12 -
[\ Sim - - 30

* Definido em “Materiais e Métodos” da segao presente
Resultados e Discussao
Os resultados sao exibidos na tabela 12

Tabela 12 — Producédo de biomassa e L-Lisina, concentracdo remanescente de acucar
redutor e medigdo do pH apos 3 dias de fermentagdo pela cepa ATCC 21799 em meios com
diferentes agentes tamponantes

Meio Acucares (g/l) Biomassa (g/l) | L-Lisina (g/l) ph
I 7,4 6,2 1,9 4,45
Il 23,7 2,3 1,8 4,63
11 26,6 1,9 1,8 4,81
Y 1,3 7,6* 4,6 6,76

* A determinagdo de biomassa em meio contendo carbonato de calcio é inviavel por
turbidimetria. Quando necessario, é feita uma contagem celular pelo método do drop plate, e o
resultado é convertido a g/l pela correlagéo estabelecida na segao “Dosagem de Biomassa”

Os resultados da tabela 12 mostram que a maior producdo de biomassa, o
maior consumo de aculcares e a maior producdo de L-Lisina (7,6g/l; 38,79/l e 4,6g/l)
ocorreram quando o carbonato de calcio foi usado como agente tamponante. Também
fica claro que o pH final foi fortemente influenciado pela presenca do carbonato de
calcio (6,76, contra 4,45 do controle). Os outros tampdes, por motivos ainda nao
esclarecidos, ndo favorecem o desenvolvimento de biomassa, o que se pode observar
pelas baixas concentragfes de biomassa obtidas e pelo baixo consumo de agucares

do meio, muito embora a produc¢éo de L-Lisina seja similar & do controle.

O carbonato de calcio passou a ser usado deste ponto em diante do trabalho

COmo agente tamponante.
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Observacéo: alguns testes foram feitos para definir a melhor concentracdo de
carbonato de céalcio no meio. Os resultados (ndo exibidos) indicaram que néo foi
necessario usar mais do que 20g/I de CaCOs. Esse valor foi estabelecido como padrao
a partir daqui.

6.4. Altas Concentracdes de Fontes de Carbono e Nitrogénio

6.4.1. Testes com Altas Concentracdes de Glicose e Sulfato de Aménio

Os resultados até aqui apresentados sugerem que a cepa ATCC 21799 poderia
ter sua capacidade de producéo de L-Lisina aumentada se cultivada em meios com
sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio, com sais e com carbonato de célcio como
agente tamponante. Ainda, néo ficara claro se a presenca de fontes organicas de
nitrogénio era ou nao dispensavel, e também ainda nédo se podia afirmar se meios com
quantidades mais altas de fonte de carbono poderiam melhorar a producdo de L-

Lisina.

Os testes a seguir buscaram responder as questdes levantadas. Neles, ainda,
foram consideradas outras duas cepas, para que se pudesse certificar que a cepa
ATCC 21799 é de fato a melhor produtora em condicbes ja diferentes daquelas
testadas nos passos iniciais do trabalho.

Materiais e Métodos

Foram utilizados dois meios de cultivo distintos: um “controle” com relacéo a
fonte de nitrogénio (somente com fonte organica de N) e outro com altas
concentracdes de glicose e sulfato de amdnio, e com uma quantidade baixa de caldo
nutriente (concentragdes definidas previamente — resultados néo exibidos). A tabela 13

mostra em detalhes a composicdo dos meios:

Tabela 13 — Composicdo dos meios para testes com altas concentracdes de fontes de
carbono

Meio Glicose (g/l) Caldo nutriente (NH4),S04
(a/l) (gl)
A 80 13 -
B 80 2,6 75

Ambos os meios possuiam 20g/l de CaCO; e sais conforme a tabela 1 (exceto
o NaCl). Foram cultivadas as cepas ATCC 21513, ATCC 21543 e ATCC 21799 em

cada um dos meios, foram coletadas amostras a cada 24 horas de fermentagéo até o
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quinto dia e foram determinadas as quantidades de acUcares redutores

remanescentes, a producgéo de L-Lisina e o pH do meio.

OBS: foi coletado um ponto adicional para analise de aglcares e pH no tempo
156h (6 dias e meio).

Resultados e Discusséo
Apenas os resultados das 72 horas de cultivo s&o exibidos na tabela 14, para

facilitar eventuais comparaces com outras tabelas deste trabalho.

Tabela 14 — consumo de acUcares (exibido na forma de acglicares remanescentes),
producao de L-Lisina e pH final em meios com altas concentragfes de carbono as 72 horas de
fermentacdo — cepas ATCC 21513, ATCC 21543 e ATCC 21799

Meio Acucares (g/l) L-Lisina *pH
21513 | 21543 | 21799 | 21513 | 21543 | 21799 | 21513 | 21543 | 21799
A 13 38 54 4,2 1,1 4,3 6,2 5,6 6,2
B 73 47 22 0,1 4.9 5,7 8,1 7,4 7,5

* 0 pH inicial, previamente a autoclavagem, é ajustado a 7,2, como de costume, no entanto,
apos a autoclavagem pode haver alteracdes em seu valor. No presente experimento o pH
inicial, para a maior parte dos frascos, imediatamente ap6s autoclavagem e mistura dos
componentes, ficou em torno de 7,5, como pode ser visto em detalhes na figura 5.

A cinética detalhada do experimento é exibida nas figuras 4, 5 e 6.
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Figura 4 — perfil de consumo de agucares pelas cepas ATCC 21513, ATCC
21543 e ATCC 21799 em meios com altas concentracdes de fonte de carbono.
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Figura 5 — perfil de pH durante o processo fermentativo com as cepas ATCC
21513, ATCC 21543 e ATCC 21799 em meios com altas concentracdes de
fonte de carbono.
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Figura 6 — perfil de producéo de L-Lisina pelas cepas ATCC 21513, ATCC
21543 e ATCC 21799 em meios com altas concentracdes de fonte de carbono.
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Os resultados da tabela 14 e das figuras 4 e 6 deixam claro que a cepa ATCC
21513 possui grande dificuldade para se desenvolver em meio contendo (NH4),SO, (o
que j& se esperava por resultados anteriores) e, consequentemente, para produzir L-
Lisina, no entanto, pode produzir quantidades razoaveis de L-Lisina em meios com

fonte orgéanica de nitrogénio (até 4,69/l de L-Lisina, ver tabela 12).

A cepa ATCC 21543 foi capaz de consumir de forma satisfatéria os acucares (e
com perfis similares — ver figura 4) de ambos os meios, e de forma inesperada,
produziu quantidade significativa de L-lisina no meio B (4,99/l ao terceiro dia),
enquanto no meio A produziu apenas 1,1 g/l. Os resultados contradizem experimentos
anteriores, mas podem ser explicadas as diferencas, possivelmente, pela presenca de
carbonato de célcio.

Os melhores resultados, no entanto, continuam sendo apresentados pela cepa
ATCC 21799. Ela se adaptou muito bem ao meio B, apresentando altas taxas de
consumo de agUcares nos primeiros dias de cultivo, e com pico de producédo de L-
Lisina ao redor do terceiro dia (préximo a 6,0g/1).

A evolugéo do pH foi similar considerando as diferentes cepas. Para o meio A,
0 pH cai rapidamente nos primeiros dias de fermentacdo (em uma faixa de 5,5 a 6,2) e
sobe para a faixa de neutralidade ap6s o quarto dia (exceto para a cepa ATCC 21543,
para a qual o pH estabiliza em zona de baixa acidez). Para o meio B o pH tem leve
tendéncia de queda durante os primeiros dias mas se manteve na faixa da
neutralidade durante todo o cultivo, para as 3 cepas. O experimento mostra que o
carbonato de célcio realmente foi capaz de tamponar o meio, e tal tendéncia foi
acentuada nos meios com altas concentracbes de (NH4),SO4, que, ao que tudo

indica, também colabora para a manutencéo da neutralidade em altas concentragdes.

A analise dos resultados, portanto, indica mais uma vez a cepa ATCC 21799
como melhor produtora, indica a possibilidade de se continuar usando (NH4),SO4
como fonte de nitrogénio e CaCO; como um eficiente agente tamponante, e mostra
que a linhagem foi capaz de se desenvolver e produzir L-Lisina em concentracdes

mais interessantes em meios com altas concentracfes de fonte de carbono.
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6.4.2. Otimizacdo da Proporcdo entre Fonte Orgéanica e Inorganica de

Nitrogénio para Producao de L-lisina pela Cepa ATCC 21799

O objetivo deste experimento foi determinar o ponto 6timo para a relagéo entre
as concentracfes de fonte organica (caldo nutriente) e inorganica ((NH4),SO4) de
nitrogénio para maximizar a producao de L-Lisina pela melhor cepa produtora (ATCC
21799)

Materiais e Métodos

Foram preparados meios de cultivo com concentracdo fixa de glicose (80g/l),
carbonato de célcio (20 g/l) e sais (conforme descrito na tabela 1, exceto pelo NaCl) e
com concentracdes variaveis de caldo nutriente e (NH4),SO4, de acordo com um
planejamento Composto Central Rotacional, como descrito na tabela 15:

Tabela 15: definicdo dos niveis de caldo nutriente e (NH4),SO4 para um DCCR , cuja variavel a
ser otimizada é a producéo de L-Lisina pela cepa ATCC 21799

Variavel Nivel
2 -1 0 1 V2
(NH4),S0, 39,6 50,0 75,0 100,0 110,4
Caldo nutriente 0,76 2,00 5,00 8,00 9,24
(9/)

Os ensaios foram conduzidos em duplicata (exceto pelo ponto central, em
triplicata). Amostras foram coletadas ao término do terceiro dia de fermentagdo e a

concentracdo de L-Lisina foi determinada para cada ponto.

Resultados e Discussao

Os resultados, com os respectivos desvios-padrao sdo apresentados na tabela
16:

Tabela 16: Resultados do DCCR para otimiza¢éo da produc¢éo de L-Lisina pela cepa ATCC
21799 com relacdo as concentracdes de nutriente e (NH4),SO,

*Caldo nutriente *(NH4),SO, L-Lisina (g/l) Desvio padrdo
(a/l)
-1 -1 5,0 0,16
-1 1 4,1 0,95
1 -1 53 0,61
1 2,9 0,85
2 4,9 0,55

1
0
0 5,1 0,11
0 NG 5.4 0,04
0 V2 2,8 0,30
0 0 6,0 0,46

V2

N
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* Dados pelos niveis, conforme definidos na tabela 15

Os dados foram submetidos a andlise usando o Programa Statistica 5.0, e a
equacdo da superficie quadratica que melhor se ajustou aos dados experimentais

(pelo método de reducao das diferencas quadréticas) é descrita a seguir:

Z =592 —0,067X — 0,37X% — 0,81Y — 0,782Y2 — 0,34XY (Equacio 1)

Onde:

o Zé aproducao de L-Lisina
o X é o nivel de caldo nutriente (de acordo com a tabela 15)
o Y é o nivel de (NH4),S0O4 (de acordo com a tabela 15)

O par (X,Y) que otimiza a funcdo dada pela equacdo 1 foi (0,16;-0,55) e
convertendo tal para concentragdes reais de caldo nutriente e sulfato de amonio (ver

tabela 15) o ponto tedrico 6timo para a maximiz¢ao da producao de L-Lisina seria:
* Caldo nutriente: 5,5¢g/l e sulfato de amdonio: 619/

Usando o par (0,16;-0,55) na equacgédo 1 teriamos a seguinte producédo 6tima de
L-Lisina: 6,14g/l.

Um teste em triplicata foi feito usando a condi¢cdes 6timas (5,5¢/I de caldo
nutriente e 61g/l de sulfato de amonio) e os resultados de producéo de L-Lisina obtidos
foram: 5,69/l; 6,39/l e 5,8g/l. A média foi de 5,87g/l, com desvio-padrdo de 0,31g/l. Ou
seja, o valor predito pelo modelo esta na faixa 5,87+0,31g/l.

A partir deste ponto, passou-se a usar as concentragdes de caldo nutriente em

5,59/l e de sulfato de aménio em 619/l nas formulacdes.

7. Producéao de L-Lisina em Meios Formulados

7.1. Producdo de L-Lisina em Meio com Batata-Doce

Apos otimizagdo do meio de cultivo sintético, buscou-se utilizar uma fonte de
carbono mais barata para substituir a glicose, e a escolha foi a batata-doce, por uma
série de motivos: ser um dos produtos agricolas mais baratos no estado do Parang;
com grande disponibilidade no mercado; ser sabidamente uma rica fonte de acUcares
simples; ser usada em linhas de pesquisa do LPB (Laboratério de Processos

Biotecnoldgicos) da UFPR.
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Os experimentos foram divididos em dois blocos:

* No primeiro bloco se investigaram 3 variedades de batata-doce, para a
selecdo daquela que permitisse maior producéo de L-Lisina, e também foi verificada a
necessidade de suplementacdo com sais. Ressalta-se que, nos testes com meio
sintético, foi comprovado que os sais desenpenham papel essencial ndo somente para
o crescimento das cepas de C. glutamicum, mas principalmente para a producéo de L-
Lisina. Ocorre que raizes como a batata-doce sabidamente s&o ricas em sais e cinzas,
e muitas vezes torna-se desnecessaria, ou mesmo prejudicial, a adicdo de sais para

cultivos microbianos;

* No segundo bloco se investigou a possibilidade de eliminar a fonte organica
comercial de nitrogénio (caldo nutriente). Nos experimentos anteriores ficou
demonstrada a importancia de se suplementar o meio de produgcdo com caldo
nutriente, pois o sulfato de aménio como Unica fonte de nitrogénio ndo proporcionou 0s
melhores resultados (ver equagdo 1 e resultado do teste de otimizagdo da secéo
anterior). A fonte organica de nitrogénio usada como possivel substituinte ao caldo
nutriente foi a milhocina, um subproduto do processamento do milho. A milhocina é um

insumo relativamente barato e gerado em abundancia no estado do Parana.

Materiais e Métodos

* Primeiro bloco

Todos os meios foram preparados com 20g/l de CaCOs; 61g/l de (NH4),SO,4 e
5,59/ de caldo nutriente (meio basal* - ver tabela 17). Os ensaios foram realizados em
condi¢bes-padréo, conforme relatado nas primeira secdes deste trabalho. Foram
testadas 3 variedades de batata-doce, que chamaremos de “amarela”, “roxa” e
“branca”, encontradas no Mercado Municipal de Curitiba. A bactéria utilizada para as
fermentagbes foi a ATCC 21799.

O hidrolisado de batata-doce foi preparado de acordo com o0 seguinte
protocolo: a batata-doce foi cortada, seca, moida e peneirada. 150g da fracdo de 0,8 a
2,0mm foram tomados, e diluidos em agua. Foram acrescidos 10ml de acido cloridrico
concentrado e agua foi adicionada até que se atingisse a massa de 1kg. O frasco
contendo o material foi submetido a autoclavagem a latm durante 15 minutos. O
material foi resfriado e o pH da suspensao foi ajustado a 7,0 com auxilio de solucao

NaOH a 5M. A suspenséo finalmente foi peneirada e o material ficou pronto para ser
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usado na formulacdo dos meios de cultivo (este hidrolisado tinha cerca de 75¢g/I de

acucares redutores, e podia sofrer variagbes de até 15% dependendo da variedade da
batata-doce e das raizes usadas).

A tabela 17 mostra a composi¢céo dos meios testados:

Tabela 17: composi¢cédo dos meios de cultivo utilizados para avaliar a melhor linhagem de

batata-doce para producéo de L-lisina e a necessidade de suplementacéo com sais (para
fermentagéo por ATCC 21799)

Meio Meio basal* Batata-doce Sais**
IA Sim Amarela (150g/1) Sim
IB Sim Amarela (150g/1) N&o
1A Sim Roxa (150g/1) Sim
IIB Sim Roxa (150g/l) Nao
A Sim Branca (150g/1) Sim
1B Sim Branca (150g/1) N&o

* 209/l de CaCOg; 619/l de (NH4),SO,; 5,59/I de caldo nutiente
** Conforme tabela 1 (exceto NaCl)

Resultados e Discussao

* Primeiro bloco

Os resultados do bloco 1 sdo exibidos na tabela 18:

Tabela 18: Producéo de L-lisina em meios com batata-doce com e sem sais ao término
do terceiro dia de fermentacéo (fermentacéo por ATCC 21799)

Meio L-Lisina (g/l)
1A 54
IB 6,7
A 4,3
1B 57
A 3,3
1B 5,3

Para todas as variedades de batata-doce, a suplementacdo com sais
prejudicou a producdo de L-Lisina. A variedade que proporcionou os melhores
resultados foi a “amarela” (6,7g/l de L-Lisina sem suplementacdo de sais) e foi
selecionada para a proxima bateria de experimentos.

Materiais e Métodos

* Segundo bloco

Assim como no primeiro bloco, as provas fermentativas foram conduzidas nas

condicdes padrédo, e sempre com 20g/l de CaCO;. Os sais foram eliminados (devido
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aos resultados do primeiro bloco), a variedade de batata-doce usada foi a “amarela” e
a cepa microbiana foi a ATCC 21799. A milhocina utilizada para os experimentos foi
gentilmente cedida pela empresa Corn Products situada na Regido Metropolitana de
Curitiba.

A composicado das formulagdes utilizadas esta detalhada na tabela 19:

Tabela 19: Composicao de meios de cultivo com batata-doce e milhocina para producéo de L-
Lisina pela cepa ATCC 21799

Meio Glicose Batata-doce Caldo Milhocina (g/l)
(g/l) amarela (g/l) | nutriente (g/l)
I 80 - 55 -
Il - 150 55 -
1l - 150 - -
Y - 150 - 1
\Y - 150 - 2
\ - 150 - 3
Vil - 150 - 4
\ill - 150 - 5
IX - 150 - 7
X - 150 - 10
Xl - 150 - 20

* Todas as formulacdes da tabela 19 possuem 619/l de (NH4),SO, e 209/l de CaCO; e
sais conforme a tabela 1, exceto NaCl.

Resultados e Discussao

* Segundo bloco

A tabela 20 traz os resultados dos experimentos com batata-doce amarela e

milhocina:

Tabela 20: Produgéo de L-lisina em meios com batata-doce e milhocina (fermentagéo por
ATCC 21799)

Meio L-Lisina (g/l)
I 5,6
Il 7,2
[ 6,6
\% 6,8
\Y 7,2
VI 7,8
Vi 7,0

\ll 5,6
IX 3,2
X 14
Xl 1,2
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Comparando as producdes de L-Lisina entre os meios | e Il, pode-se concluir
gue a batata-doce substituiu com sucesso a glicose como fonte de carbono, e com
producdo superior de L-Lisina (7,2g/l contra 5,6g/l). Comparando as producdes dos
meios Il e lll, a conclusédo é que, mesmo quando a batata-doce é usada como fonte de
carbono, uma combinacdo de fontes organica (caldo nutriente) e inorgénica
((NH4),S0,) de nitrogénio proporcionam resultado melhor (7,2g/l) do que 0 uso
exclusivo de fonte inorganica (6,6g/l). Analisando os resultados dos meios Ill a Xl,
pode-se concluir que a concentracdo ideal de milhocina € de 3g/l, para a qual a
producdo de L-lisina atinge 7,8g/l. A medida que se aumenta a concentracdo de
milhocina para niveis superiores a 3g/l, a producdo de L-Lisina cai gradativamente
(especula-se que tais concentracfes de milhocina inibam o crescimento celular, por
apresentar excesso de sais ou compostos toxicos quando certos niveis criticos sao
atingidos). Em suma, a milhocina pode ser um bom substituinte ao caldo nutriente se

usada em faixas préximas a 3g/I.

8. Producéao de L-Lisina em Escala de Bancada e Cinética de
Fermentacao

Materiais e Métodos

Para a prova de escalonamento e para a cinética de fermentacao foi escolhida
a melhor cepa (ATCC 21799) e a melhor formulagcdo (batata-doce amarela 1509/,
(NH4),S0,4 619g/1; milhocina 3g/l; CaCOs3; 20g/l e sais (conforme tabela 1, exceto NacCl).

Foram conduzidas duas provas fermentativas, uma em erlenmeyer de 250ml,
com volume de 80ml e a outra em um biorreator de escala de bancada (Marubishi -
MDL) de 8l (4l de volume util). Para a prova com o erlenmeyer (em shaker), foram
mantidas as condicdes padrdo de agitacdo (120rpm), temperatura (30°C), pH inicial
(7,2) e taxa de inoculagédo (5%). Para o reator a temperatura (mantida por chapa de
aquecimento com controlador PID), pH inicial e taxa de inoculagdo foram idénticas as
da prova em erlenmeyer. A aeracdo foi mantida a 0,75vvm, com ar atmosférico
(filtrado por filtro de membrana 22um, Milipore) e agitacdo (com agitador automatico —

2 impelidores do tipo pas planas) a 120rpm.

Amostras de ambos os ensaios foram coletadas de 4 em 4 horas durante as
primeiras 72 horas e ap6s este periodo em intervalos mais espacados. Foram

analisados os perfis de acucares (DNS), de biomassa (determinada por contagem em
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placa e convertida em peso seco (g/l)), L-Lisina (método de Chinard) e pH (pHmetro

de bancada — Marte) para cada amostra coletada (biomassa apenas durante as 72
primeiras horas).

Resultados e Discussao

As figuras 7, 8, 9 e 10 ilustram, respectivamente, os perfis de consumo de
aclcares, crescimento de biomassa, producdo de L-Lisina e evolu¢do do pH durante
as provas fermentativas em shaker e no biorreator.

Acucares - Comparacido Biorreator X Shaker
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Figura 7 — cinética de consumo de agucares — comparacgao shaker X biorreator
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Biomassa - comparag¢ao Biorreator X Shaker

Biorreator

Shaker

Figura 8 — cinética de crescimento de biomassa — comparacao shaker X
biorreator

L-Lisina — comparagao Shaker X Biorreator

Biorreator

[JShaker

L-Lisina (g/1)

Figura 9 — cinética de producao de L-Lisina — comparacao shaker X biorreator



49

pH - comparagao Shaker X Biorreator

Biorreator

[JShaker

Figura 10 — cinética de consumo de agucares — comparagao shaker X
biorreator

Analisando as figuras de 7 a 10 pode-se dizer que o0 processo de
escalonamento foi bem sucedido e que o comportamento cinético é similar para as
escalas comparadas.

A evolucdo do pH é bastante similar, com um aumento de pH até
aproximadamente 7,6 durante as primeiras 8 horas de fermentacdo, e uma queda
acentuada até aproximadamente 6,6 durante as primeiras 24 horas, se mantendo
praticamente constante até o terceiro dia e subindo lentamente do quarto dia em
diante, até ficar levemente basico (no caso do shaker) ou retornar a neutralidade (no
caso do biorreator) no sexto dia (figura 7).

O perfil de crescimento celular é também bastante similar para ambos os
ensaios. H4 um crescimento exponencial até aproximadamente 28 horas de cultivo,
seguido por uma faixa de crescimento préximo ao linear até cerca de 84 horas, sendo
que o pico de biomassa se da entre 100h e 120h, tempo apdés o qual se observa
declinio tanto para o cultivo em shaker quanto em biorreator (de forma mais acentuada
no shaker). O perfil de consumo de agucares também € similar para ambos os ensaios
e é coerente com o perfil de crescimento celular, como se pode observar na figura 7.

A producdo de L-Lisina € discreta nas 12 primeiras horas de cultivo, tem taxa
méxima entre 12h e 72h, periodo apds o qual volta a crescer linearmente para entao

estabilizar. A producdo foi acompanhada até 193h, periodo onde se constataram
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valores maximos tanto para o shaker quanto para o biorreator (10,4g/l e 10,5¢/l,
respectivamente). No entanto, como se trata de um periodo de morte celular (ver
figura 8) € bastante provavel que seja de fato a maxima producao possivel. Ainda que
ndo fosse, ndo teria grande interesse pratico, pois se trataria de uma fermentacéo

muito longa (mais de 7 dias) o que a tornaria desvantajosa economicamente.

A partir dos resultados apresentados nas figuras de 7 a 10, foram calculados
alguns parametros cinéticos, que sao exibidos na tabela 21:

Tabela 21: Parametros cinéticos para o processo e producéo de L-lisina pela cepa ATCC
21799 cultivada em meio com batata-doce e milhocina — comparacéo shaker X biorreator
Prametro Shaker Biorreator
Pmax (g/l) 10,4 (193h) 10,5(193h)
ymax (g/l.h) 0,081(52h) 0,074(52h)
pmax (1/h) 0,18(16h) 0,17(16h)
Xmax (g/l) 15,9(103h) 13,5(118h)

*Yx/s(gX/gS) 0,34 0,38

*Yp/s(gP/gS) 0,20 0,19

* Em 72 horas de cultivo

A figura 11 exibe o biorreator Marubishi — MDL, com fermentado ap6s o 7° dia
de fermentagao.

A concentracdo de proteina total (incluindo também oligopeptideos e
aminoacidos) no meio antes da fermentacdo foi de 0,10% em massa seca, e apos a
fermentacdo, 4,73% (fermentado ndo tratado — contendo biomassa). O método
empregado para as dosagens foi 0 Método de Kjeldahl.



Figura 11 — Biorreator Marubishi — MDL com caldo fermentado

51



52

9. Tentativas de Producao de L-Lisina em Meio Sélido

Em paralelo aos experimentos até aqui apresentados (formulagfes liquidas
para a otimizagdo da produgéo de L-Lisina), foram também conduzidas fermentacdes

no estado solido.

Inicialmente foram selecionados alguns produtos ou subprodutos
agroindustriais importantes para o estado do Parand, a saber: casca de café; farelo de

soja; polpa citrica e bagaco de mandioca.

Foram preparados extratos de cada um dos materiais, acrescidos de Agar a
17/gl e plaqueados em placas de Petri.

Foram preparados inéculos de diversas cepas de C. glutamicum e entdo
repicadas nos meios sdlidos (como se pode observar nas figuras 12.a a 12.d:

Figuras 12.a a 12.d : crescimento de diversas cepas de C. glutamicum em extratos de
produtos/coprodutos agroindustriais em meios com agar: polpa citrica (superior esquerdo),
mandioca (superior direito), casca de café (inferior esquerdo) e farelo de soja (inferior direito)
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Os resultados foram satisfatorios (conforme ilustrado nas figuras 12),
especialmente para o meio com farelo de soja. Apds essa etapa, diversas
fermentacBes solidas foram conduzidas em frascos erlenmeyers e também em
peneiras (para promover melhor aeragéo) em estufas a 30°C, com borrifagéo periddica
de &gua estéril em camaras de fluxo laminar (para manter a saturacdo do meio
proxima aos 100%). Os cultivos liquidos eram preparados e apés 2 dias de
fermentagé@o os meios eram centrifugados, o sobrenadante descartado e a biomassa
ressuspensa em igual volume de agua estéril, apés 2 ciclos de lavagem e finalmente
inoculada nos meios solidos. Amostras eram coletadas periodicamente, até o sétimo
dia de fermentacdo. As amostras eram submetidas a um processo de extracdo com
agua deionizada, na proporcado de 1g para 50ml, e o extrato era submetido a andlise
colorimétrica, conforme o protocolo de Chinard. O mesmo processo era executado
para 0os materiais a serem fermentados imediatamente antes da inoculagéo, e os
resultados comparados. Diversos resultados foram gerados, e com produgfes nao
significativas de L-Lisina (ndo maiores que 1,6g/l). As contamina¢des dos meios eram
e muitas vezes a biomassa ndo se desenvolvia nos frascos. Alguns meses apds o
inicio dos trabalhos, foi feita a inoculagdo proposital de contaminantes do ambiente em
um frasco contendo farelo de soja. O material foi cultivado sob as mesmas condigfes
e analisado o seu teor de L-Lisina alguns dias ap0s a inoculag&o. O resultado mostrou
uma quantidade de L-Lisina superior a 1,6g/l, o que evidenciou que a atividade
microbioldgica sobre o farelo de soja estava simplesmente hidrolisando as proteinas ja
presentes no farelo, e portanto indicando falsa producdo de L-Lisina pelas cepas de
C. Glutamicum. Desta forma, néo julgamos pertinente apresentar quantitativamente os

resultados dessas baterias de fermentagdes.

Em vista dos problemas decorrentes das fermentacdes sélidas, preferiu-se
tomar um rumo diferente, continuar apostando na otimizacdo das fermentacdes
liquidas (conforme exibido nos tépicos anteriores) e para a formulacdo de um produto,

adotar a estratégia apresentada na sequéncia, no préximo tépico.

10. Geracao de Mutantes com Maior Potencial de Producéao de
L-Lisina

Conforme a discussdo do ultimo tdpico, surgiu a necessidade de aumentar
ainda mais a producao de L-Lisina nos meios liquidos e o aproveitamento das fontes
de carbono e nitrogénio dos meios formulados, para entdo retomar os testes de

impregnacdo e acabamento do produto. A estratégia adotada foi a tentativa de obter
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mutantes das cepas de C. glutamicum com capacidades aumentadas de producédo de

L-Lisina.

10.1. Determinacédo da distancia e tempo de mutacao

A cepa ATCC 21799 foi escolhida para os ensaios de determinacdo de tempo e
distancia de exposicdo ao UV, por ter apresentado melhores resultados de producédo

de L-Lisina até aqui.

O objetivo deste experimento é determinar uma distancia e um tempo de
exposi¢cdo das culturas bacterianas a agente mutagénico (luz ultravioleta) suficiente
para gerar mutantes (ao menos 90% de morte de células viaveis) mas nao excessivo,
de forma que uma quantidade razoavel de mutantes permaneca viavel e permita
futuros repiques. Em tais protocolos, as colbnias bacterianas recém inoculadas em
meio solido, em diluicdo adequada, sédo expostas diretamente a radiacdo ultravioleta,
em ambientes totalmente protegidos de luz branca. Imediatamente apos a exposicao,

sdo removidas do ambiente, e incubadas em temperatura propicia ao crescimento.

Materiais e Métodos

A cepa ATCC 21799 foi cultivada em meio padrdo (glicose 80g/l, caldo
nutriente 10g/l, (NH4),SO, 50g/I, CaCO3; 209/l e sais) e sob condi¢des padrdo (taxa de
inoculagdo de 5%; 30°C, 120rpm, pH inicial 7,0, durante 3 dias).

Em paralelo foram preparadas cinco Placas de Petri com meio caldo nutriente.

A partir do caldo fermentado foram feitas diluicbes seriadas, até se atingir a
diluicdo -6 (ou seja, diluidas 1.000.000 de vezes com relagdo ao caldo fermentado),
para a execucao da técnica do drop plate (com 6 gotas por placa).

Em cada placa foram pingadas duas gotas para cada uma das diluices de -3
até -5.

Imediatamente ap6s a secagem das gotas, as placas foram expostas a luz
ultravioleta (lampada de 40W) — exceto a placa 1, o controle - dentro de uma camara
de fluxo laminar horizontal, no periodo noturno (auséncia de luz solar) e com todas as
luzes do ambiente apagadas (auséncia de luz branca), segundo os tempos e

distancias apresentados nha Tabela 22:



Tabela 22 — Tempos e distancias de exposi¢éo a luz ultravioleta das placas com gotas das
diluicdes de cultura liquida de C. glutamicum

Tempo (s) Distancia (cm)
Placa 1 (controle) - -
Placa 2 30 10
Placa 3 30 20
Placa 4 120 10
Placa 5 120 20

55

Imediatamente apds a exposi¢édo, as placas foram levadas a uma estufa de

cultivo (30 °C) por 48 horas, procedendo-se com a contagem das col6nias.

Resultados e Discussao

ApoOs a incubacgédo das placas foram obtidos os resultados apresentados na

tabela 23:

Tabela 23 — Nimero médio de colbnias crescidas nas placas expostas a luz ultravioleta

Diluico
-3 -4 -5
Placa 1 (controle) inc inc 95,5
Placa 2 inc 35 3,5
Placa 3 inc inc 18,5
Placa 4 1 0,5 0
Placa 5 13 2 0

*Inc: incontaveis

Analisando os dados da tabela 23, podemos calcular a porcentagem de inativacao

celular (aproximada) para cada situagao:

e Placa 2 (10cm, por 30s): 96,33%
e Placa 3 (20cm, por 30s): 80,62%
e Placa 4 (10cm, por 120s): 99,97%
e Placa 5 (20cm, por 120s): 99,83%

Dependendo do objetivo, qualquer uma das condi¢cBes testadas, e inclusive outras,

em faixas intermediarias de tempo e distancia, poderiam ser usadas para obtencao de

mutantes Considerando o objetivo estabelecido (probabilidade de geracdo de

mutantes e numero suficiente de colbnias) adotou-se a condi¢édo da placa 2 (10cm, por

30s) como padrao para as etapas seguintes.
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10.2. Obtencéao de linhagens mutantes

O objetivo desta etapa foi a geracdo e manutencdo de cepas mutantes,
capazes de produzir quantidades superiores de L-Lisina com relacdo as

linhagens parentais.

Materiais e Métodos

Apesar de a cepa ATCC 21799 ter apresentado resultados superiores as
demais cepas, considerou-se a possibilidade de mutantes eventualmente
apresentarem comportamentos diferenciados. Portanto, preparou-se um meio padrdo
de crescimento, e foram cultivadas as cepas ATCC 21513, ATCC 21543, ATCC 21799
e NRRL B3330 em erlenmeyers de 125ml, com 30ml de volume util, sob condicbes

padréo.

Apbs o crescimento, foram geradas mutantes de cada linhagem, em placas de
Petri, de acordo com a metodologia descrita no tépico anterior, usando distancia de
10cm e 30s de exposi¢do, com 6 gotas da diluicdo -4 por placa, para obtengédo de

numero suficiente de colonias.

Foi preparada uma quantidade suficiente de meio padrao + tialisina (100 mg/l)
e foram distribuidos 10ml de meio para cada um dos 60 erlenmeyers de 25ml de
volume total. Cada frasco foi inoculado com uma Unica colénia proveniente das placas
submetidas a luz ultravioleta (selecionadas aleatoriamente a partir das colénias
crescidas), e também de algumas colbnias crescidas em placas ndo submetidas a luz

ultravioleta (controles).

Apés a inoculagédo, os erlenmeyers foram mantidos sob temperatura de 30 °C,

rotacdo de 120rpm por 3 dias.

Amostras foram coletadas e centrifugadas, e a quantidade de L-Lisina de cada
amostra foi dosada pelo método de Chinard.

A cepa mais promissora, pelos resultados obtidos até entdo, era a ATCC
21799. Para ela e seus mutantes, portanto, foram reservados numero maior de
frascos: 3 para o crescimento de controles e 21 para coldnias mutantes. Para as
demais cepas, 2 controles e 10 mutantes cada. Em um segundo momento, a melhor
mutante foi repicada, conservada e foi gerada uma segunda linhagem de mutantes.
Par a nova linhagem, novamente se avaliou a capacidade de producédo de L-Lisina em

meio padrao.
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A maior parte dos frascos inoculados com as cepas ATCC 21799 e ATCC

21543 apresentou algum grau de turbidez (indicando crescimento celular) apés 3 dias

de cultivo, ao passo que nenhum dos frascos contendo tanto os controles quanto os
mutantes das cepas ATCC 21513 e NRRL B3330 apresentou turbidez. Esse resultado

pode ser explicado pela presenca do agente de selecao tialisina.

Amostras dos frascos que apresentaram crescimento foram coletadas e

analisadas quanto ao teor de L-Lisina, e os resultados sdo apresentados na tabela 24

(aqueles que néo apresentaram crescimento ndo foram analisados e portanto nao

constam na tabela 24).

Tabela 24 — Producéo de L-lisina em meio liquido padréo pelos mutantes gerados a partir das

linhagens parentais de C. glutamicum

Linhagem Producéo de L-Lisina Linhagem Producéo de L-Lisina
(9/) (9/)
ATCC 21799 ATCC 21543

C1 8,9 C1 0,26

C2 7,8 C2 0,35

C3 8,3

M2 7,5 M3 0,21

M3 7,5 M4 0,04

M4 6,9 M5 0,30

M5 9,4 M6 0,14

M6 6,7 M7 0,18

M7 7,2 M8 0,23

M8 7,3 M10 0,15

M9 8,1

M10 8,1

M11 5,9

M12 6,1

M13 8,1

M14 7,4

M15 5,5

M16 6,3

M17 8,0

M18 5,5

M19 7,9

*C: controle; M: mutante

A mutante M5 obtida a partir da linhagem ATCC 21799, por ter apresentado

producao de L-Lisina (9,4 g/l) mais que 10% superior & média dos controles (8,3 g/l) foi

conservada em solucéo de glicerol a 10% e usada em testes posteriores.
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Apds o descongelamento e repique da mutante ATCC 21799 M5, uma nova
geracdo de mutantes foi avaliada quanto a producdo de L-Lisina, sob as mesmas

condi¢cdes e meios de cultivo descritos anteriormente.

Os resultados sdo apresentados na tabela 25:

Tabela 25 — Produgéo de L-lisina em meio liquido padréo pelos mutantes de segunda geracéo
gerados a partir da linhagem ATCC 21799 M5

Linhagem | Producéo de L-Lisina Linhagem Producéo de L-Lisina
(9/) (9/1)
ATCC 21799 ATCC 21799
M5
C1 9,3 M8 9,6
C2 9,8 M9 8,4
C3 7,4 M10 10,4
ATCC 21799 M11 8,5
M5
C1 8,8 M12 9,6
C2 9,0 M13 8,2
C3 8,7 M14 10,6
M1 10,5 M15 9,9
M2 10,6 M16 9,4
M3 9,9 M17 10,3
M4 9,3 M18 9,9
M5 6,9 M19 8,8
M6 8,3 M20 9,7
M7 8,7

*C: controle; M: mutante

As 5 mutantes melhores produtoras de L-Lisina (ATCC M5M1; ATCC M5M2;
ATCC M5M10; ATCC M5M14 e ATCC M5M17) foram repicadas e conservadas em

glicerol a 10% e usadas em testes posteriores.

Ainda, uma terceira geracdo de mutantes foi gerada, no entanto nenhuma das

novas mutantes superou a producao das linhagens obtidas até entao.

As figuras 13.a e 13.b mostram os frascos utilizados para o cultivo das

mutantes:




Figuras 13.a e 13.b. Erlenmeyers de 25ml (13.a em detalhe) (13.b jA com meio de cultivo
padréo, inoculados individualmente com coldnias mutantes de terceira geragdo de C.
glutamicum) usados para as provas fermentativas de quantificacao de L-Lisina.
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Observacbes: a primeira vista a obtencdo de mutantes com capacidade de
producdo aumentada, e, especialmente, a obtencdo de boas linhagens de segunda
geragcdo motiva a pergunta: por que ndo continuar gerando novas linhagens de
mutantes? E preciso ter em mente um aspecto importante das mutacdes aleatérias:
elas ndo afetam exclusivamente regides do DNA relacionadas direta ou indiretamente
a producao da molécula alvo (no caso a L-Lisina), mesmo que a linhagem parental
tenha uma habilidade razoavel de producdo. Acumulo de muta¢gbes pode gerar
linhagens com caracteristicas indesejaveis, como por exemplo, dificuldade de
adaptacdo e crescimento em certos meios de cultivo; necessidades nutricionais
adicionais; alteracdes metabdlicas e fisiologicas indesejaveis. Uma caracteristica
observada nas linhagens mutantes obtidas nesse estudo, em especial as de segunda
geracdo, € sua morfologia, tanto no que diz respeito ao crescimento em placas de
Petri quanto em meio liquido. Em geral, as mutantes possuem forte tendéncia a
desenvolver formas de aspecto irregular e rugoso em placas de Petri, e uma espécie
de “pelicula” na superficie do meio quando em cultura liquida (possivelmente formas

de resisténcia). As fotos abaixo (figuras 14 a 18) ilustram essa situacao:
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Figuras 14.a e 14.b: Mutantes de segunda geracao cultivadas em meios liquidos
formulados (batata-doce e melaco-de-cana) apresentando formagao de “peliculas” em
sua superficie
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Figura 15. Mutantes de segunda (superior esquerdo) e primeira geracéo (superior
direito) e linhagem parental (inferior) cultivadas em meio batata-doce e melago de
cana-de-agucar com desenvolvimento normal (sem apresentar “peliculas” na superficie
liquida)

Figura 16. Colbnias de mutantes de segunda geracédo de C. glutamicum ATCC 21799
cultivadas em placa de Petri apresentando morfologia diferenciada (colénias grandes,
rugosas e com bordos irregulares)



Figura 17. Col6nias de mutantes de segunda geragéo de C. glutamicum ATCC 21799
cultivadas em placas de Petri apresentando morfologia normal (colénias amareladas,
pequenas, lisas e com bordos regulares)
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Figuras 18.a e 18.b. Colbnias de diversas mutantes de segunda geracéo de C.
glutamicum ATCC 21799 cultivadas em placas de Petri apresentando morfologia
normal (a maior parte) ou diferenciada (canto superior direito na figura 18.a e em
detalhe na figura 18.b).

Tais colbnias “diferenciadas” quando repicadas novamente em meio liquido
produzem L-Lisina, mas em quantidade aproximadamente 40% inferiores a coldnias
“normais” da mesma linhagem repicadas em meio liquido (detalhes nao exibidos —
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foram realizados testes com as 4 linhagens de segunda geracao que apresentaram

ambas as formas de colonias).

11. Uso de Mutantes e Producao de L-Lisina em Meios
Formulados

Apbés a obtencdo de mutantes com capacidade de producdo superior as
linhagens parentais, o objetivo foi testar sua habilidade de producdo em meios

formulados com substratos alternativos.

Foram testados meios contendo batata-doce e melaco de cana-de-acUcar

(fontes de carbono de baixo custo) como substituintes da glicose.

Materiais e métodos

As 5 linhagens de mutantes selecionadas (conforme descrito no tépico anterior)
e a linhagem parental foram utilizadas nas provas fermentativas com batata-doce e

melaco de cana-de-agucar
A composicdo dos meios testados esta descrita na tabela 26

Tabela 26 — Composicdo dos meios a base de batata-doce (B) e melago de cana-de-
acucar (M) para producéo de L-Lisina por cepas mutantes de Corynebacterium glutamicum

Componentes Meio B Meio M
Hidrolisado de batata doce 150g -
Melaco de cana-de-acgucar - 100g

Caldo nutriente 10g 10g

(NH4),S0, 509 50¢g
CaCO; 20g 20g
K;HPO, 1g 1g
KH,PO, 39 39

MgS0,.7H,0 0,49 0,49

FeSO, 7H,0 10mg 10mg
MnSO,4H,0 10mg 10mg
Agua qgsp 1kg qsp 1kg

O hidrolisado de batata-doce é preparado de acordo com o protocolo descrito
na pagina 34, item 6.1, e é utilizado para compor o meio de cultivo B (conforme a
tabela 26). A concentragdo aproximada de acUcares redutores do hidrolisado € de
75g/l.
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O melago-de-cana possui 80 °BRIX e aproximadamente 80% dos sélidos

sollveis totais sdo aglcares redutores.

As quantidades de melaco e batata-doce utilizados foram calculadas para que
se obtivesse um caldo com quantidades aproximadamente iguais de acUcares
redutores, e maxima possivel (cerca de 64g/l). Vale ressaltar que o limitante dessa
escolha, e que restringiu o valor de acucares totais abaixo dos 80g/l usados até entdo
nos meios sintéticos usados durante a selecdo dos mutantes, foi o0 meio de batata-
doce. Ocorre que meios contendo mais do que 150g/L de batata-doce se tornam
excessivamente viscosos, dificultando os processos de hidrélise, peneiramento e

manipulacdo em geral.

Resultados e Discussao

Os resultados sao exibidos na tabela 27.

Tabela 27 — Produgé@o de L-Lisina pelas cepas mutantes de segunda geracdo em meios
formulados com melago de cana-de-agucar (M) e batata-doce (B)

Cepa Producéo de L-Lisina (g/l)
Meio B Meio M
ATCC 21799 (parental) 5,6 5,5
M5M1 2,0 3,1
M5M2 1,7 51
M5M10 8,1 8,9
M5M14 8,4 6,0
M5M17 8,4 8,5

Os resultados da tabela 27 séo inferiores aos da tabela 25. O pior resultado
pode ser explicado principalmente por duas razdes: a quantidade total de acUcares
para os meios B e M é de aproximadamente 20% inferior ao “meio padrao” (devido a
uma limitagdo na quantidade de batata-doce, conforme ja explicado anteriormente); os
meios a base de melago e batata-doce sdo complexos, com a presenca de sais,
vitaminas e outras biomoléculas, que interferem no metabolismo microbiano. E notavel
gue algumas linhagens apresentam producdo superior de L-Lisina no meio a base de
melaco (como a M5M1 e principalmente a M5M2) enquanto outras produzem
quantidades similares (parental, M5M10 e M5M17) e eventualmente apresentam uma

producdo maior no meio com batata (como a M5M14).
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Com base nos resultados da tabela 27, concluiu-se que € preciso otimizar o
meio de cultivo para a obten¢éo de caldos ricos em L-Lisina (com quantidades iguais
Oou mesmo superiores aquelas apresentadas na tabela 26). O meio a base de melaco
foi escolhido para tal otimizacdo (por ter apresentado resultados similares ou mesmo
superiores ao da batata e por ser mais flexivel quanto a faixa de concentracdo
utilizada) e a cepa M5M10, por ter apresentado melhores resultados nesse substrato.

11.1. Otimizacéao das concentracfes de melaco de cana e sulfato de
amonio

O objetivo desta etapa € maximizar a producdo de L-Lisina pela melhor
mutante obtida até entdo (ATCC 21799 M5M10) em meio a base de melago de cana-

de-acucar e sulfato de aménio.

Materiais e métodos

Inicialmente pretende-se definir as concentragfes 6timas de fonte de carbono
(melaco de cana-de-acUcar) e inorganica de nitrogénio ((NH4),SO,). Os demais
componentes do meio foram mantidos constantes e idénticos ao que foi apresentado
na tabela 26. Com base em experimentos anteriores, jA se tem uma ideia da faixa
Otima de ambos os parametros. Portanto, nesse ponto, optou-se por usar diretamente
um plano composto central rotacional, segundo a tabela 28 (ensaios em duplicata,

ponto central em quadruplicata).
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Resultados e Discussao

Tabela 28: DCCR para a producéo de L-Lisina com mutantes da cepa ATCC 21799 —
ajuste da fonte de carbono (melaco de cana-de-acglcar) e da fonte inorganica de nitogénio
((NH4),S0.,)

Ponto Concentracao de | Concentracdo de Producéo de L-
melaco (g/kg) (NH4),S0O4 Lisina (média)
(9/l)
(-1,-1) 70 50 4,5
(-1,1) 70 80 6,3
(1,-1) 130 50 6,0
(1,1) 130 80 8,8
(0,0) 100 65 7.2
(V2,0) 57,6 65 4.6
(0,-V2) 100 43,8 48
(2,0) 142,4 65 7,7
(0,N2) 100 86,2 8,9

A andlise estatistica dos resultados da tabela 28 revela que o ponto 6timo se
encontra além das fronteiras da regido delimitada, no sentido positivo de ambas as
variaveis dependentes testadas (concentracdo de melago de cana e concentracao de
sulfato de amonio).

Um novo DCCR foi executado, com o ponto central deslocado para a regido de
melhor produgéo. A tabela 29 exibe o novo plano e a tabela 30 os respectivos
resultados

Tabela 29: novo DCCR para a producdo de L-Lisina com mutantes da cepa ATCC

21799 — ajuste da fonte de carbono (melago de cana-de-agucar) e da fonte inorganica de
nitogénio ((NH4),SO,)

Ponto Concentracdo de | Concentracdo de
melaco (g/kg) (NH4)>SO4
(-1,-1) 100 65
(-1,1) 100 95
(1,-1) 160 65
(1,1) 160 95
(0,0) 130 80
(2,0) 87,6 80
(0,-V2) 130 58,8
(~2,0) 172,4 80
(0,42) 130 101,2
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Resultados e Discussao

Tabela 30: novo DCCR para a producdo de L-Lisina com mutantes da cepa ATCC
21799 — ajuste da fonte de carboo (melago de cana-de-aclicar) e da fonte inorganica de
nitogénio ((NH4),S0,) - resultados

Ponto Producéo de L-Lisina
(média) (g/l)
(-1,-1) 6,6
(-1,2) 6,7
(1,-1) 7,2
(1,1) 7,3
(0,0) 9,3
(-\2,0) 5,2
(0,-2) 5,6
(\2,0) 7.1
(0,42) 7,7

A analise estatistica dos resultados da tabela 30 confirma que o ponto 6timo
para a producéo de L-Lisina pela mutante M5M10 em meio & base de melago de cana
e sulfato de amodnio esta ao redor de 130g/l de melaco de cana e de 80g/l de sulfato

de amoénio.

A tabela 31 resume a evolugdo da produgdo de L-Lisina em meios liquidos
formulados até este ponto, e traz em sua Ultima linha o melhor resultado, exibido
também na tabela 30. As concentragcbes de 130g/| de melaco de cana e de 80g/l de
sulfato de amdnio foram fixadas para a etapa seguinte do trabalho, que consiste no

desenvolvimento de um produto para a industria de racao animal.
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Tabela 31: evolugdo da producéo de L-Lisina durante a otimiza¢do dos meios de cultivo

= g 4
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7 S o o g o g 5 ®© =
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= % [ 'c © E; L = = = 0 ©
O < O n (@] m > B2 = o O [
40 10 1,7 6
40 10 13 Sim 1,7 8
40 13 Sim 30 4,6 12
80 75 2,6 Sim 20 5,7 14
80 75 5,0 Sim 20 6,0 16
61 55 Sim 20 150 6,7 18
61 55 Sim 20 150 3 7,8 20
80 Sim 20 130 9,3 30

12. Desenvolvimento de um Produto para a Industria de Racao
Animal

A ideia basica € obter um caldo rico em L-Lisina, pela fermentacdo de meios
formulados, conforme exibido nas sec¢bGes anteriores, tomar o seu sobrenadante

(liquido rico em L-Lisina) e impregna-lo em um suporte sélido.

Alguns insumos, subprodutos ou residuos da agroinddstria, com importancia a
nivel regional ou nacional, foram escolhidos como candidatos a tais suportes. Sao
eles: farelo de trigo, casca de soja, bagaco de cana, polpa citrica e residuo de malte
cervejeiro (brewer spent grain). Antes do uso, o material deve ser seco e submetido a

moagem e classificacdo, para padronizacédo do tamanho médio de suas particulas.

Apos a impregnacdo o material € novamente seco em estufa convencional ou
em estufa de circulacao de ar. Concluida a etapa de secagem o material € impregnado
novamente, e o ciclo se reinicia, até que a capacidade de absorcdo do material seja

saturada.

O fluxograma 1 ilustra as etapas descritas anteriormente:
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Fluxograma 1: Etapas para o desenvolvimento de farinha rica em L-Lisina

Inéculo (mutante Insumo/ subproduto/residuo

Fontes de M5M10) Sais e agroindustrial
CeN ¢ CaCOs; l
Fermentagdo /
\ o ¢ Secagem 1
Liquida

Caldo fermentado

A 4 A 4

Biomassa
+CaCO; *—] Centrifugagdo Moagem

<«—— Sobrenadante

Sélidos classificados
Classificacdao

Impregnagao

A

A

Produto

\ 4

Secagem 2 intermediario”| eimpregnacdao

A
Ap0ds “n” ciclos

\ 4 Sobrenadante
Produto
\ 4 ~ Conservagao
(freezer)

Materiais e métodos
Fermentacao Liquida

O objetivo desta etapa é obter um caldo fermentado rico em L-Lisina. Foi
utiizada a cepa M5M10 e o meio formulado otimizado e condigbes de cultivo
previamente determinadas (descritos na secdo anterior). Foram obtidos 400ml de

caldo fermentado.
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Centrifugacgéao

O caldo fermentado foi submetido a uma centrifugacéo a 5.000 rpm, durante 15
minutos, o que foi suficiente para decantar a biomassa e o carbonato de calcio, além
de outros sélidos insolliveis no meio. O sobrenadante foi coletado e conservado em

freezer para posterior uso.

Secagem 1

Os insumos agricolas (farelo de trigo, casca de soja, polpa citrica, residuo
cervejeiro de malte e bagaco de cana) foram inicialmente secos em estufa de
circulacédo de ar forcado, a 45 °C, até eliminacdo completa de Agua livre e estocados
em local fresco e seco, e ao abrigo da luz.

Moagem e Classificacdo

Pelo menos 200g de cada material foram moidos em um moinho de facas e
logo a seguir classificados com o auxilio de peneiras vibratérias. Para cada material, a
fracdo contendo particulas com didametro médio entre 0,8 e 2,0mm foi conservada em
frascos fechados, em local seco e ao abrigo da luz, para posterior uso (pelo menos
50g de cada material). A justificativa para o tamanho médio das particulas se pauta em
experiéncias anteriores: particulas muito pequenas, quando submetidas a
umidificacdo, formam um bolo compacto, e apés submetidas a secagem tendem a
formar “blocos” compactos, que dificultam a manipulacdo e subsequentes
reimpregnacdes. Por outro lado, uma porcdo contendo particulas muito grandes tera

uma menor area de superficie total, reduzindo o seu potencial de absorcéo.

Determinacédo da capacidade de saturacdo dos Insumos

Para se determinar a relacdo 6tima entre massa do sobrenadante/massa do
insumo na mistura (etapa de impregnacdo) se procedeu com a determinacdo da
capacidade maxima de absorcao de cada um dos insumos. Os testes de saturacao
foram feitos ndo somente com agua, mas também com uma solucdo que contém os
componentes do meio fermentado, em concentracdes idénticas as da formulacao
(exceto pelo CaCOs, que é removido durante a etapa de centrifugacéo). Para o teste
de saturacdo, uma aliquota do material seco teve sua massa determinada em uma
balanca analitica de precisdo. A seguir, foram acrescidas aliquotas de agua (ou da
solucdo) até completa saturacdo do material sélido — momento em que se observa a

formacdo de agua livre no fundo do recipiente. A massa de agua (ou solucao)
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necessaria e suficiente para a formacdo de agua livre foi anotada, e entdo a
capacidade de saturacdo de cada material pode ser determinada pela raz&o entre a

massa do liquido e a massa de sdlido na mistura.

Impregnacao e Secagem 2

Aliquotas de cada um dos insumos (ja secos, moidos e classificados) foram
colocados em recipientes separados. Cada material foi misturado com uma certa
guantidade do sobrenadante do caldo fermentado, de acordo com o resultado do teste
de saturacdo para cada material. A mistura foi homogeneizada e colocada em uma

estufa com circulacdo de ar, a 45 °C durante 24 horas.

Ciclos de Impregnacao

Apbs completa secagem do material, o procedimento de impregnacao foi
repetido, e mais uma vez se procedeu com a secagem. Ao todo, 6 ciclos de

impregnacéo e secagem foram executados.

Determinagéo da Concentracao de L-Lisina no Material Impregnado

Para a dosagem de L-Lisina no material impregnado, ao menos 0,159 da
amostra em questdo foram diluidos em é&gua deionizada, na proporcdo de 1g de
material para cada 200ml| de agua. A mistura foi submetida & agitacdo, em agitador
magnético, durante 30 minutos. ApOs agitacdo, o sobrenadante foi coletado e

submetido & andlise padréo (sem diluigcdo posterior).

Resultados e Discussao

A tabela 32 exibe os resultados dos testes de saturacdo dos insumos, tanto por

agua quanto pela solucéo a base de melaco de cana e sulfato de aménio:
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Tabela 32: resultados do teste de saturacdo dos insumos a serem utilizados para
formulacdo de produto rico em L-Lisina

Agua Solugéo*
Massa
Volume | Saturagao Volume Saturacao
Bagaco de 19 8,5mL 8,5mL/g 6,5mL 6,5mL/g
cana
Malte 29 6,0mL 3,0mL/g 4,0mL 2,0mL/g
Polpa 39 11,5mL 3,83mL/g 8,0mL 2,67mL/g
citrica
Trigo 39 6,0mL 2,0mL/g 4,5mL 1,5mL/g
Cascade 19 4,0mL 4,0mL/g 2,5mL 2,5mL/g
soja

* A solucdo consiste de 130g/l de melaco de cana, 80g/l de sulfato de ambnio e sais,
conforme a tabela 26.

E notavel que, para todos os insumos, a saturacéo € atingida mais rapidamente
guando se usa a solucdo, quando comparada a agua. Uma possivel explicacdo é que
a solucao (simulando o sobrenadante do caldo fermentado), possui uma concentragdo
elevada de sais, além de particulas sélidas sollveis e ndo soluveis que sao
constituintes do melago de cana. Tais particulas sélidas sdo responséaveis pelo
“sequestro” de moléculas de agua e portanto reduzem a razao de saturacdo da

solucao frente a razdo de saturacdo da agua pura.

O bagaco de cana apresentou a melhor razéo de saturagéo (8,5ml/g para agua
e 6,5ml/g para a solucdo), seguido pela polpa citrica (3,83ml/g para 4gua e 2,67ml/g
para a solucdo) e casca de soja (4,0ml/g para agua e 2,5ml/g para a solucao). O malte
(3,0ml/g para agua e 2,0ml/g para a solucdo) e o trigo (2,0ml/g para agua e 1,5ml/g
para a solugdo) apresentaram os piores resultados. O resultado era esperado, visto

que o bagaco de cana possui alto teor de fibras.

As saturacdes encontradas para a solucdo foram consideradas para a etapa de
impregnacgdo, na qual o sobrenadante do caldo fermentado foi impregnado nos

insumos.
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A tabela 33 mostra as massas de cada insumo e o volume de sobrenadante

usado para a impregnagao:

Tabela 33: massas de insumo e volume de solugcdo usados para os testes de

impregnacao
Massa Volume de sobrenadante
Bagaco de cana 19 6,5mL
Malte 29 4,0mL
Polpa citrica 39 8,0mL
Trigo 39 4,5mL
Casca de soja 19 2,5mL

Apoés a primeira etapa de secagem, parte da massa do material resultante foi

coletado para a analise da concentragdo de L-Lisina e o restante foi reimpregnado

(segundo ciclo de impregnacao).

A tabela 34 mostra em detalhes a separacdo das massas de cada material, e

também exibe o volume do sobrenadante para a reimpregnacao:

Tabela 34: massas de insumo e volume de solugdo usados para os testes de impregnagédo — 1°

ciclo

Massas in

iciais

Massas finais

Volume de
sobrenadante a

Residuo | Fermentado | Dosagem |Reimpregnacdo| Total |Ser adicionado

Bagaco de 19 6,5mL 0,319 1,29 1,519 5,166mL

cana

Malte 29 4,0mL 0,449 1,83g 2,279 3,225mL

Polpa 39 8,0mL 0,70g 2,789 3,48g 6,391mL

citrica

Trigo 39 4,5mL 0,61g 2,58g 3,199 3,639mL
Cascade 1g 2,5mL 0,219 0,979 1,189 2,055mL

soja
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O volume do sobrenadante foi calculado com base na massa remanescente do

material original, e depende tanto da massa inicial do insumo e de sua razdo de

saturacao, quanto da massa total do material ap6s a secagem e da fracdo de material

destinada a continuidade do ciclo. A equacédo 2 exemplifica o célculo para o caso do

bagaco de cana:

Onde:

Vem, B F_12

T

1,0

V : volume do sobrenadante a ser adicionado

——6,5=5166ml (Equacédo 2
151 (Equacao 2)

mg : massa do material a ser utilizada para a reimpregnacéo subsequente

m, : massa do material no inicio do ciclo

m; : massa do material apds o processo de secagem

F : volume do fermentado adicionado no inicio do ciclo

As tabelas 35 a 39 seguir mostram em detalhes as massas dos ciclos

subsequentes de impregnacao:

Tabela 35: massas de insumo e volume de solugdo usados para os testes de impregnagédo — 2°

ciclo
Massas iniciais Massas finais Volume de
sobrenadante a
Residuo | Fermentado | Dosagem |Reimpregnacdo| Total |Ser adicionado
Bagaco de 1,29 5,166mL 0,319 1,249 1,559 4,132mL
cana
Malte 1,83g 3,225mL 0,41g 1,679 2,08g 2,589mL
Polpa 2,789 6,391mL 0,669 2,64q 3,309 5,113mL
citrica
Trigo 2,589 3,639mL 0,57g 2,289 2,85¢g 2,911mL
Cascade 0,97¢g 2,055mL 0,22¢g 0,90g 1,12¢g 1,651mL

soja
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Tabela 36: massas de insumo e volume de solucdo usados para os testes de impregnagdo — 3°

ciclo
Massas iniciais Massas finais Volume de
sobrenadante a
Residuo | Fermentado | Dosagem |Reimpregnacdo| Total |Ser adicionado
Bagaco de| 1,24g 4,132mL 0,329 1,29 1,58¢g 3,295mL
cana
Malte 1,679 2,589mL 0,38¢g 1,51g 1,89¢g 2,068mL
Polpa 2,649 5,113mL 0,619 2,43¢g 3,049 4,087mL
citrica
Trigo 2,28¢g 2,911mL 0,509 1,989 2,489 2,325mL
Cascade 0,90g 1,651mL 0,21g 0,83g 1,049 1,318mL
soja

Tabela 37: massas de insumo e volume de solucdo usados para os testes de impregnacéo — 4°

ciclo
Massas iniciais Massas finais Volume de
sobrenadante a
Residuo | Fermentado | Dosagem |Reimpregnacdo| Total |Ser adicionado
Bagaco de 1,29 3,295mL 0,349 1,199 1,539 2,563mL
cana
Malte 1,51g 2,068mL 0,349 1,35¢g 1,699 1,652mL
Polpa 2,43¢g 4,087mL 0,559 2,159 2,70g 3,254mL
citrica
Trigo 1,98¢g 2,325mL 0,43¢g 1,729 2,159 1,860mL
Cascade 0,83g 1,318mL 0,20g 0,749 0,949 1,038mL
soja
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Tabela 38: massas de insumo e volume de solucdo usados para os testes de impregnagdo — 5°

ciclo
Massas iniciais Massas finais Volume de
sobrenadante a
Residuo | Fermentado | Dosagem |Reimpregnacdo| Total |Ser adicionado
Baga¢o de| 1,199 2,563mL 0,299 1,14g 1,43g 2,043mL
cana
Malte 1,35¢g 1,652mL 0,30g 1,81g 2,279 1,428mL
Polpa 2,159 3,254mL 0,499 1,95¢g 2,449 2,601mL
citrica
Trigo 1,729 1,860mL 0,469 1,819 2,279 1,428mL
Cascade 0,749 1,038mL 0,17g 0,669 0,83g 0,825mL
soja

Tabela 39: massas de insumo e volume de solugéo usados para os testes de impregnacio — 6°

ciclo
Massas iniciais Massa Final

Residuo Fermentado Total
Bagaco de 1,149 2,043mL 1,24qg

cana
Malte 1,81g 1,428mL 1,209
Polpa citrica 1,95¢g 2,601mL 2,129
Trigo 1,819 1,428mL 1,95¢g
Casca de soja 0,669 0,825mL 0,699

A andlise colorimétrica

revelou que o caldo fermentado usado nas

impregnacdes continha 9,3g/l de L-Lisina. Sendo assim, a tabela 40 exibe a

concentracdo maxima tedrica de L-Lisina para cada um dos insumos, do primeiro ao

Gltimo ciclo:
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Tabela 40: Quantidades relativas de L-Lisina nos materiais impregnados, do 1° ao 6° ciclo de

impregnacao
Quantidade relativa de L-Lisina no material impregnado (g/g)
1° Ciclo | 2°Ciclo | 3°Ciclo | 4°Ciclo | 5°Ciclo | 6° Ciclo
Bagaco | 40 0,070 0,092 0,110 0,125 0,138
de cana
Malte 0,016 0,031 0,043 0,054 0,060 0,070
Polpa
, 'p 0,021 0,039 0,054 0,067 0,079 0,089
citrica
Trigo 0,013 0,025 0,035 0,045 0,052 0,059
Casca
. 0,020 0,036 0,051 0,063 0,074 0,084
de soja

A tabela 40 permite concluir que, dentre as opgdes testadas, o bagago de cana
€ 0 que se mostrou mais adequado para a formulacdo de um produto rico em L-Lisina,
permitindo, ao final do sexto ciclo de impregnagéo, a obtencdo de um material com
guase 14% de L-Lisina em sua composi¢do. A polpa citrica e a casca de soja também
podem ser opgles interessantes, com o potencial de fornecer produtos com quase
10% de L-Lisina em sua composic¢édo final. J& o trigo e o malte, devido a sua baixa
capacidade de absorcdo de umidade, levam desvantagem. Caso a producédo de L-
Lisina na fermentacéo liquida seja melhorada, eventualmente todos os 5 substratos
possam ser utilizados (ou combinacdes entre eles) para posteriores testes em campo,

para a alimentacao de suinos e aves.

Outro ponto favoravel ao uso de bagaco de cana, e também a casca de soja, é
0 aspecto do material apos varios ciclos de impregnacdo. Como pode ser visto nas
figuras de 19 a 23, o bagaco de cana e a casca de soja, ap0s 5 ciclos de impregnacéo,
ainda se apresentam de forma ndo compactada, enquanto o residuo de malte ja
apresenta alguns pequenos agregados de tamanho médio, e bastante duros, e a polpa
citrica e farelo de soja apresentam-se na forma de grandes agregados, o que
demandaria novas etapas de moagem a cada ciclo de impregnacao intermediario, e

consequentemente tempo adicional e encarecendo o0 processo.
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Figuras 19a (esquerda), 19b (direita) e 19c (embaixo): bagaco de cana apés 1° ciclo de
impregnacéo; apds 6° ciclo de impregnagéo; apés 6° ciclo de impregnacao em detalhe.

Figuras 20a (esquerda), 20b (direita) e 20c (embaixo): casca de soja ap6s 1° ciclo de
impregnacdo; apos 6° ciclo de impregnacédo; apos 6° ciclo de impregnacdo em detalhe.
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Figuras 20a (esquerda), 20b (direita) e 20c (embaixo): polpa citrica apds 1° ciclo de
impregnacgédo; apds 6° ciclo de impregnacgéo; apds 6° ciclo de impregnacédo em detalhe.

Figuras 20a (esquerda), 20b (direita) e 20c (embaixo): residuo de malte apo6s 1° ciclo
de impregnacao; apos 6° ciclo de impregnacéo; ap6s 6° ciclo de impregnacdo em
detalhe.
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Figuras 20a (esquerda), 20b (direita) e 20c (embaixo): farelo de trigo ap6s 1° ciclo de

impregnacéo; apds 6° ciclo de impregnagéo; apés 6° ciclo de impregnacédo em detalhe.

As vantagens dos produtos desenvolvidos frente aos produtos ja existentes no

mercado sao:

e Baixo custo dos insumos usados durante a etapa de fermentacao liquida;

e Baixo custo da matriz do produto final;

e NUmero reduzido de operagdes unitarias e simplicidade, com baixo custo
energetico.

e O produto é apresentado em uma forma imediatamente utilizavel, sem a

necessidade de se efetuar misturas.
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13. Andlise Econbmica

A demanda por aminoacidos para a nutricdo de animais é variavel de acordo
com uma diversidade de fatores, os principais sdo a espécie considerada e a fase de
desenvolvimento. As informacdes detalhadas para a demanda nutricional de proteina
bruta e aminoacidos para suinos estdo detalhadas na tabela 41 - adaptada de

(Rostagno, 2011).

Tabela 41: Demanda por proteinas e aminoacidos para suinos, de acordo com a fase de
crescimento

Fase de Crescimento
Pré-Inicial Inicial
1 2 3

Peso vivo (kg) 3,5a5,3 55a9,0 9,3a15 15a 30
Idade (dias) 14a21 21a32 33a42 41a70

Proteina bruta (%) 20,0 20,0 21,0 19,24

Lisina digestivel 1,520 1,450 1,330 1,093

(%)
*GPD (kg/dia) 0,257 0,318 0,633 1,265

* Ganho de peso diario

Portanto, para suinos a recomendacdo de suplementagédo de L-lisina fica na
faixa de 1,093% a 1,520%. Para frangos a demanda fica na faixa de 1,06% a 1,324%,
(Rostagno, 2011).

Considerando os produtos (farinhas) exibidos na tabela 40, e a tabela 41,
podem ser calculadas as quantidades necessérias de cada farinha para suplementar a
dieta diaria de suinos, de acordo com a fase de crescimento. Considerando o cenario
gque demanda a maior quantidade total de L-Lisina por dia (fase inicial) tem-se a
situacao ilustrada na tabela 42:

Tabela 42: Demanda de cada produto (farinha) por dia, por suino de acordo com a fase de
crescimento

Produto (farinha) (g/dia.suino)
Bagaco de | Residuo de Polpa Farelo de Casca de
cana malte citrica trigo soja
Pré-inicial
1 5,7 11,2 8,8 13,2 9,3
Pré-inicial
2 6,7 13,2 10,4 15,6 11,0
Pré-inicial
3 12,8 25,3 19,9 30,0 21,0
Inicial 19,3 38,0 29,9 451 31,7
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Considerando o caso de maior demanda (fase inicial) sdo necessérios 19,3g de
farinha a partir de bagaco de cana por dia para cada suino, 38,0g de farinha a base de
residuo de malte, 29,99 de farinha a base de polpa citrica, 45,1g de farelo de trigo ou
31,79 de casca de soja. Sendo assim a demanda mensal de cada produto, para cada
suino na fase inicial de crescimento seria de: bagaco de cana (578g); residuo de malte
(11409); polpa citrica (897g); farelo de trigo (1353g); casca de soja (950g).

Considerando os custos dos insumos: sulfato de aménio (R$3,50/kg); melaco
de cana (R$0,50/kg); carbonato de calcio (R$1,50/kg) e a quantidade de insumos
utilizada para os 6 ciclos de impregnacao de cada farinha (conforme a tabela 43):

Tabela 43: Quantidade de insumos necessarios para produzir 1kg de farinha, de acordo com o
suporte escolhido

Suporte Quantidade de insumo (kg)

Sulfato de Melaco de Carbonato de

amonio cana calcio

Bagaco de cana 0,768 1,249 0,192

Residuo de malte 0,530 0,862 0,133

Polpa citrica 0,653 1,061 0,163

Farelo de trigo 0,522 0,848 0,130

Casca de soja 0,577 0,938 0,144

E possivel calcular o custo de cada kg de farinha a partir de cada suporte:
bagaco de cana (R$3,60); residuo de malte (R$2,49); polpa citrica (R$3,06); farelo de
trigo (R$2,45) e casca de soja (R$2,70). Foram negligenciados os custos dos

suportes, visto que seriam irrisérios frente aos valores dos demais insumos.

E finalmente, o custo de cada farinha para alimentar e suprir a demanda
mensal para um suino na fase inicial de crescimento: bagaco de cana (R$2,08);
residuo de malte (R$2,83); polpa citrica (R$2,75); farelo de trigo (R$3,31) e casca de
soja (R$2,57).

O preco médio de cristais de L-Lisina comumente praticados no mercado gira
em torno de R$5,62/kg (Harte, 2013), sendo que a produgdo média de L-Lisina em
fermentagdes liquidas, em média, é de 80g/l. Ou seja, 0 custo para alimentar um suino
em fase inicial durante um més seria de R$0,45. Para o presente trabalho, a produgéo
de L-Lisina na fermentacdo liquida usada para as impregnacdes foi de 9,3g/l e
portanto, os precos dos produtos finais ainda ndo sdo capazes de competir com o0s
produtos disponiveis no mercado. No entanto, se considerarmos uma fermentagao

liqguida com rendimento de 80g/l de L-Lisina e o0 mesmo método de impregnacao
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empregado neste trabalho, os custos seriam reduzidos a R$0,24; R$0,33; R$0,32;

R$0,38 e R$0,30, para farinhas a base de bagaco de cana, residuo de malte, polpa

citrica, farelo de trigo e casca de soja, respectivamente, o que tornaria 0s pre¢cos dos

produtos finais competitivos (especialmente os produtos a base de bagaco de cana e

casca de soja). Ou seja, o potencial do processo apresentado neste trabalho é grande,

desde que se consiga melhorar o rendimento de producéo na fase de fermentacdo

14. Conclusodes

7 cepas de C. glutamicum foram reativadas com sucesso e as 3 melhores
produtoras foram selecionadas para testes posteriores;

A cepa ATCC 21799 apresentou os melhores resultados de producdo de L-
Lisina quando cultivada em meio com uma fonte inorganica de nitrogénio
(sulfato de amonio);

Os sais fosfato de potassio dibasico, fosfato de potassio monobasico, sulfato
de magnésio, sulfato de manganés, cloreto de calcio e sulfato ferroso se
mostraram importantes para o crescimento da cepa e para a producgdo de L-
Lisina, enquanto as vitaminas biotina e tiamina tiveram menor importancia
relativa, e cloreto de sédio teve leve influéncia negativa;

O pH do meio durante a fermentacdo se mostrou um fator decisivo para o
crescimento microbiano e consequentemente para a producdo de L-Lisina;
carbonato de calcio foi o agente mais eficiente para tamponar o meio; é
importante ressaltar que o pH pode ser controlado por sistemas automaticos
em escala piloto e/ou industrial;

As cinéticas de crescimento em meios formulados em batata-doce foram
similares em erlenmeyers e em biorreator;

A produgdo de L-Lisina em meios formulados com melago de cana foram
similares as obtidas em batata-doce; a principal vantagem do melaco de cana,
além do fator econdmico, é a possibilidade de se obter caldos com maiores
concentracdes de agucares;

Mutantes da cepa ATCC 21799 foram obtidas e algumas selecionadas devido
ao maior potencial de producéo de L-Lisina;

Foi concebido um processo inovador, tecnicamente vidvel e com potencial

econdmico para a producdo de material sélido granulado rico em L-Lisina, a
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partir de meio a base de melaco de cana fermentado com uma mutante da
cepa 21799, e de insumos/coprodutos/residuos advindos da agroindustria

regional ou nacional.

15. Perspectivas para Trabalhos Futuros

Uso de técnicas de Biologia Molecular e mutacao sitio dirigida para obtencdo
de linhagens super-produtoras de L-Lisina;

Escalonamento da producao de L-Lisina por fermentacéo liquida;
Escalonamento da producao de material sélido rico em L-Lisina;

Testes de prateleira do produto granulado;

Testes do produto granulado em campo: suplementacdo alimentar de aves,

suinos e peixes.
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