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DESCRIPCION

Un método para producir acido lactico con alta concentracion y alto rendimiento utilizando las bacterias del acido
lactico.
[Campo de la Técnica]
[0001] La presente invencion se refiere a un método para producir acido lactico utilizando las bacterias de acido
lactico. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un método para producir 4cido lactico con alta
concentracion y alto rendimiento utilizando Lactobacillus paracasesi CJLA0310 KCCM-10542 que es separado e
identificado del Kimchi.
[Antecedentes de la técnica]
[0002] El acido lactico es un acido organico muy importante y sus aplicaciones son amplias incluyendo aditivos de
comida tales como conservante de comida, condimento o acidificante, y campos industriales como cosmeéticos,
gquimica, metales, electrénica, tejidos, tefiido de textiles, e industrias farmacéuticas. Ademas, el acido lactico es un
ingrediente esencial del &cido polilactico, uno de los pléasticos biodegradables. En los dltimos afios, ha habido varias
preocupaciones tales como el incremento del precio del gas, agotamiento del petréleo y plasticos basados en
petroquimicos no degradables. Estas preocupaciones han vuelto el interés de la gente hacia materiales polimeros
respetuosos con el medio ambiente contra plasticos no biodegradables recalcitrantes que son las causas principales
de la contaminacion ambiental. Por lo tanto, la demanda de &cido lactico ha aumentado notablemente. La produccion
mundial de acido lactico es de aproximadamente 100.000 toneladas cada afio, anunciando alrededor de un 5% de
crecimiento. Considerando el incremento gradual en los plasticos biodegradables, la demanda de acido lactico
aumentara mas incluso dentro de varios afos. Particularmente, el acido lactico es un acido organico muy reactivo
que contiene un grupo hidroxilo y un grupo carboxilico. Es también usado como un ingrediente clave de muchos
guimicos incluyendo el acido polilactico, acetaldehido, polipropileno glicol, acido acrilico y 2,3-pentationa. Ademas, el
acido lactico es usado para la preparacion del lactato de etilo que es un disolvente biodegradable y no toxico
ampliamente utilizado en la fabricacién de instrumentos electrénicos, pinturas o telas, detergentes, adhesivos o
estampados.
[0003] Como se ha descrito anteriormente, el &cido lactico es un material industrial muy Util y valioso.
Normalmente, el &cido lactico era producido a través de la sintesis quimica tradicional o el proceso de fermentacion
biolégica utilizando carbohidratos como un substrato. Lo Gltimo es preferido en muchos casos porque la sintesis
guimica crea otros problemas ademas del aumento del coste de material debido al aumento del precio del gas o
problemas de contaminacién ambiental. Por ejemplo, la sintesis quimica tradicional del acido lactico no sélo produce
acido lactico si no también un acido lactico D, L inactivo en forma de una mezcla racémica que consiste de igual
cantidad de acido lactico D y acido lactico L. Lamentablemente, sin embargo, la proporcion de la composicion del
acido lactico D y del acido lactico L no puede ser controlada. Por lo tanto, cuando el acido lactico racémico es
utilizado para crear acido polilactico se produce un polimero amorfo con un bajo punto de fusion, que a su vez se
convierte en un obstaculo para un rango amplio de aplicaciones. Por otro lado, el proceso de fermentacion bioldgica
utilizando microorganismos hace posible el producir selectivamente acido lactico D o acido lactico L dependiendo de
la cepa usada. Por ejemplo, los microorganismos tales como Lactobacillus, Bacillus, Rhizopus, Streptococcus, y
Enterococcus habitualmente producen acido lactico L. Los microorganismos tales como Leuconostoc y Lactobacillus
vulgaricus habitualmente producen acido lactico D. El acido lactico L es utilizado preferiblemente en las industrias de
cosméticos o alimenticias porque el acido lactico D no es metabolizado en el cuerpo. El &cido lactico L puede ser
utilizado para la preparacion de acido polilactico. Al hacer eso, el &cido polilactico es transformado en una forma de
cristal que tiene un punto de fusién de 180° C. También, las propiedades fisicas del acido polilactico pueden ser
controladas ajustando el contenido de acido lactico D para la polimerizacion. En general, el acido lactico es aplicable
en sustitucion de varios tipos de plasticos.
[0004] Como se ha descrito anteriormente, el acido lactico tiene un gran potencial para ser un material de
sustitucion respetuoso con el medio ambiente en un amplio rango de aplicaciones industriales. Por lo tanto, es muy
importante desarrollar un método para producir acido lactico a través de la fermentacion biolégica que es mas
econdmica que la sintesis quimica tradicional. Con este fin, hay una necesidad urgente de desarrollar una cepa
productora de &cido lactico y un método rentable para producir acido lactico.
[Descripcién de las Figuras]
[0005] Lo anterior y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencion seran mas claramente
entendidas de la siguiente descripcion detallada tomada en conjunto con las figuras acompafiantes, en las que:

La Figura 1 es un grafico que muestra la relacion entre el tiempo de fermentacion y la concentracion de

células, concentracion de glucosa y concentracion de acido lactico la fermentacion de acido lactico utilizando

Lactobacillus paracasei CIJLA0310 en un medio de cultivo que consiste de 180 g/L de glucosa, 15 g/L de

extracto de levadura, y 10 g/L de peptona; y
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La Figura 2 es un grafico que muestra la relacion entre el tiempo de fermentacion y la concentracion de
células, concentracion de glucosa y concentracion de acido lactico en la fermentacion de &cido lactico
utilizando Lactobacillus paracasei CJLA0310 en un medio de cultivo que consiste de 180 g/L de glucosa, 7
g/L de peptona, y 15 g/L de CSP (Polvo Escarpado de Maiz).
[Divulgacion]
[Problema técnico]
[0006] Por lo tanto, la presente invencién ha sido hecha en vista de los problemas anteriores, y es un objeto de la
presente invencién proporcionar un microorganismo productor de acido lactico para producir &cido lactico
industrialmente (til mas efectivamente a través de la fermentacion bioldgica. Mas especificamente, la presente
invencion esta dirigida a desarrollar un método para producir bacterias de acido lactico industrialmente Gtiles con alta
concentracion y alto rendimiento, el método implica la separacion de bacterias de acido lactico caracterizadas por
una excelente eficiencia de crecimiento y capacidad de produccién de acido lactico.
[0007] Es otro objeto de la presente invencion proporcionar una cepa productora de acido lactico que ofrezca un
alto rendimiento de &cido lactico durante el proceso de fermentacion de acido lactico biolégico, alta concentracién de
acido lactico en un caldo de fermentacion al final del proceso de fermentacion, bajo tiempo de fermentacion, alta
productividad y alta eficiencia econémica.
[Solucion técnical
[0008] De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, lo anterior y otros objetos pueden ser conseguidos
suministrando un método para producir acido lactico e gran pureza utilizando bacterias de &cido lactico nuevas
separadas e identificadas como Lactobacillus paracasei CJLA0310 KCCM-10542 que presentan una capacidad de
produccién de acido lactico excelente.
[0009] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de fermentacion para
producir acido lactico con alta concentracion y alto rendimiento utilizando la cepa Lactobacillus paracasei CILA0310
gue es separada e identificada del Kimchi, y un método para ajustar una relacién de produccién de acido lactico L y
acido lactico D bajo las condiciones de cultivo adecuadas utilizando la cepa.
[0010] De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, se sugiere la posibilidad de reducir el coste de
produccién del acido lactico utilizando polvo escarpado de maiz de bajo precio en sustitucién del extracto de
levadura en un medio, que es conocido como un factor clave para aumentar el costo de fabricacion.
[Efectos ventajosos]
[0011] La Lactobacillus paracasei CILA0310 es una cepa productora de &cido lactico separada del Kimchi, y bajo
condiciones de cultivo adecuadas puede producir un &cido lactico L Opticamente puro con alta concentracién y alto
rendimiento. La presente invencion proporciona la produccion bioldgica del acido lactico L que es uno de los &cidos
organicos Utiles industrialmente. Debido a que la produccién biolégica hace posible producir en masa acido lactico
con alto rendimiento y alta productividad con respecto a los carbohidratos, la presente invencién puede ser muy
ventajosamente utilizada para las industrias de comida y el medio ambiente.
[Modo de llevar a cabo lainvencién]
Ejemplo 1: Separacion e identificacion de las bacterias productoras de acido lactico
[0012] Los presentes inventores separaron el fluido de Kimchi que fue recolectado de una unidad de eliminacion
de desechos de Kimchi en la fabrica Icheon 1 Kimchi de CJ CORP. localizada en Icheon-si, Gyeonggi-do, Corea. El
fluido fue después diluido con una solucién salina fisiolégica (8,5 g/L NaCl) y untada uniformemente sobre los
medios MRS (fabricados por Difco Co.). Tras dos dias de cultivo a 37° C, las colonias fueron separadas y se asumio
qgue las colonias particularmente amarillentas entre ellas eran bacterias de acido lactico. Las 12 colonias mas
grandes del as colonias amarillentas fueron separadas y cultivadas, respectivamente, en los medios liquidos MRS a
37° C durante dos dias, para obtener una cepa con las mas altas tasa de crecimiento de células y capacidad de
produccién de &cido lactico. Parte de la secuencia de base (800 bp) del ADNr 16S de la cepa fue comparada con la
base de datos de secuencias de base de ADN de 11 tipos de cepas estandar de Lactobacillus. Como se muestra en
la Tabla 1 a continuacion, se observé que la secuencia de base de ADN de la cepa separada manifesté un 89% de
similitud a la de la cepa estandar de Lactobacillus. Especialmente, la cepa resultd ser un microorganismo
Lactobacillus nuevo que mostraba un 100% de similitud con el Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei y el
Lactobacillus paracasei subsp. Tolerans. Por lo tanto, la cepa fue llamada Lactobacillus paracasei CJLA0310. La
cepa fue depositada en el KCCM (Korean Culture Center of Microorganisms) el 4 de Diciembre del 2003 y se le dio
el nimero KCCM-10542.
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[Tabla 1]
Secuencia de base de ADNr 16s similitud entre la CJLA0310 y la cepa estandar de Lactobacillus
Nombre de la cepa Similitud (%)
Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei JCM
8130T 100,00
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans JCM
11717 100,00
Lactobacillus zeae ATCC 15820T 98,63
Lactobacillus casei JCM 1134T 98,62
Lactobacillus rhamnosus JCM 1136T 97,87

Ejemplo 2: Caracteristicas de fermentacion del acido lactico del microorganismo nuevo (180 g/L de glucosa
+ 15 g/L de extracto de levadura +10 g/L de peptona)

[0013] Para cultivar el nuevo acido lactico CJLA0310, se sembraron primero 600 ml de indculo durante 18 horas
en un medio consistente de 180 g/L de glucosa, 15 g/L de extracto de levadura, y 10 g/L de peptona. Después el
in6culo fue sembrado en un fermentador (5 L) que contenia 2,4 L del medio de fermentacidon que consistia de 180
g/L de glucosa, 15 g/L de extracto de levadura, y 10 g/L de peptona. El inéculo fue cultivado durante 50 horas a un
PH de 6,0, 200 rpm, y 37° C. Como se muestra en la Figura 2, tras 50 horas del proceso de cultivo se consumieron
180 g de glucosa, el medio de cultivo celular (O.D.e00) = 24, y se produjeron finalmente 181 g/L de &cido lactico. Por
lo tanto, el rendimiento de &cido lactico = 99,5%, y el volumen de productividad media por hora = 3,85 g/L/hr.
Ejemplo 3: Caracteristicas de fermentacion del acido lactico del microorganismo nuevo (160 g/L de glucosa
+ 15 g/L de extracto de levadura +15 g/L de peptona)

[0014] Para cultivar el nuevo acido lactico CJLA0310, se sembraron primero 600 ml de inéculo durante 18 horas
en el medio de cultivo del ejemplo 2. Después, el inéculo fue sembrado en un fermentador (5 L) que contenia 2,4 L
del medio de fermentacién que consistia de 160 g/L de glucosa, 15 g/L de extracto de levadura, y 15 g/L de peptona.
El indéculo fue cultivado durante 50 horas a un pH de 6,0, 200 rpm, y 33, 35, 37, 39 y 41° C, respectivamente. Como
se muestra en la Tabla 2, la proporcién de fermentacion del acido lactico D y el acido lactico L puede ser ajustada de
acuerdo a las temperaturas de fermentacion.

[Tabla 2]
Relacion entre la proporcién de produccién de 4cido lactico D y acido lctico L y las temperaturas de fermentacion
Temperatura de Fermentacién (° C) 33 35 37 39 41
Relacion de fermentacion (5) 4,0: 3,5: 3,3: 3,1 0,7:
(acido lactico D : acido lactico L) 96,0 96,5 96,7 96,9 99,3

Ejemplo 4: Caracteristicas de fermentacion del acido lactico del microorganismo nuevo (180 g/L de glucosa
+ 7 g/L de peptona +15 g/L de CSP)

[0015] Para cultivar el nuevo &cido lactico CILA0310, se sembraron primero 600 ml de indculo durante 18 horas en
el medio de cultivo del ejemplo 2. Después el indculo fue sembrado en un fermentador (5 L) que contenia 2,4 L del
medio de fermentacién que consistia de 180 g/L de glucosa, 7 g/L de peptona, y 15 g/L de CSP (Polvo Escarpado de
Maiz). El inéculo fue cultivado durante 70 horas a un PH de 6,0, 200 rpm, y 37° C. Como se muestra en la Figura 2,
tras 65 horas del proceso de cultivo se consumieron 180 g de glucosa, el medio de cultivo celular (O.D.gp0) = 24, y Se
produjeron finalmente 179,1 g/L de &cido lactico. Por lo tanto, el rendimiento de acido lactico = 99,5%, y el volumen
de productividad media por hora = 2,76 g/L/hr.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Lactobacillus paracasei CJLA0310 KCCM-10542, caracterizada porque, el rendimiento de
acido lactico en un medio que contiene 180 g/L de glucosa, 15 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de peptona o 180
g/L de glucosa, 7 g/L de peptona y 15 g/L de polvo escarpado de maiz, tras el consumo total de glucosa a 37° C y un
pH=6 es al menos del 99,5%.

2. El uso de una cepa de Lactobacillus paracasei CJLA0310 KCCM-10542 para producir acido lactico.
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Fig. 1

Gréafico de fermentacion de AL
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Fig. 2

Grafico de fermentacién de AL (CSP)
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