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A importancia da lisina na alimentacao humana e animal,tem es
timulado a procura de novos processos para sua obtencao. No
Presente trabalho de investigacao bibliografica, estuda a pro
dugao de lisina por processcs fermentativos. Desta investiga
gao se verificou que a lisina pode ser produzida por fungos,
leveduras e bactérias; dos quais, os fungos ¢ leveduras atée
agora nac provaram ser bons produtores de lisina,enquanto que
as bactérias o sdo. Comercialmente & possivel produzir lisina,
mediante dois processos distintos. Em um delss, a producao o
corre em duas etapas. Na primeira se utiliza um mutante de ]
cherichia col? que & incapaz de converter o acido diaminopimé
lico (precursor da lisina) em lisina. Numa segunda etapa do
processo, se utiliza outro microrganismo, como ©O Aerobacter
aerogenes que possul um énzimo, a descarboxilase do acido dia
minopimélico, capaz de converter este acido =m lisina.Atualmen
te, a lisina vem sendc produzida com sucesso pelo processc fer
mentativo em uma Unica etapa, utilizando um mutante auxotréfi
co de Microcoeccus glutamicus que requer para seu pleno desen
volvimento, homosserina = biotina. Neste processo o rendimen-
to tem sido de aproximadamente 13 mg./ml., empregando-se mela
¢os de varias naturezas como fonte de carbecno.Posteriormente,
outros mutantes auxotroficos foram obtidos em laboratdrios,em
muitos casos bons produtores de lisina, tendo-se conseguido
rendimento de até 48,7 mg./ml. de meio, com um mutante de Co
rynebacterium glutamicum e melago como fonte de carbono. Ou
tras fontes de carbonc, tais como querosene, parafinas, aceta
tos, etc., estdo sendo investigadas como substratos para a

produgao comercial de lisina.



Para a produgao de lisina £ indispensdvel trabalhar-se com o
microrganismo apropriado, adequada fonte de carbono e nitroge
nio, sais minerais, biotina e determinados fatores de cresci
mento, além de condigOes Otimas para controle de temperatura,

pPH, agitacac = aeracio.

Neste campo, existe amplas possibilidades para a /América Lati
na explorar vantajosamente, uma vez que as principais mate

rias primas (melagos ¢ amidos) se cncontram em abundancia.



S UMMARY

The importance of lysine in human and animel foods has stimu
lated research of ncw processes for its obtention. In this
present work of bibliographic investigation, the production
of lysine by fermentative processes has bozn studied.Fromthie
investigation,it is secn that lysine caw be produced by fungt,
yeast, and bacterias of which tc date bacterias have proveed

to be good 1lysine produces , wherecas fungi and yeasts have
not. Commercially., it is possible to produce lysine by two
distinet processes. In one of them production occurs in two

stages. In the first stage, a mutant of Eschaorichia col? 18

used, which is unable to convert diaminopimeclic acid (precur
sor of lysine) <into lysine. In the sccond stage of the pro

cess, another microorganism 18 used. such as Acrobacter aero

genes. It posscsses an enzyme, the decarboxylase of diaminoptl
melic actd, capable of converting this acid into lysine. At

present, lysine has b

Q

en sucessfully produced by fermentative
prccess, in only onc stage, using an auxotrophie mutant of Mz

3
erococcus glutamicus, which requires homocerine and biotin

for 2ts full decvelopment. In this proccss the yicld has becn
of aproxzimately 13 mg/ml, using molasscs of scvecral kinds, as
a source of carbon. Later on, other auxotrophic mutants were
obtained in laboratcries, in many casecs cg oocd produces of
lysine, a yicld of 48,7 mg/ml of media having beern reached ,

with a mutant of Corynebacterium glutamicum and molasses as a

source of carben.

Other source of carbon, such as Kerosene, paraffins, acetates,
ete., are being investigated as substrates for the commercial

production of lysinc.
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For the production of lysine it is necesecary te apply appro
priate microorganism, an adequate source of carbon and nitro
gen, mineral salts, biotin, and specific growth factore best
des optimum conditions of temperature, pH, agitation and oera
tion.

In this field, there arc ample possibilitiecs of profitable ex
ploration for Latin America, since raw materiqls (molasses

and starch) are plentiful.



I. INTRODUCKO

A alimentagao das populagdes dos paises latino americanos, co
mo de outras partes do mundo, em geral, baseia-se no consumo
de cereais. O conteldo protéico dos cereais, via de regra, &
baixo e de inferior qualidade nutricicnal., devido principal

mente as deficiéncias em determinados aminodcidos essenciais.

Estudos em diversos paises tem demonstrado que & viavel a com
Plementagao das dietas com adigdo de aminodcidos. Em tal sen
tido sugeriu-se dque O trigo destinado a paises como a India,
fosse enriquecido com lisina. Apesar disso, atualmente, os a
minodcidos de complementagao custam mais caro que a proteina

que se deseja suplementar.

0 fato exposto, justifica por si s&, a busca de processos eco
nomicamente vidveis para a obtengdo de aminodcidos a  baixo
custo. Talvéz seja esta a razdo pela qual a produgao de amino
dcidos por fermentagao constitua um ramc da microbiologia in

dustrial de rapido desenvolvimento e expansio.

A finalidade do presente trabalho de investigagao bibliografi
ca € reunir e discutir os dados na literatura scbre o assunto
afim de que sc possa tirar conclusdes sobre os processos que
parecem economicamente mais interessantes para a obtencao da

lisina, por processos fermentativos.

a. Generalidades

. . - . . /- . -
A lisina (acido a,e-diamino caprolcc>)5 tem a seguinte formg

la estrutural:



NI;I2

- - -CH - -
HZN CH2 CH2 CH2 CH2 7 COOH

H

Foi descoberto em 1889, por Drechsel. E um dos aminodcidos es
senciais. Do ponto de vista nutricional, os aminodcidos es
senciais ou indispensaveis s3o aqueles que os organismos ndo
podem sintetizar (ou nao sintetizam em velocidade suficiente),
por conseguinte, tém que ser fornecidos em quantidades adequa

das pelas proteinas jd formadas.

Uma grande vantagem da produgao microbiana de lisina (em ge
ral de todos os aminodcidos) sobre a produgdo por sintese qui
mica, € que os produzidos por microrganismos sao exclusivamen

te da forma L, biologicamente ativa.

b. A importancia da lisina na alimentacao humana e animal

Em varios paises do Istmo Centro Americano, assim como no Mé
xico, o milho & consumido principalmente sob a forma de torti
lhas e representa a fonte principal dec proteinas e calorias
da dieta habitual.

No meio rural da Guatemala, por exemplo, este cereal fornece
até 75% do consumo didrio per capita de calorias e 64% das
proteinas (1).

As proteinas do milho tér sido objeto de extensas investiga
coes, » sao varios os autores que tém confirmado =uas defici
encias em aminoicidns assenciais. Alguns deles encontraram

que a lisina € o aminoacido mais limitante.



Os estudos realizados por Kik, em 1965, revelaram que a lisi
- . . . - . . . bt
na e o primeiro aminoacido limitante nas proteinas do arroz,

ocupando a treonina o segundo lugar em ordem de deficiéncia.

A seguir damos um breve resumo de alguns dos trabalhos de su
plementacao de cereais com aminodcidos, realizados no INCAP
em criangas hospitalizadas e ja totalmente recuperadas de des
nutricdo protéica. A figura 1, mostra a retengdo de nitrogé
nio em criangas alimentadas com proteinas de quatro cereais
(coluna ponteada), dos que receberam as dietas suplementadas
com os aminodcidos em que estas eram deficientes (coluna achu
rada), e daqueles a quem se administrou leite (coluna branca),

que serviram como controle (1).

Segundo se observa, o milho comum respondeu favoravelmente a
suplementagao com 0,5% de lisina, mais 0,3% de triptofanio,so
bretudo quando a ingestaoc foi de 2,0 gr. de proteina/kg. de
peso/dia; por outro lado, o balango de nitrogénio foi negati
vo quando o milho nao foi suplementado e se administrou a ni

veis de ingestao mais baixo.

A retengao de nitrogenio obtida com o milho opaco - 2 foi se
melhante a produzida pelo leite. Sendo superior ao leite quan

do a ingestdo foi de 2,0 gramas de proteina /kg de peso/dia.

Com respeito ao trigo., os resultados obtidos com a ingestao
de 2,0 gr. de precteina’/kg de peso/dia, sugeriram que 61 mg.de
lisina/gr. de nitrogénio era suficiente para produzir a maxi

ma retencao de nitrogeénio.

A niveis maiores de ingestdo, se requeria mais lisina, uma

vez que a lisina & o aminodcido que limita a utilizagao biold

-3-
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Figura 1 -~ Retencao de nitrogénio em criancas alimentadas com
proteinas de cereais suplementadas com seus aminoa
dos limitantes.

Extraido de Gomez (1).



gica da proteina do trigo.

A suplementagao s aveia com 0,3% de lisina, 0,3% de metioni
na, ¢ 0,2% de treonina melhorou notavelmente a retencao de ni
trogénio com uma ingestdo de 1,5 gr. de proteina/kg. de peso/
dia. Os valores obtidos foram ligeiramente inferiores aos do
leite, porém, com uma ingest3o protéica maior nio s¢  obteve

uma melhora significativa.

Os dados correspondentes ao arroz assinalam que com a adicao
de 0,05% de lisina, 0,1% de metionina = 0,08% de treonina, a
retengao de nitrogénio melhorou aos dois niveis de ingestao
protéica apresentado. Os valores obtidos para o arroz suple
mentado foram ligeiramente inferiores aos do leite quando a

ingestao protéica foi de 2,0 gr. de proteina/kg. de peso/dia.

Em estudos com porcos alimentados com milho suplementados com
lisina e triptofanio, a adigdo de 0,5% de lisina e 0,1% de
triptofanio deu um ganho ponderal de 13,4kg no periodo de 10
semanas, enquanto gqut porcos que receberam somente milho ao
mesmo nivel protiico, perderam 0,2 kg. de seu peso original

-
neste mesmo periodo.

Os trabalhos comentados, demonstraram que a suplementacao dos
cereais com aminoidcidos puros, melhoram notavelmente o valor
nutritivo destes alimentos. Embora para a alimentacao humana
subsistam problemas de carater pratico, como por exemplo, fa
zer com que estes alimentos enriquecidos cheguem a populacao
e que tenham boa aceitabilidade do ponto de vista organolépti
co, sem produzir modificagces drasticas em seus habitos dieté

ticos e culinarios.



c¢. Possibilidade de produgao de aminoacidos por diversos mi

crorganismos

A excregao microbiana de substancias nitrogenadas foi observa
da pela primeira vez no século anterior por Thenard, Pasteur,

Duclaux e outros, durante seus estudos sobre fermentos (2).

Posteriormente, os estudos deste problema por diversos inves
tigadores contribuiram com detalhes adicionais, especialmente
devido ao rdpido progresso da cromatografia em papel e outras
técnicas de andlises bioquimicas. Degley e colab. ( 2a ), es
tudaram em algumas bactérias, tais como Fscherichia coli e Ae
robacter aerogenes. Morton e Broadben ( 2b ) estudaram o mes
mo problema usando diversos fungos. Varias espécies de Strep
tomyces (bactérias superiores) foram também estudadas por Co
rum e colab. (" 2c ), ¢ Perlman ¢ O'Brien ( 2d ). Estes inves
tigadores encontraram substancias organicas nitrogenadas no
meio de cultivo, identificadas depois como aminoacidos livres
ou peptideos produzidos e liberados pelas células. Infelizmen
te, como o objetivo destes estudos, nao foram a fermentacgao
com critério de produgdo industrial, oS trabalhos forneceram

poucos dados relativos a resultados quantitativos.

Kinoshita (2), desde 1955, em seus estudos guantitativos de
formagao de aminoacidos por varios microrganismos, encontrou
que guase todos sac capazes de produzi-~los nos meios de culti
vo, apesar de que as quantidades de cada aminodcido produzido
sao em geral, tdo pequenas que dificilmente s3ao acusadas pela
cromatografia em papel. Em termos gerais se encontrava presen
te no meio de cultura uma mistura de aminodcidos e s6, em ca

sos raros, uma acumulagao de um determinado aminodcido cm



quantidade suficiente para estimular seu aproveltamento eco
nomico. Os mais comuns, presentes nos meios de cultivo eram o
acido glutamico, aspartico, alanina, glicina, serina, valina

e leucina.

II. MECANISMOS REGULADORES DA PRODUCAQ DE LISINA

Como se sabe, a produgac de metabdlitos pelos microrganismos
geralmente esta controlada por mecanismos reguladores, tais
como a retro-inibigao ("feedback inhibition") ¢ a repressao
enzimdtica que ocorrem na presencga de outros metabélitos,prig
cipalmente, dos produtos finais. Consequentemente, a quantida
de de metabolitos nas células se mantem em determinado nivel
de concentragao. Assim por exemplo, Se um aminoacido se pro
duz com velocidade maior que a necessdria para a sintese de
proteina, o mesmo aminodcido inibe a atividade do primeiro én
zimo da sequéncia que preside sua sintese. A sintesec dos enzi
mos da série de reagoes podem ser posteriormente reprimida,

conforme o esquema da figura 2 (3).

Tal mecanismo permite que a célula possa regular seu teor de
énzimo, em reposta direta 3 composicio do meio. Também, permi
te uma utilizagao mais ccondmica dos nutrientes, ja que previ
ne a sintese do excesso de produto final, além do necessario
para a sintese de proteina, ¢ tambim, da quantidade de protel
na enzimica supérflua. Portanto, se o que interessa & a super
produgao de um determinado metabdlito (por exemplo, um aminoa
do) utilizando microrganismos, hd a necessidade de que estes
sejam liberados dos mecanismos reguladores. Sabe-se hoje que
estes mecanismos reguladores estao sobre controle genético.Se

ocorrer uma mutagdo, conduzindo a perda ou a modificagdes nos



o = = g oo
Sistema Repressac a sintese

sintetizando
enzimos
AFa Eb EC Ed Produto
A > B >C SD > final
aminoacido

Inibigao a acao

Figura 2 - Sistema para o controle de formagdao e agao de énzi
. > - . . > .
mos induzivels envolvidos na biossintese de um ami

nodcido.

Extraido de Aiba e colab. (3).



Sistema
sintetizando

enzimos

Liberagao da repressao

— a produgaoc dos énzimos

E1 E2 [ Produto final
A {>B D C | —— [1iberado no meio
Bloqueio de crescimento
metabdlico

Acumulo do

intermediario C

Figura 3 - Diagrama mostrando a liberacao dos mecanismos do contro
le que ocorrem quando uma série de reagoes biossintéti
cas € bloqueada e as células sdo multiplicadas numa con
centragao limitante do produto final da sintese; isso
permite o acimulo de um intermediario da via. 0 blo
queio poderia resultar de uma mutagao para um énzimo de
fectivo ou poderia ser criado pela adicao de um inibi
dor de énzimo as cé&lulas normais.

Extraido de Aiba e colab. (3).
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genes reguladores, esses mutantes podem ser utilizados indus
trialmente para permitir o acumulo de grandzs quantidades de
um composto, como um aminodcidc, queé normalmente cstaria pre
sente em pequenas quantidades. Um exemplo de tais mutagdes, &
aquela que conduz a formacao de auxdtrofos. Estes diferem das
linhagens selvagens ou prototréficas, por nac poderem sinteti
zar um ou mais fator de crescimento, devido a perda de enzi
mos das vias biossintéticas, responsdveis pela formagio des

tes fatores (3).

Tais mutantes, quando se desenvolvem em meio de cultivo com
concentracgoes limitantes de um fator de crescimento, como por
exemplo, a homosserina, a condicao de carcncia desta substég
cia libera os microrganismos dos mecanismos reguladores. Por
tanto, a produgao dos precursorcs da sintese, inicia-se antes
que o bloqueio genético comece a entrar em agao. Em outras pa
lavras, a quantidade limitada desses fatores libera os auxé
trofos dos mecanismos reguladores uma vez que,as substancias

responsavel pela repressdc ou inibicdo ndo sio formadas nes
ses mutantes, permitindo dessa forma a acumulacac do produto

final da sintese no meio de cultivo (3).

III. BIOSSINTESE DA LISINA

A sintese da lisina tem sido estudada sob muitos aspectos e em
consequencia disto conseguiu-se aclarar as vias  biossintéti

cas. Tais estudos foram muito uUteis para o desenvolvimento

(67}

compreensao dos processos microbioldgicos de produgao deste

fel

minoacido em grande escala.

Em bactérias, plantas superiores, algumas algas e fungos, o

_10_



esqueleto carbonico deste aminodcido origina-se¢ de piruvato e
aspartate, com a formacao de acido a,f-diaminopimélico como
produto intermediaric. Por outro lado, em outras algas ¢ fun
gos, o esqueleto carbonico da lisina se¢ origina do acetato e
do a-cetoglutarato, com uma sequéncia de reagdes nas quais o
produto intermedidrio € o dcido a-aminoadipico(4). Por sua im
portancia, se tratard somente da sintese via diaminopimelato ,

que & tipica das bactérias.

Inicialmente, ha uma degradacao aerobica da glicose pelas
vias Embdem-Meyerhof-Parnas(EMP) e hexose monofosfato (HMP)
seguindo o ciclo dos dcidos tricarboxilicos. O dcido asparti
co € inicialmente formado, pela reagdo de transaminagdo entre

um aminoacido (por exemplo, o &acido glutdmico) e o dcido oxa

lacético, formado no ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA)
(u).

COOH COOH COOH

i | f

HNH C=0 <+ C=0 COOH

t 2 | { f

?HQ + ?Hz > ?HZ + ICHNH2

?HZ COQH ?hz ?Hz

COOH COOH COOH

Ac. Glutamico Ac. Oxaloacé Ac. Cetoglutd Ac. Aspartico

tico rico

Em seguida a quinase do acido aspartico cataliza a formacao
de fosfato de B-aspartila, que &, subsequentemente reduzido a
aspartato B-semialdeido em uma reacao em que toma parte o co
énzimo NADP. Este produtc intermedidrio também & comum na sin

tese de treonina e metionina. Segue-se uma condensacao entre

_ll_



o aspartato P-semialdeido e o piruvato, produzindo-se, depois
da desidratagdo, o acido diidrodipicolinico. A redugao desta
substancia, seguida pela abertura do anel por succinilacgao,
produz o acido N-succinil-g-ceto-L-a-aminopimélico, que pro
duz, por transaminacdo, o acido diaminopimélico corresponden
te. A desacilagdc, epimerizacao e descarboxilagao completarao

a sintese. Figura 4.
Atualmente, a lisina também & produzida por sintese quimica,

- . -~ - -~ Ll -
a partir de E-~-caprolactama. A sequencla das reagoa&s quimlcas

da sintese € mostrada na figura 5 (5).

IV. FERMENTACAC DA L-LISINA POR FUNGOS E LEVEDURAS

Diversos microrganismos possuem a capacidade de produgao e ex
cregdo de pequenas quantidades de aminodcidos em um meio com
glicose, uréia, e sais minerais. Richard e Haskins (6) culti
varam cerca de secissentas linhangens de fungos para investi
gar a capacidads de producdoc de lisina. S6 alguns deles produ
ziram apenas 5 a 15 mg. de lisina/lt. de meio.

Dulaney (7) selecionocu uma linhagem de Ustilago maydis e d
n

-

0]

Cliocladium sp. dos cultivos estudados per Richards e Haskins
para investigar as condig¢des oOtimas d¢ produgac de lisina em
frascos Erlenmeyer com agitacao. O cultivo de Ustilago maydis
que recebeu os maiores estudos produziu “#00 mg. de lisina por
litro de meio, tendo-se obtido posteriormente rendimentos de
700 a 800 mg./lt.. Os aminodcidos presentes na solugao extra
celular de Ustilago maydis foram determinados,encontrando-se
que pelo menos 53% das 1,17 gr. por litro de nitrogénio orgé

nico extracelular, estava na forma de aminodcidos livres.

-l:)_
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Postoeriormente, trabalhando en fermentadorcs de 5 1

S ooum rendimento do 1900 mel /1t de

condigoes otimas ol

S S n = T d T S DI n
lisina com Vetiiage maydis (8).

- } - -
Lstudou-s¢ & PQTSLVLL CONVEersas Se um

CI crescecimento ooem Tepouss, nao oo chnconty

o~ -~ . I - -

tal conversaco. Infulizmente., somente o fluido
- . - . —~ - . —~ B
fol examinado & uma possivel acunulacac intraccluler nio foi

investigada (7),

A conversdo microbloldégica do dcido 5-formii~2-oxovalerico

foi investigada. Linhangons de Saecharomyces foram cultivadss

. . - “ - - - - g * -
“moum melo sintetoco, contendo variog riveis de acidos 5= for
mil-2-oxovalevice ¢ incubadas durantc 77 Lovas com agitagac ©

. o - o den - P . S N — . o PR, i N AN
A 24%2C, Encontrou-s. que a percentagen de aonversao om lisina

- . R ad - - . | B " >
dependia do nivel de precurser adiciconado o oo linhagenm do 1o

WM

vedura wmpregada (8£),

o acido o-

- . a . -~ - L
ceto-adipico . o cico a amineadinico. Pstudou -go comparativa
cina emprogando Sac

N e .
SN\ PP, PR N
sy utilte, LT um

itends licor le milho

macaerado. U 9. cerewisice dou % de conversao molar de acido

A% noe meE1e

~1]

. ~* . o
o-aminoadipico om 11

Jbteve-se um rond:

do conversao

contendo licor Ao

mais e¢levado corm

A AR o ) X . - .
groeto-adlipice no roio de solugao de

milho, gue © 00 mele sintctico. Izto oo intorpretou <o

mo sendo devide, tTalves, a uma falta o nutritives

que contribuen pars I CONVersao ¢ que so encontraria, so no

meio de cultivo com solugao de milho (2).



sanchas () erpregando uw
ge u\acaﬂ ooum o mutante de Vot

mento de 7

Lisinae por

cob as guals erncontrou este rendinents {orar:

5,8 3 temperatura. 3

nos fermentadoras,

9 Ml 1 5 iia

Q.14 mmoles de O, /11t

a adicao simultanca ou inc

CaCl2 nac afetam a producdc de

C'J

A L-lisinag pode ccr produzida aerobicancnte por cultivo de

uma levedura {(assim

ror exemplo, dos veneros Pichia, Hanscru

La,Debaryoryccs, Lyporycee, Torulope

Jid

em um iuido contendo uma fonte de caroono, os sais mi

¢ crescimento (por axem

; L5 1L
plo, extrato de levedura) com 16 & 10 Tmoles/litr

nerais usuals ¢ um ou

O
I
[
o
o

=

oM (M

A0s Dprecursoras

ta um metal, preferivelmente do grupoe 1 ocu IT), alc
cicloalquil. aralqui“

alquil3 aril

H ou um radical =

quil, arii, ciclealcuil, ou aicuanil (1173,

/
-
~
(o]
i
[
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Atualment: , para vroduzir lisina om cescala comercial, 30 con
duzem processos Gue enpregam bacterias comno agentes de  trans
O

formagaoc, Tema que sera tratade nos rmaragrafos scgulntes.

o~



V. FERMENTACAO DA L~LISINA POR RACTERIAC

Comercialmente, & possivel produzir lisina por fe rmentacao me
diante dois processos distintos. Im um deles (12), a producao
ocorre em duas etapas. Na primeira se utiliza um mutante de
Escherichia coli que € incapaz de converter o acido diaminopi
mélico em lisina, quando se desenvolve em meic de cultivo, no
gual, esse aminoacido, € um fator limitante do crescimento.Em
tais condicoes, ce acumula no meio quantidades de dcido diami

nopimelico, devido a liberagac da repressao na formagao do en

zimo que governa a sintese do acido diaminopimélico. Este €
um exemplo da exploracgac comercial de reagoes fundamentais

que conduzem ao controle da biossintese celular pela concen

tracao de produto final. Figura 6.

Em uma segunda etapa do processo, outro microrganismo, que

nao exige lisina para o crsscimento, como o Acrobacter aeroge

nes, possul um enzimo, descarboxilase do dcido diaminopiméli
t

o)
co, qual e capaz de converter este acido om lisina.

Um dos meios empregados para

3
lico consite, segundo Casida (12), e 4.0% de (”Uu) HPO, L 4,0%

[4))

de milho macerado (7 Corn steep Jlouor ), £.0% de slicerol
0,5% de CaCO?u 0 pH deve ser ajustade a 7,0, ¢ o meio 1imedia
tamerte ecsterilizado.Usa-se de 1 a 5% de indeculo e se incuba
a 28°C com asitacao ¢ aeracao (um volume do ar nor volume de

meio por minuto). Apos tres dias o rerdimento fol de %mg./ml

Para a conversao do acido diaminopimélico, o A. aerogenes

i
10

de ser cultivado no mesro melo gque se enprega para o inocu l

de E. colZ. Depols da propagacgac, as células s3o separadas do

_l'] —
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Gue aw colulas microbic

Recentemonte, Sano ¢ Shils (L4) obtivoram mu
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diferentes (figura 8). O exame auxonografico revelou, que €

mutantes sao exigentes cistationa, isto ¢. responde a DL-

cistationa, DL-homocisteina, e L-metioning’. nenhum dos mutan

.

tes € exigente - homocisteina, 1sto

Dy

&, respondendo a  adigao
de DL-homocisteina < L-metionina, e 3% rnutantes sao exigentes

.

metionina, ou seja, respondiam apenas a metionina. Todos o0s

mutantes para a meticnina, produziam um pouco mais de  lisina
que a linhagem selvagem. Como valor médio, a producao foi e

3 gr./1lt.. Posterior omissao da L-treonina no meio, nao produ
ziu nenhum efeitc ¢ aumentc da producao de lisina. Além dis
so, 0s quinze mutantes auxotrcficos para a isolsucina acumula
ram pequenas quantidades de aminoacidns (inclusive lisina) no
meio de cultivo complementados com 200 mg./1lt. de isoleucina.
Por outro lado, os auxotrofos para a homosserina e treonina
produz = bastante lisina no meic  Destes ultimos, quase a me
tade praduziram quantidades apreciaveis de lisina em uma média
de 17 gr./1t.(figura §). A capacidade produtora das outras 1i

nhagens ¢ despresivel.

0 primeiro grupo (B). tambim apresenta melhor capacidade dc
& Z b

produzir outros aminocacidos, que os membros do grupo A.Todos

os auxotrofos pertercentes ao grupo A, exceto dois mutantes
que produziram quantidades apruciaveis de glicina, nao produ
zem nenhum outro amincacido. Estes resultados, levaram os  au

tores @ julgar que a capacidade d: produzir 1isina por mutan
tes auxotroficos para a treonina, e¢sta relacionada com o Elo
queio genético na via biossinteética. Para determinar o ponto

enzima

o

de bloqueio, Shiio & Sano (15) estudaram as atividade
ticas de dez mutantes para a treonina, cuja capacidade ds pro

duzir lisina variava de acordo com o grupo a queé pertenciam.

Os énzimos estudacdos foram: quinase da homosscerina e sinteta

se da treonina, que cstavam relacionados com a formagao de

i
S
[l

3
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[ad

ram nutartes o«

metionina, dori ng 2247 (ATCC 14007 apli

\

cando © metodo adicgac do composto Ne-metil

~Mnitro-Ht~nitrosoguanidin De descnove mil oolonias  ompre

sadas, obtiveram 972 mutantes (cuadro 2) ¢ gue foram divididos

2m 6 tipos: tipo 1 (14 linhagens), tipe
1

linhagens), tipo 4 (11 linhage

gens), e tipo 6 (76 linhagens).

de lisina dotes scis ecrupos do mu

cultive nwn moeio que continha:

o)

o
=

300 ug. de bictina, 200 ug. de tiamina.:iCl, 72 ml. de uma mis

tura de aninoacidos, L0 gr. de CaCh,. < 1200 ml. de
tilada; a uma temperatura de 2390, durante 72 noras. 05 resul

tados aparccem Cinco tipos produziralr um maxXLlmo

de 5 gr., de lisina/7lt.. to o tipo 1 que produziu 17,7 pr./

1t.. Ho e trecnina o me

coexitencla desses

tionina,

dois aminocédcidos.
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Novos mutantes auxotroficos de treonina foram obtidos de mt

j-

v . . . . ~ -
tantes senslvels a treonina e metionira (que sao bons produto
s

res de ligina); dos quails 2% auxotrofos de trecnina foran

-

lecionados palo método da réplica e cultivados durante 72 ho

ras em um meio contendo: 100 ;r. de glicos.:, 40 gr. de
(§H,),50,. 1 gr. de KH, PO, 0,4 sr. MgS0,.7H,0, 10 mg. de
4 b . a b . “1 : -

FeSOu.7£qO, 7 mg. de MnCl,. 4H, O, 200 ug de biotina, 200 ug de

Mo
N

~

tiamina.HCl, ? ml. de uma mistura de aminoacidos, 600 mg. de
L-treonina, 200 mg. de L-metionina, 50 gr. de CaCOg e 10060 ml
de Agua destilada. A acunmulacao de L-lisina esta representa
da na figura 11, na qual se observa que a maxima quantidade
de L-lisina acumulada foi de 35,0 gr./lt.:; enguanto que a 11

nhagem original s¢ produziu 25,4 gr./1lt.

Investigagoes recentes informam que, com uma combosicao otima
do meio, aeracao e cultivando Brevibacterium 22, o rendimento
obtido em lisina ¢ de 38~L{ gr./lt. depois de 60 horas de fer
mentagao. Porém, quando peauenas doses de penicilina (2 a U
U.I. por mililitro) sac adicionadas durante as primciras cta
pads de fermentacao (4-5 horae depoils do iniciada a fermenta

cao), a habilidade niocsintitica do cultivo deviva para & pro

dugac de acide glutarico, dando uma produciac e aproximadamen
t

a do 20-30 horas de formentacao. Parece

(SN

¢ 30 gr./lt., depo

que a penicilina, ndo somente & capaz de altorar a permzabili

]

dade da membrana colular, mas tambem, initiria o sistema enzi

matico que participa na sintese cda lisina (18).

Tambem, a lisina foi obtida cultivando linhagens de  mu
tanteede Coryncbocterium glutamicum {(ATCC 21254, 21255, 21299
ou 213300) sob condicoes aerobicas, em um me=io nutritivo aquo

so contendo homosserina ou treonina @ retionina ou treonina

_.33._
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cina ou o ioo foi

incubade e comoe fonte

de carbono .

pflr de G B
£

fermentaca

na de 4&,7

Atualmente estao investigando novos produtos o cubprodutos co

£ . ~ - . — Ty Y o - S e - R
mo ronte de carbeono para a producac de lisina. Ascinm por exem

plo, Dronov e colab. (22,
de semente de

ras COIZ...L\ radi .

cug e utilizando a polpa seca de beterrata (previamente

Q . P Y - - . . - -
rilizada a 120°C), = cual ¢ misturado com ur meio liguido con

tendo farinha do amendoim hidrolizada, melacos e (UH

te conjunto a M Azila.ﬁo durant. 4 horas a 298-30900,
< g
n

A bilossinteso Aa

s1lna progsogue durants os subsegue

dlas a 799C, dande um rendinento om 1

A L-1lisina pode ser produzida, cultivanio sob condicoe:
bicas:; milcrorganisros tals cone: Breviboaciterium flavum AT

K] L7 Y
LN flavum

ST B Tacto fermentum ATCO D100 Corynchacterium nce

: S e D T A0 2L T M e s s P RN uNele 3990
togereopntilum ATCC 21876, Micrceocous oiutermicus ATCC 13286,

ou M. glutamicus

contendo #*0Ac  como a principal forte de carbono o com adicio




dicionados a arvi ide for
inferior a a2 quantidade total J¢ JAc adiciona

rntadoe contlnuarenite ou Lt ormltemen

te, com wma mistura de solugd;s de Dropor

HOAc ou

urn

11 horas &

melo contendo:

dcxtros_))OUH% du

A oy g

e il

.

2 :
I mg. de DlL-metionina/dl.. 5C
a . ,

degejada. De

o A1 S s A £ : - - 1o g .
pois di¢ & horas 4o fo o LI 2 2,7, ¥ntao, uma
lucao LO% e N0 e resreoti
L UG alC ] VR G R e o 5 : “JUJ}"JCtl

vamente

xo de 1.5

15,7 gr. de: cristais oru de L-lisina foram obtidos de 390 nl.
de mosto fermentado (7

Toarbyorn com A T
Tambem ¢sta so investigarndo

de

ju

L-lilsina. Assim *emos que a L-lisina & preparada cultivando



uma linhagem de um mutante de Corunebacterium hydrocarbocla-
A

tus ATCC 21267 ( que roquer L-treonina para seu desenvolvimen

to) ¢m um meio nutritivo adequado, sob condigdes acrdbicas e

a uma temperatura dec 28-379C. Com 5% ¢ parafinas ﬁ17~1u no
de 7,2, num periodo de 4 dias de fermenta

t

meio, com um plf

Se obteve 2.4 my. 4 L-lisina por ml (,/3). Por outro lado, Ta

naka e cclab. (Zu}, cultivou /. smegmatzis ATCC 21293 em um
meio contendo 5%, CaC0, 2.0%, NH, NO, 1,0%, extrato de
“12-14 0% 3 S R T

levedura 0,5%, KI2 )4 0.2%, NaZPOl‘L 2,2%, WguO . L?O 0,1%

CuS0, , Fe, Mn, Zn, =m 0,001% cada um deles, borato de sodio &
LI'J bJ 3 3 2 E

pm, ¢ molidato de sddio Sppm. A fermontacio foi conduzida

- el & =5

com agitacao durante 4 dias ¢ a 289C . obtendo-se unm rendimen

to de 3 mg. de L-lisina por ml.

Tem-se roalizado estudos com o género Nocardia, o qual & cul
tivado em um melo contendo uma fonte de carbono apropriada co
mo por exemplo, querosene, etanol, parafinas e, uma fonto de
nitrogénio. Além disso, sdo adicionadas sais minerais e ~agen
tes nutritivos. O nrocesso fermentative & lovado a cabo em
condigoes aerdbicas ¢ uma temperatura de 28-2700 por 3-5 dias
O microrganismo & um rutante que requer homossarvina, treonina
ou metionina para sou croescimento, Depois de terminado o tem
po de cultive. as ci<lulas microbianas sio S :paradas ¢ a  L-11
sina rccuperada do moeio por filtracao através de uma resina
cationica, por exemplo, Deion SKI de HT. » Ii=lisina adsorvida
¢ cluida com NH, CH, gque e¢m seguida ¢ dzscorada com carvao ati
vado (10).

Estes trabalhos mostram como o conhecimento dos mecanismos ge

- . b -
neticos regladoraes da sintese de protainas, auce foram desen-~
& k 3 1

volvidos por Jacob ¢ Monod (25), crncontraram -normcs aplica
coes na produgio de metabolitos por microrganismos, e pode

riam ser comercialmente cxplorados no campo das fermentacoes

industriais .
- 3 7 -



VI. DISCUSSAO L CONCLUSOES

A importancia da lisina na alimentacao humana estimulou o de
senvolvimento de processcs para a sua obtencac. Surgiu entao
a possibilidade de se obter este aminodcido atravas de micror
ganismos. Desde a obtengdo de pequenas quantidades de lisina
nos meios de cultivo, até a sua obtencao em asscala industrial

este ramo da ciéncia e da tecnologia, sofreu um dos mals rapil

dos desenvolvimentos

Os fatores mals significativos no desenvolvimento dos proces

sos de obtencao de lisina por fermentagac tém sido:
; , . -
a) melhor conhecimentc dos mecanismos reguladores da sintese
de metabdlitos tais como a repressao enzimatica e a retro
~-inibicao.

b) Conhecimento de hado do ciclo biossirtético da lisina.

c¢) A obtencdo de mutantes auxotroficos que sao dependentes da

concentracgio de determinados metaholitos.

d) O desenvolvimento de técnicas de selecac e mutagao que  au
xiliaram grandemence na obtencdo de linhagens com “lesoces’

mutacionais especificas.,

Na atualidacde se¢ dispoe de dois processos para a produgac de
lisina em escala industrial. Um deles em duas etapas,utilizan
do-se de duas esp5cies de microrganismos e o outro em uma SO

B =)

etapa valendo-se¢ de uma Unica espécie.

-38=
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Frocesso em duas etapas:

. E. colt v Aeid :
Carboidrato 9 > Acido diaminopimélico—

[u.]
'._l
9]
‘.J .
3
o

Processo em uma otapa:

. M, Tutamicus
Carboidrato gz - - > lisina

Nos dois processos sao utilizadas bantérias (mutantes) como
agentes de transformacao, dos quals o micrococcus glutamicus,
que produz lisina em uma sG etapa, dd os maiores rendimentos
(13 gr/lt. de meio), enquanto que, no processc em duas etapas,
s6 se consegue um rendimento de 7-8 gr. de lisina/litro de
meio. Embora, o emprigo de M. glutamicus resulte em um  maior
rendimento em lisina, & também certo, que a sua manipulacao
em escala industrial requer um pessoal técnico bem treinado e
equipamento com certa precisaoc, que permita um ccntrole ade
quado do processo. Isto se faz necessdario porque esto micror
ganismo & altamente dependente da concentracado de determina-
dos metabdlitos, que devem wstar presentes no meio de cultivo.
E necessaric quc ce tomem precaugdes para controlar os efel
tos repressores sobre a sintesc da lisina, devido & alteracdo
do balango desscs metaboliitos no meio. Som ostas, o rendimen
to da sintese pode ser seriamente afetado. Lste fato deter
minou quec somente as indUstrias mais bom equipadas e cepecla
lizadas na obtengao d¢ produtos de fermentagao pudessem  ado

tar est2 processo. Consequentemente, palszs como O Japéo,?rag

O

¢a ¢ Lstados Unidos produzem lisina, preferencialmente, pel
processo de fer m“nLacao ¢m uma unica etapa. Contudo, o proces
so malis generalizado para a obtencao de lisina na atualidade,

¢ através de duas etapas.

o
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Nos processos

de beterraba acgucarel

3 .-

mencionad

os usam-se melacos de cana de acucar e
ra comc materias primas provedoras de

carbono e de energia. Pode~se consegulr vesultados similares
com farinhas de tubérculos ¢ grdos de cereails previamente hi
drolizados. [ importante mencionar que «stas matérias primas,
possuem, em forma natural, as quantidades adequadas de  hiotd
na que sac requeridas, como fator de crescimento, para que ha
ja producao substancial de lisina. Também, para a producao co
mercial deste aminodcido, ¢ importante quz na formulacao do
meio de cultivo sejam adicionadas em guantidades ¢ proporgoes

adequadas fontes de
to e sais minerais, a
necessario ainda, um

s

tempo @ aeracao.
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flavum. Destes, o que deu melhor rendimento produziu 35 gr.de
lisina/litro de meic, apos 70 horas de formentacao (17). Por
cutro lado, a farmﬂntagao com un mutante de Brovibocterium 282,
deu um rendimento de H0 gr/litro, apos 70 hovas (18).Em um
estudo (19) em cue se utilizou o Clorwnchbactorium glutamicum -

bteve-se um rendimento de 48,7 gramas de licina/litro de

meio, depoiz de 70 heoras de fermentacao

Im todos estes casos as condigoes de cultivo foram similares,
indicando que os rendimentos obtidos estiveram na dependéncia
dos mutantes empregados, 2 por conseguinte, <o tipo de "lesao”
mutacional ocorrida. Nao foi encontrada nenhuma indicacao de
que esses mutantes 1d estejam em uso industrialmente. Acredi-
ta~se que a produgac desses mesmos mutantes om escala indusg
rrial, seria talvew, menor que a obtida ¢m laboratorio,porque
tais mutantes sao muito sensivels as peguenas variagoes nas
condigoes de cultivo. variacdes estas, muitas vezaes difi

cels
de serem controladas em um procesco de formentacao industrial

Por cutro lado, investiga~-so também novos produtos ¢ sub-pro
- N - - - .
dutces agricelas ccme provedeorcs do carbono, usando diversos

microrganismos para & formentacao dos mosmes. Como exemplo po

demos cltar produtes oomo acatatos, gu-roscne, parafines, e
) - . a * o~ — -

sub-produtos come celiaol provenliestoes de conifaoras o pa

lha scoeca do . Dentroe os nicrorganismos cstudados Do

demos citar a Brovibacotoeraourn lactofevmontur. Corynebacterium
acetoacidophylum,. Corynebacterium aydrocarboclastus e Micero

-~ e o

bactcrium smegmatis., Ate a data presente nao ce conseguiu ren

dimentos com esses microrganismos, suficientcs para justifi

car a utilizagao comercial dos mesmos. £ possivel que en um

'f)
PN
0

futuro proximo cs produtos e sub-produtos venham a ser uti

o
2 lisina.

(i

lizados para a producac -
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