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DESCRIPCION

Cepa de Bacillus sp. con productividad mejorada de harina de soja fermentada y procedimiento de produccién de
harina de soja fermentada mediante el uso de la misma

Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a una novedosa Cepa de Bacillus sp. con productividad mejorada de harina de
soja fermentada y un procedimiento de producciéon de una harina de soja fermentada mediante el uso de la
misma. Mas particularmente, la presente divulgacion se refiere a una novedosa cepa de Bacillus
amyloliquefaciens con productividad mejorada de harina de soja fermentada, que es excelente en cuanto a la
eliminacién de factores antinutricionales y en la actividad de la proteasa, y muestra una alta actividad
antimicrobiana contra los patégenos y una productividad reducida de sustancias viscosas durante la
fermentacion, un procedimiento de produccion de una harina de soja fermentada mediante el uso de la cepa, una
harina de soja fermentada producida a partir de la misma y una composicion de pienso que incluye la misma.

Técnica antecedente

Como se ha comprobado que enfermedades tales como la encefalopatia espongiforme bovina, que han sido
fatales para los seres humanos, se deben a componentes de proteinas animales afiadidos a un pienso, existe
una tendencia mundial rapida hacia el reemplazo de proteinas animales afiadidas a un pienso con proteinas
vegetales.

Una harina de soja desgrasada (en lo sucesivo denominada "harina de soja") es la fuente mas comun de
proteinas vegetales utilizadas en los mercados de piensos como sustituto de proteinas animales tales como
harina de pescado, polvo de carne y hueso o plasma. La harina de soja también se llama pasta de aceite de soja,
que es un subproducto sdlido resultante de la extraccion del aceite de soja. En Corea, la harina de soja, utilizada
como fuente de proteina vegetal, representa el 60% del suministro total de harinas, llegando a 2 millones de
toneladas anuales (Korea Feed Ingredients Association, 2004).

La harina de soja contiene 55~56% en peso de proteinas, 13~14% en peso de carbohidratos solubles y 21~22%
en peso de carbohidratos insolubles, en funcion del peso seco. Ademas, la harina de soja contiene
aproximadamente 1% en peso de grasa cruda y aproximadamente 4~6% en peso de cal (In-Kyu Han, Vegetable
protein feed (Pienso proteico vegetal), Food Processing, Sun-Jin Publishing Co., 67-107, 1998).

Mientras tanto, la harina de soja contiene una variedad de factores antinutricionales (ANF), que pueden
perjudicar la tasa de digestion cuando se usan como un pienso (Li et al. J. Anim. Sci, 68: 1790, 1990). Entre
ellos, un inhibidor de la tripsina (T1) es representativo, y en los animales terrestres, se sabe que el Tl en la dieta
interfiere con las funciones enzimaticas adecuadas de la tripsina y la quimotripsina, lo que lleva a una reduccion
en la disponibilidad de proteinas totales. En particular, dado que estos factores antinutricionales afectan en gran
medida al ganado joven, el uso de harina de soja en el pienso para ganado joven esta restringido. Ademas, se
conoce una sustancia aglutinante de glébulos rojos, hemaglutinina, oligosacaridos que causan diarrea y dolor
abdominal en animales vivos, como rafinosa, estaquiosa, etc., o polisacaridos que inhiben la absorciéon de
nutrientes. Algunos de ellos se pueden destruir por tratamiento térmico. Sin embargo, durante este
procedimiento, las proteinas de soja se desnaturalizan y, por lo tanto, se reduce su solubilidad, y se pueden
destruir proteinas esenciales como la lisina, etc. Recientemente, para un uso mas eficiente de las proteinas de
soja, se han desarrollado procedimientos de procesamiento para aumentar la eficiencia mediante la eliminacion
de factores antinutricionales.

Los productos de soja procesados actuales, tales como concentrados de proteina de soja, proteinas de soja
aisladas o proteinas de soja hidrolizadas, se producen generalmente mediante tratamiento quimico o tratamiento
enzimatico. Sin embargo, el procedimiento de procesamiento quimico es costoso y causa un problema de
disminucién de la solubilidad de la proteina, porque se produce la desnaturalizacién de las proteinas o la pérdida
de aminoacidos solubles debido al tratamiento térmico, el tratamiento quimico o el secado térmico durante el
proceso de produccién. Por esta razdn, se realiza un tratamiento térmico, pero no causa una desnaturalizacion
proteica extensa durante el procedimiento de procesamiento quimico y, por lo tanto, un factor antinutricional,
inhibidor de la tripsina, esta considerablemente presente en la harina de soja.

Como un medio para resolver el problema del procedimiento de procesamiento quimico, se ha desarrollado un
producto de harina de soja fermentada preparado mediante un procedimiento de procesamiento bioldégico que
utiliza bacterias Bacillus u hongos (Patentes Coreanas N.° 10-0645284, 10-0459240 y 10- 0925173). Este
procedimiento de procesamiento del tratamiento de fermentacién se usa para eliminar una pluralidad de factores
antinutricionales y también para degradar proteinas o carbohidratos en formas digestivas de bajo peso molecular
durante el proceso de fermentacion, produciendo de este modo proteinas de alta calidad para piensos, que es
excelente en cuanto a la digestion y la tasa de absorcion.
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Sin embargo, la fermentacion sdélida se usa generalmente en el procedimiento de procesamiento del tratamiento
de fermentacion, y la fermentacion sélida tiene la desventaja de suministrar aire continuamente para mantener
las condiciones aerébicas y eliminar el calor de fermentacion producido durante el proceso de fermentacion.
Ademas, el procedimiento de procesamiento del tratamiento de fermentacion requiere un tiempo de fermentacion
largo de 48 horas o mas para eliminar los factores antinutricionales por encima del nivel éptimo. Un tiempo de
fermentacion tan largo reduce la velocidad de rotacion del fermentador y provoca un aumento en el costo total de
produccion.

Por consiguiente, los autores de la presente invencion han desarrollado un procedimiento de produccion de una
harina de soja fermentada mediante fermentacion soélida usando una cepa de Bacillus subtilis TP6
(KFCC11343P, Numero de Acceso KCCM11438P) que tiene excelentes caracteristicas requeridas en la
produccion de harina de soja fermentada, con el fin de acortar significativamente el tiempo de fermentacion
durante la produccion de harina de soja fermentada (Publicacion de Patente Coreana N.° 10-2011-0027535).
Mediante este procedimiento, se puede producir una harina de soja fermentada con una calidad equivalente o
superior a la harina de soja fermentada convencional incluso con un tiempo de fermentacion mas corto utilizando
la cepa de Bacillus subtilis TP6 que es excelente en cuanto a la eliminacion de factores antinutricionales y en la
actividad de la proteasa.

Sin embargo, este procedimiento es problematico ya que la cepa de Bacillus subtilis TP6 tiene baja capacidad
para inhibir la proliferacion de patdégenos vy, por lo tanto, los patégenos también proliferan durante la fermentacion
cuando la harina de soja esta contaminada con E. coli o Salmonella durante la fermentacion.

Por consiguiente, los autores de la presente invencion han realizado grandes esfuerzos para seleccionar una
cepa de fermentacion que tenga caracteristicas mejoradas Utiles para la fermentacion soélida de harina de soja.
Como resultado, han desarrollado una cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens, que es excelente en cuanto a la
eliminacién de factores antinutricionales, en la actividad de la proteasa y en la actividad antimicrobiana contra los
patégenos, y ha reducido la productividad de las sustancias viscosas durante la fermentacion. Ademas, los
autores de la presente invencion encontraron que cuando la cepa se usa para realizar una fermentacion solida
de harina de soja, se puede producir harina de soja fermentada de alta calidad con mejores tasas de digestion y
absorcion y eficiencia alimenticia debido a la baja molecularizacion por hidrélisis de proteinas de soja y un
aumento en el contenido de proteinas crudas, inactivacion del inhibidor de la tripsina, o una reduccion en el
contenido de factores antinutricionales como los polisacaridos no digeribles, incluso por un corto tiempo de
fermentacién en comparacion con el procedimiento convencional. El documento WO 2011/031020 A2 se refiere a
"un procedimiento de produccion de una harina de soja fermentada" en el que "el contenido de proteinas es alto,
y las tasas de digestion y absorcién también mejoran debido a la baja molecularizacion de las proteinas”.

Divulgacion
Problema técnico

Un objeto de la presente divulgacion es proporcionar una novedosa cepa de Bacillus amyloliquefaciens con
productividad mejorada de harina de soja fermentada.

Otro objeto de la presente divulgacion es proporcionar un procedimiento de produccion de una harina de soja
fermentada mediante fermentacion sélida mediante el uso de la cepa de Bacillus amyloliquefaciens.

Otro objeto mas de la presente divulgacion es proporcionar una harina de soja fermentada producida por medio
del procedimiento.

Otro objeto mas de la presente divulgacion es proporcionar una composicion de pienso que incluye la harina de
soja fermentada.

Solucién técnica

La presente divulgacion proporciona una novedosa cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens (KCCM11471P) til
para la produccion de harina de soja fermentada por fermentacion sélida.

La cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion se caracteriza porque es
excelente en cuanto a la actividad de eliminacion de factores antinutricionales, la actividad de la proteasa y la
actividad antimicrobiana contra los patdgenos, y tiene una productividad reducida de sustancias viscosas durante
la fermentacion, produciendo de este modo harina de soja fermentada de alta calidad por fermentacion solida.

La invencién es como se define en las reivindicaciones, especificamente un procedimiento de produccién de una
harina de soja fermentada por fermentacion sélida, el procedimiento comprende inocular la cepa de Bacillus
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amyloliquefaciens con el Numero de Acceso KCCM11471P en una harina de soja.

La invencion también proporciona una cepa de Bacillus amyloliquefaciens con el Numero de Acceso
KCCM11471P.

La presente divulgacion también describe la materia relacionada como se expone a continuacion. En la medida
en que cualquiera de estos asuntos esté fuera de las reivindicaciones, es ilustrativo y forma parte de la
divulgacion con fines de referencia.

Especificamente, la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion produce
proteasa con una fuerte actividad para inactivar diversos factores antinutricionales de polisacaridos tales como el
inhibidor de la tripsina (TI) que inhibe la digestion de la harina de soja e hidroliza proteinas de soja de alto peso
molecular en proteinas de bajo peso molecular, mejorando notablemente las tasas de digestion y absorcion de la
harina de soja fermentada.

Ademas, aunque la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion crece
utilizando carbohidratos entre los componentes de la harina de soja, convierte los carbohidratos en proteinas que
constituyen la célula. Por lo tanto, el contenido relativo de proteinas crudas en la harina de soja fermentada
aumenta, lo cual es un factor importante en la produccion de piensos de alta calidad.

Los autores de la presente invencion aislaron 14 tipos de cepas con excelente productividad de proteasa de
diversos alimentos fermentados tradicionales, con el fin de seleccionar cepas de fermentacion que puedan
usarse para la produccién de harina de soja fermentada por fermentacion sélida (véase la Tabla 1).

A partir de los 14 tipos aislados de cepas, se seleccioné la cepa CJ823, en la que la cepa muestra la actividad
antimicrobiana mas excelente contra E. coli y Salmonella que son patdgenos representativos que causan
intoxicacion alimentaria en el ganado.

La cepa CJ823 seleccionada muestra una actividad antimicrobiana notablemente excelente contra E. coli y
Salmonella, en comparacion con la cepa de Bacillus subtilis TP6 (KFCC11343P; Publicacion de Patente Coreana
N.° 10-2011-0027535) que se ha usado como cepa de fermentacion en el procedimiento de produccion
convencional de harina de soja fermentada por fermentacion sélida (véase la Tabla 2).

Ademas, se confirmé que la cepa CJ823 inhibe efectivamente el crecimiento de Salmonella durante el proceso
de fermentacion practica y, por lo tanto, es adecuada para la produccion de harina de soja fermentada de alta
calidad (véase la Tabla 3).

Como tal, la cepa CJ823 produce una alta concentracion de proteasa y muestra una excelente actividad
antimicrobiana contra los patégenos, pero produce sustancias viscosas pegajosas debido a la polimerizacion del
levano en forma de fructano y poliglutamato que se derivan de azlcares y proteinas de la soja cruda por las
enzimas producidas durante el proceso de fermentacion. La produccién de las sustancias viscosas puede causar
problemas en el control del proceso de fermentaciéon y la transferencia de productos fermentados tras la
produccion en masa de harina de soja fermentada.

Por consiguiente, los autores de la presente invenciéon causaron mutaciones inducidas por UV en la cepa CJ823
con el fin de desarrollar una cepa mutante que tenga una productividad reducida de sustancias viscosas mientras
mantiene sus propias caracteristicas enzimaticas/fisioldgicas (véase la Figura 3).

Primero, la cepa CJ823 se expone a UV de 254 nm, y luego se seleccionan 16 tipos de cepas mutantes
dependiendo de la forma de la colonia y la formacién de una zona clara debido a la produccion de sustancias
viscosas en un medio de seleccidon que contiene leche descremada. Los 16 tipos seleccionados de cepas
mutantes se someten a cultivo sdlido, y luego se analizan la actividad de la proteasa y el contenido de y-PGA
(acido poli-y-glutamico) para finalmente seleccionar una cepa mutante U304 que muestra la actividad de la
proteasa mas alta y un contenido relativamente bajo de y-PGAA (véase la Tabla 4).

Para la identificacion de la cepa mutante U304 finalmente seleccionada, se analizé principalmente su asimilacion
de azucar. Como resultado, se descubrié que la cepa mutante U304 tiene un 98% de similitud con Bacillus
subtilis y Bacillus amyloliquefaciens en términos de caracteristicas bioquimicas (véase la Tabla 5).

Ademas, los resultados del analisis de la secuencia de ARNr 16S mostraron que la cepa mutante U304 tiene la
secuencia de ARNr 16S de la SEQ ID NO: 1. En base a esta secuencia, se analizé la homologia de secuencia y
la relacion filogenética entre esta cepa y las cepas conocidas. Como resultado, la cepa mutante U304 mostré un
99,92% de similitud con Bacillus amyloliquefaciens y la relacién filogenética mas alta con la misma en el arbol
filogenético (véase la Tabla 5).
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Cuando las caracteristicas bioquimicas, la homologia de secuencia y la relacion filogenética se tomaron juntas, la
cepa mutante U304 de acuerdo con la presente divulgacion se designé como Bacillus amyloliquefaciens K2G.

La cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgaciéon es una cepa mejorada que
tiene una productividad reducida de sustancias viscosas al reducir notablemente la produccién de polimeros tales
como el acido poli-y-glutamico, al tiempo que mantiene las caracteristicas de la cepa parental, incluida la alta
productividad de la proteasa y excelente actividad antimicrobiana contra patégenos como E. coli o Salmonella.
Por lo tanto, puede usarse de manera muy efectiva en la produccion de harina de soja fermentada por
fermentacion solida.

Para confirmar la utilidad, se examinaron los cambios en el contenido de proteina cruda por fermentacion sélida
de la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion. Como resultado, se
descubrié que la harina de soja fermentada por la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la
presente divulgacion mostré el contenido de proteina cruda equivalente o superior a la harina de soja fermentada
por la cepa de Bacillus subtilis TP6, que se conoce como la cepa de fermentacién de harina de soja
convencional, tras una fermentacion de 24 horas (véase la Tabla 6).

Ademas, se examinaron los cambios en el contenido de inhibidor de la tripsina (TI) en la harina de soja por
fermentacion de la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion. Como
resultado, se descubrié que el contenido de Tl en la harina de soja fermentada durante 16 horas por la cepa K2G
de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion era equivalente al contenido de Tl en la
harina de soja fermentada durante 24 horas por la cepa de Bacillus subtilis TP6, lo que sugiere que la reduccion
de los factores antinutricionales se puede lograr a un nivel equivalente con solo 16 horas de fermentacion (véase
la Tabla 7).

Estos resultados indican que, tras la produccion de harina de soja fermentada por fermentacion sélida, la cepa
K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion es capaz de producir harina de soja
fermentada que tiene un alto contenido de proteinas crudas y un bajo contenido de factores antinutricionales
como un pienso proteico de alta calidad por un corto tiempo de fermentaciéon, en comparacién con la cepa
convencional. La presente divulgacion es excelente porque el tiempo de fermentacién reducido aumenta la
velocidad de rotacion del fermentador para aumentar el niumero de lotes producibles anualmente y, por
consiguiente, los consumidores pueden recibir harinas de soja fermentadas de alta calidad a un costo menor.

Por consiguiente, los autores de la presente invencion depositaron la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens,
que es excelente en cuanto a la actividad de eliminacién de factores antinutricionales, la actividad de la proteasa
y la actividad antimicrobiana contra los patégenos, y ha reducido la productividad de las sustancias viscosas para
ser Util para el produccion de harina de soja fermentada de alta calidad por fermentacion sélida, de conformidad
con el Tratado de Budapest en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM) el 7 de noviembre de
2013 con el Nimero de Acceso KCCM11471P.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento de produccion de una harina de soja fermentada
mediante fermentacion solida usando la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens.

Especificamente, el procedimiento de preparacion de acuerdo con la presente divulgacion se caracteriza por
incluir las etapas de:

a) agregar agua a una harina de soja para realizar un tratamiento térmico;

b) enfriar la harina de soja tratada térmicamente y, posteriormente, inocular la cepa K2G de Bacillus
amyloliquefaciens en la misma; y

c) adquirir una harina de soja fermentada mediante cultivo sdlido de la cepa K2G de Bacillus
amyloliquefaciens inoculada en la harina de soja.

La Etapa a) es una etapa de agregacion de agua a una harina de soja como materia prima para realizar el
tratamiento térmico. Antes de la fermentacion soélida, se rocia directamente una cantidad adecuada de agua
sobre la harina de soja cruda, y se mezcla para controlar el contenido de humedad, seguido de un tratamiento
térmico durante un tiempo predeterminado.

En algunos casos, el agua en la Etapa a) se agrega para que el contenido de agua en la harina de soja sea del
30 al 80% (v/p), mas preferentemente del 30 al 70% (v/p), y mas preferentemente del 40 al 60% (v/p). Se prefiere
una harina de soja que tenga un contenido de agua dentro del intervalo anterior en términos de prevencion del
retraso de la fermentacién debido a la baja humedad, la mejora de los altos costos requeridos para la
transferencia de la harina de soja y el proceso de secado después de la fermentacion, y la eficiencia del
calentamiento.
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Posteriormente, la harina de soja con agua afadida se somete a tratamiento térmico. El tratamiento térmico se
realiza con el propdsito de matar una variedad de gérmenes en la harina de soja cruda, la destruccién de la
pared celular de la soja y la desnaturalizacién de proteinas, proporcionando de este modo un ambiente para el
crecimiento activo del microorganismo deseado. El proceso de tratamiento térmico puede realizarse mediante
varios procedimientos conocidos en la técnica, pero se usa preferentemente vapor o vapor sobrecalentado.

En algunos casos, el tratamiento térmico de la Etapa a) se realiza usando vapor de 70 a 130 °C durante 10 a 60
minutos o vapor sobrecalentado de 200 a 300 °C durante un corto periodo de tiempo de varios segundos a
minutos, mas preferentemente vapor de 70 a 130 °C durante 10 a 30 minutos, y lo mas preferentemente vapor
de 80 a 121,1 °C durante 10 a 30 minutos.

Si la temperatura del tratamiento térmico es baja o el tiempo de tratamiento es corto, hay problemas de que el
efecto de esterilizacion sobre varios gérmenes no sea suficiente o el proceso de fermentacion posterior no se
pueda realizar con facilidad. Si la temperatura del tratamiento térmico es alta o el tiempo de tratamiento es largo,
se produce desnaturalizacion de proteinas en la harina de soja para reducir la tasa de digestion, lo que da como
resultado un deterioro en la calidad del producto final. Por lo tanto, es preferente que la temperatura y el tiempo
del tratamiento térmico se adopten dentro de intervalos aceptables para evitar estos problemas.

A través del tratamiento térmico, se puede esperar que los contaminantes presentes en la harina de soja se
eliminen casi por completo, se forme un entorno quimico adecuado para la fermentaciéon sélida posterior y
factores antinutricionales tales como el inhibidor de la tripsina (TI) inhibir la tasa de digestion se reduce
ligeramente.

La Etapa b) es una etapa de enfriamiento de la harina de soja tratada térmicamente a una temperatura adecuada
para la fermentacion sdlida, y luego inocular la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens en la misma. En la
presente divulgacion, el enfriamiento de la harina de soja se realiza normalmente después del tratamiento
térmico, en el que el proceso de enfriamiento se puede realizar faciimente a través de un proceso de
transferencia utilizando un transportador de enfriamiento para evitar el sobrecalentamiento y enfriar
uniformemente aumentando la velocidad de enfriamiento.

En algunos casos, la harina de soja en la Etapa b) se enfria de 30 a 50 °C, mas preferentemente de 35a 45 °C, y
mas preferentemente de 37 °C.

Después de enfriar la harina de soja tratada térmicamente, es preferente que los medios de pre-cultivo de la
cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la presente divulgacion se inoculen uniformemente en el
medio de harina de soja preparado tal como esta o por diluciéon con agua esterilizada.

El nimero de cepas de fermentacion inoculadas en la harina de soja tratada térmicamente es un factor
importante que influye en la fermentacion solida de la harina de soja. El nimero de la cepa de fermentacion
inmediatamente después de la inoculaciéon en la harina de soja tratada térmicamente es preferentemente de
1x10% a 1x10° UFC/g.

Si la cantidad de inoculacién es inferior a 1x10° UFC/g, se necesita una pequefia cantidad de caldo de
fermentacion de cultivo, pero existen desventajas de que se requiere mucho tiempo para que la fermentacion de
la harina de soja aumente el tiempo de fermentacion necesario para produccion y posibilidad de contaminacion.
Por el contrario, si la cantidad de inoculacion es superior a 1x10° UFC/g, el tiempo de fermentacion puede
reducirse considerablemente, pero existe la desventaja de que la producciéon de microorganismos de cultivo
utilizados para la inoculacién es un asunto problematico. En particular, dado que el rendimiento de la
fermentacion esta muy influenciado por las caracteristicas de crecimiento de la cepa de fermentacion y el tipo de
fermentador, es preferente que la cantidad de inoculacién se determine adecuadamente considerando las
caracteristicas de la cepa en la etapa de produccion.

La Etapa c) es una etapa de adquisicion de una harina de soja fermentada por fermentacion sélida de la cepa
K2G de Bacillus amyloliquefaciens inoculada en la harina de soja. Por ejemplo, la fermentacion se realiza
utilizando un fermentador de lecho empacado.

El fermentador de lecho empacado se divide en varios tipos, tales como reactor de tanque agitado por lotes,
cerrado y continuo. El procedimiento de la presente divulgacion no se limita a ninguno de ellos, siempre que sea
util para la fermentacion solida de harina de soja. Preferentemente, se puede seleccionar dependiendo de la
escala de produccion.

En algunos casos, la harina de soja inoculada con cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens se aplica al

fermentador de lecho empacado en un grosor de 5 a 50 cm, y se fermenta a 20 a 50 °C durante 12 a 72 horas.
En este momento, es preferente que el lecho lleno de harina de soja sea mas grueso, y la fermentacion se
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realiza a 30 a 45 °C durante 12 a 48 horas. Lo mas preferentemente, la fermentacion se realiza a 37 °C durante
24 horas.

El procedimiento de la presente divulgacion puede incluir ademas la etapa de secado y pulverizacion de la harina
de soja fermentada a baja temperatura y humedad después de la Etapa c).

El agua en la harina de soja se evapora parcialmente durante el proceso de fermentacion, pero el contenido
residual de agua es tan alto como 20 a 50% (v/p) inmediatamente después de la fermentacion. Sin embargo, el
contenido de agua final preferente del producto de harina de soja fermentada es del 10 al 12% (v/p), y por lo
tanto se requiere un proceso de secado.

Cuando la fermentacion sélida se realiza usando la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens de acuerdo con la
presente divulgacion, la harina de soja fermentada esta en muy buenas condiciones, pero los conglomerados
estan ligeramente formados. Por lo tanto, después del proceso de secado, se requiere el proceso de
pulverizacion de la harina de soja fermentada forme un tamario de particula uniforme.

Los procesos de secado y pulverizacion pueden realizarse mediante diversos procedimientos conocidos en la
técnica. Sin embargo, cuando el proceso de secado se realiza en exceso a una temperatura alta, pueden
eliminarse varias bacterias vivas en la harina de soja fermentada y, por lo tanto, debe realizarse con precaucion.
Preferentemente, el proceso de secado se realiza a baja temperatura sin matar las bacterias vivas. Lo mas
preferentemente, el proceso de secado se realiza con aire caliente a baja temperatura y humedad. En el proceso
de pulverizacion, la harina de soja fermentada puede pulverizarse a varios tamafos dependiendo de los fines de
uso, y preferentemente, por medio de un molino de martillos.

Cuando la fermentacion sdlida de la harina de soja se realiza usando la cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens
de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente de la presente divulgacion, se reducen varios factores
antinutricionales que incluyen Tl en la harina de soja, la tasa de digestion y absorcion mejora por hidrdlisis y baja
molecularizacion de proteinas, y el contenido de proteinas crudas también se incrementa, mejorando de este
modo el valor absoluto como pienso. Por consiguiente, es muy valioso como un material de pienso proteico de
alta calidad que es una alternativa a las proteinas animales.

La presente divulgacion también proporciona una composicién de pienso que incluye la harina de soja
fermentada que se produce mediante el procedimiento anterior.

El contenido de la harina de soja fermentada en la composicion de pienso de acuerdo con la presente
divulgacion puede controlarse adecuadamente dependiendo del tipo y edad del ganado al que se aplicara, de la
forma de aplicacion, los efectos deseados, etc. Por ejemplo, el contenido puede ser 1 a 99% en peso,
preferentemente 10 a 90% en peso, y mas preferentemente 20 a 80% en peso, pero no esta limitado a ello.

Para la administracion, la composicion de pienso de la presente divulgacion puede incluir ademas una mezcla de
uno o mas de un acido organico tal como acido citrico, acido fumarico, acido adipico, acido lactico, etc.; fosfato
tal como fosfato de potasio, fosfato de sodio, polifosfato, etc.; un antioxidante natural como polifenol, catequina,
tocoferol, vitamina C, extracto de té verde, quitosano, acido tanico, etc.; ademas de la harina de soja fermentada.
Si es necesario, se puede agregar otro aditivo comun, como un agente antigripal, un tampoén, un agente
bacteriostatico, etc. Ademas, se puede agregar adicionalmente un diluyente, un agente dispersante, un
tensioactivo, un aglutinante o un lubricante para formular la composicién en una preparacion inyectable tal como
una solucién acuosa, una suspension, una emulsion, etc., una capsula, un granulo o un comprimido.

Ademas, la composicion de pienso de la presente divulgacion puede usarse junto con diversos auxiliares tales
como aminodacidos, sales inorganicas, vitaminas, un antioxidante, un agente antifingico, un agente
antimicrobiano, etc., un suplemento nutritivo, un acelerador del crecimiento, un acelerador de la digestion y
absorcion, y un agente profilactico, ademas de los ingredientes principales que incluyen un pienso de proteina
vegetal como trigo pulverizado o fragmentado, cebada, maiz, etc., un pienso de proteina animal como harina de
sangre, harina de carne, harina de pescado, etc., grasa animal y aceite vegetal.

Cuando la composicion de pienso de la presente divulgacion se usa como un aditivo alimenticio, la composicion
de pienso se puede afadir tal cual o junto con otros componentes de acuerdo con el procedimiento comun. La
composicién de pienso puede prepararse en forma de administracion de una formulacion de liberacién inmediata
o una formulacién de liberacion sostenida, en combinacién con vehiculos no téxicos, farmacéuticamente
aceptables. Los vehiculos comestibles pueden ser almidon de maiz, lactosa, sacarosa o propilenglicol. El
vehiculo soélido puede estar en la forma de administracion de comprimidos, polvos, grageas, etc., y el vehiculo
liquido puede estar en la forma de administracion de jarabes, suspensiones liquidas, emulsiones, soluciones, etc.
Ademas, el agente de administracion puede incluir un conservante, un lubricante, un acelerador de solucién o un
estabilizador, otros agentes para mejorar las enfermedades inflamatorias y una sustancia util para la prevencion
de virus.
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La composicién de pienso de la presente divulgacion puede aplicarse a la dieta de un animal, es decir, piensos
para muchos animales, incluyendo mamiferos, aves de corral, peces y crustaceos. Se puede usar en mamiferos
comercialmente importantes como cerdos, ganado vacuno, cabras, etc., animales de zooldgico como elefantes,
camellos, etc., ganado como perros, gatos, etc. Las aves de corral comercialmente importantes pueden incluir
pollos, patos, gansos, etc., y también se pueden incluir peces y crustaceos cultivados comercialmente, como la
trucha y el camaron.

La composicion de pienso de acuerdo con la presente divulgacion se puede mezclar en una cantidad de
aproximadamente 10 a 500 g, preferentemente de 10 a 100 g por 1 kg, en funcién del peso seco del pienso para
ganado. Después de mezclarse completamente, la composicién de pienso puede proporcionarse en forma de
puré, o puede someterse adicionalmente a un proceso de granulacion, extensificacion o extrusion,
preferentemente.

Efectos ventajosos

La cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens (KCCM11471P) de acuerdo con la presente divulgacion es excelente
en cuanto a la actividad de eliminacion de factores antinutricionales, la actividad de la proteasa y la actividad
antimicrobiana contra los patégenos, y ha reducido la productividad de las sustancias viscosas durante la
fermentaciéon. Por lo tanto, cuando la cepa se utiliza como microorganismo de cultivo para realizar la
fermentacion solida de la harina de soja, se puede producir harina de soja fermentada de alta calidad con
mejores tasas de digestion y absorcion y eficiencia alimenticia debido a la baja molecularizacion por hidrélisis de
proteinas de soja y un aumento en el contenido de proteinas crudas, una inactivacion de inhibidores de la tripsina
o una reduccion en el contenido de factores antinutricionales como los polisacaridos no digeribles.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados del Ejemplo 1 para seleccionar cepas con alta productividad de proteasa
de acuerdo con la presente divulgacion;

La Figura 2 muestra los resultados de medicion de la actividad de inhibicion del crecimiento de las cepas
con alta productividad de proteasa seleccionada en el Ejemplo 1 frente a la de E. coliy Salmonella;

La Figura 3 muestra un diagrama de flujo para seleccionar una cepa mutante con productividad reducida de
sustancias viscosas de las cepas con alta productividad de proteasa de acuerdo con la presente
divulgacion;

La Figura 4 muestra los resultados de SDS-PAGE de gradiente de concentracion para el analisis cualitativo
del contenido de y-PGA durante el proceso de selecciéon de la cepa mutante de acuerdo con la presente
divulgacion, en la que:

Carril M: marcador de peso molecular
Carril 1: 1 g/l de y-PGA estandar
Carril 2: 0,5 g/l de y-PGA estandar
Carril 3: 0,25 g/l de y-PGA estandar
Carril 4: cepa CJ823

Carril 5: cepa mutante U304

Carril 6: cepa mutante U305

Carril 7: cepa mutante U306

Carril 8: cepa mutante U307;

La Figura 5 es un arbol filogenético que muestra la relacion filogenética de la cepa mutante Bacillus
amyloliquefaciens K2G seleccionada de acuerdo con los procedimientos anteriores; y

La Figura 6 muestra los resultados de SDS-PAGE para el grado de hidrolisis de harina de soja fermentada
que se obtiene por fermentacion sdlida de Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la presente
divulgacion, en la que:

Carril M: marcador de peso molecular

Carril 1: materia prima (harina de soja cruda)
Carril 2: fermentacion TP6 durante 20 horas
Carril 3: fermentacion K2G durante 16 horas
Carril 4: fermentacion K2G durante 20 horas.

Ejemplo 1: seleccion de cepas con alta productividad de proteasa
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Con el fin de aislar cepas que tienen una excelente productividad de proteasas, los autores de la presente
invencion aislaron aproximadamente 3000 tipos de microorganismos de una variedad de alimentos tradicionales
fermentados (kimchi, pasta de frijoles fermentados, vino popular tradicional, pescado salado, etc.), y a partir de
los mismos, se identificaron aproximadamente 1300 tipos de cepas de Bacillus adaptables para piensos (Korea
Feed Ingredients Association, probioticos). A partir de las cepas, se pretendia encontrar cepas multifuncionales
que tuvieran una alta expresion de proteasa, una actividad antimicrobiana y una tasa de crecimiento rapida.

En detalle, la selecciéon de cepas que tienen una alta productividad de proteasa se realiz6 comparando el tamario
de la zona clara que se formo debido a la degradacién del sustrato en la placa de agar YM que contiene leche
descremada al 2% (p/v) (Difco, EE. UU.) (extracto de levadura 3,0 g, extracto de malta 3,0 g, peptona 10,0 g,
agar 20,0 g) (Figura 1).

Las cepas que tienen una alta productividad de proteasa seleccionada de este modo se inocularon en medio
TSB (digestion enzimatica de caseina 17,0 g, digestion enzimatica de harina de soja 3,0 g, NaCl 5,0 g, fosfato
dipotasico 2,5 g, dextrosa 2,5 g, pH final: 7,3 + 0,2 a 25 °C), respectivamente, seguido de cultivo a 37 °C y 200
rpm durante 12 horas. Cada 1,0 yt de los caldos de cultivo se detectdé en una placa de agar YM que contenia
leche descremada. Las placas de agar se incubaron a 37 °C durante 16 horas y se midio el diametro de la zona
clara formada en la placa.

En este momento, Bacillus subtilis TP6 (KFCC11343P) que se ha usado como cepa de fermentacion en el
procedimiento convencional para producir harina de soja fermentada por fermentacién sélida se usé como grupo
de control (Publicacién de Patente Coreana N.° 10-2011- 0027535).

Tabla 1
Nombre de la Numero de la Diametro de la zona clara Numero de la Diametro de la zona
cepa cepa (mm) cepa clara (mm)
TP6 3,30 CJ823 6,23
CJ361 5,46 CJ873 5,48
CJ400 5,88 CJ924 5,69
) CJ434 5,34 CJ933 5,20
Bacillus sp.
CJ453 6,40 CJ957 4,98
CJ457 6,10 CJ968 4,87
CJ739 5,86 CJ974 5,00
CJ759 5,43 - -

Como se muestra en la Tabla 1, se seleccionaron 14 tipos de cepas como cepas que tienen una alta
productividad de proteasa, y todas mostraron una mayor actividad de la proteasa que el Bacillus subtilis TP6.

Ejemplo 2: aislamiento de cepas que tienen actividad inhibitoria sobre la proliferacion de patégenos

Con el fin de aislar cepas capaces de inhibir el crecimiento o la proliferacion de E. coliy Salmonella, que son los
patégenos representativos que causan intoxicacion alimentaria en el ganado y desarrollar productos no téxicos
libres de Salmonella aplicando las cepas en la produccion de harina de soja fermentada, 14 tipos de las cepas
que tenian una alta productividad de proteasa que se aislaron en el Ejemplo 1 se sometieron a medicién de la
actividad antimicrobiana contra los patégenos.

La actividad antimicrobiana contra los agentes patégenos se midi® mediante un ensayo de manchas en el
césped de Salmonella typhymurium (ATCC14028) y E. coli (KCCM11835).

En detalle, se inocularon 14 tipos de cepas con alta productividad de proteasa en medio GYP (glucosa 10,0 g,
extracto de levadura 8,0 g, polipéptido 2,0 g, pH 7,0), respectivamente, seguido de cultivo liquido a 37 °C y 180
rpm por 12 horas. Cada 1,5 yf de los caldos de cultivo de las cepas que tienen una alta productividad de
proteasa se detectaron en una placa de agar GYP (glucosa 10,0 g, extracto de levadura 8,0 g, polipéptido 2,0 g,
agar 15,0 g, pH 7,0) a los cuales se afiadié 1x10% UFC/ml de Salmonella typhymurium ATCC14028 y E. coli
ATCC11835, seguido de cultivo estatico a 37 °C durante 15 horas. Se examind el tamafio de la zona de
inhibiciéon que se formo alrededor de las colonias de las cepas que tenian una alta productividad de proteasa
manchada en la placa para determinar el titulo de actividad. Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 2.
En este momento, se usé Bacillus subtilis TP6 como grupo de control.

Tabla 2

Nombre de la Nombre de la

E. coli (KCCM11835) Salmonella typhymurium (ATCC14028)
cepa cepa
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TP6 + ++
CJ361 ++ ++
CJ400 ++ ++
CJ434 - -
CJ453 - -
CJas57 - -

Bacillus sp. CJ739 +++ ++
CJ759 - -
CJ823 ++++ ++++
CJ873 - -
CJ924 +++ ++
CJ933 - -
CJ957 - -
CJo68 ++ ++
CJ974 +++ +

En la Tabla 2, -' o0 '+' sirve para determinar el titulo de actividad, en funcion del diametro de la zona de inhibicién
de bacterias vivas, y '-' indica que no hay actividad antimicrobiana o antimicrobiana, '+' indica que el diametro la
zona de inhibiciéon es de 10,05 mm o menos, '++' indica que el diametro de la zona de inhibicién es de 10,05 a
14,05 mm, '+++' indica que el diametro de la zona de inhibicién es de 14,05 a 17,05 mm y '++++ 'indica que el
diametro de la zona de inhibicion es de 17,05 mm o mas.

Se examinaron espectros antimicrobianos de 14 tipos de cepas que tienen una alta productividad de proteasa
contra Salmonella y E. coli, que son las causas mas comunes de enfermedad gastrointestinal en el ganado.
Como resultado, CJ823 mostré el poder antimicrobiano mas excelente. EI CJ823 seleccionado mostré una
actividad antimicrobiana notablemente alta contra E. coli (++++ vs. +) y Salmonella (++++ vs. ++), en
comparacion con el grupo control Bacillus subtilis TP6.

Ejemplo 3: Prueba para la aplicaciéon de harina de soja inhibidora de la proliferacién de Salmonella

Segun los resultados del Ejemplo 2, CJ823 en la placa de agar mostré una excelente actividad antimicrobiana
contra Salmonella. Sin embargo, se realizo el siguiente experimento para confirmar si la cepa también exhibia la
capacidad de inhibicién de la proliferacién contra Salmonella durante la fermentacion practica de la harina de
soja.

En detalle, tanto CJ823 como Salmonella typhymurium ATCC14028 se inocularon en harina de soja (contenido
de humedad del 45%) que se vaporiz6 a 100 °C durante 30 minutos, a una densidad de 4,5x107 UFC/g y 1,0x103
UFC/g, respectivamente, y los cambios en el nimero de células se examinaron a 37 °C y humedad constante
durante 24 horas. En este momento, Salmonella typhymurium se inocul6 individualmente en harina de soja, que
se us6 como grupo de control. La mezcla de Salmonella typhymurium y Bacillus subtilis TP6 se inocul6 en harina
de soja, que se utilizé como grupo de comparacion.

Las cepas se inocularon, y se tomd una cantidad predeterminada de harina de soja antes de la fermentacion y
después de la fermentacion durante 12, 16 y 20 horas. La harina de soja se diluy6é en una solucion estéril de
NaCl al 0,8%, y luego cada 100 pf de la misma se aplicé a una placa de agar XLD (extracto de levadura 3 g,
lactosa 7,5 g, sacarosa 7,5 g, xilosa 3,5 g, L-lisina 5 g, férrico citrato de amonio 0,8 g, rojo fenol 0,08 g NaCl 5 g,
desoxicolato de sodio 2,5 g, tiosulfato de sodio 6,8 g, agar 13,5 g, pH final: 7,4 + 0,2 a 25 °C) para contar el
numero de colonias de Salmonella typhymurium y los resultados se muestran en la siguiente Tabla 3.

La relacion entre dos cepas se midié suponiendo que se produce contaminacion por Salmonella typhymurium
durante la proliferacion de la cepa principal de fermentacion CJ823 en la harina de soja al vapor. El indice de
contaminacion real puede diferir dependiendo de las condiciones ambientales para la produccién de harina de
soja fermentada.

Tabla 3

Numero de Salmonella typhymurium (x10/g)

Tiempo de
Fermentacion Salmonella lyphymurium Salmonella typhymurium +

sola Salmonella typhymurium + TP6 CJj823

Oh 2330 2330 2330

10
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12 h 13900 2400 2000
16 h 1200000 2300 50
20 h 3100000 2200 35

Como se muestra en la Tabla 3, en el grupo de control inoculado solo con Salmonella typhymurium, a medida
que aumentaba el tiempo de cultivo, el nimero de bacterias aumentaba constantemente a 3,1x10” UFC/g
después de 20 h de fermentacion. Por el contrario, en el grupo de comparacién inoculado con una mezcla con
Bacillus subtilis TP6, el nimero de Salmonella typhymurium se inhibié a 22x10* UFC/g. En el grupo experimental
inoculado con la mezcla con el CJ823 de acuerdo con la presente divulgacion, el nimero de Salmonella
typhymurium se redujo adicionalmente a 3,5x102 UFC/g.

Estos resultados indican que CJ823 de acuerdo con la presente divulgacion inhibe efectivamente el crecimiento
de Salmonella durante un proceso de fermentacion practico, y por lo tanto es adecuado para la produccion de
harina de soja fermentada de alta calidad.

Ejemplo 4: seleccion de cepas mutantes

La cepa CJ823 seleccionada en los Ejemplos 1 a 3 produce una alta concentracién de proteasa y muestra una
excelente actividad antimicrobiana contra los patégenos, pero produce sustancias viscosas pegajosas debido a
la polimerizacion del levano en forma de fructano y poliglutamato que se derivan de azucares y proteinas de la
soja cruda por las enzimas producidas durante el proceso de fermentacion. La produccion excesiva de las
sustancias viscosas en un proceso industrial a gran escala dificulta la agitacion, y existen dificultades para
controlar el oxigeno disuelto en el producto fermentado, asi como la temperatura y la transferencia.

Por consiguiente, los autores de la presente invencion causaron mutaciones inducidas por UV en la cepa CJ823
de la siguiente manera, con el fin de desarrollar una cepa mutante que tenga una productividad reducida de
sustancias viscosas mientras mantiene o mejora sus propias caracteristicas enzimaticas/fisioldgicas. El proceso
de seleccion de la cepa mutante es como se muestra en la Figura 3.

Primero, se sembro CJ823 en placa de agar TSB (digestion enzimatica de caseina 17,0 g, digestion enzimatica
de harina de soja 3,0 g, NaCl 5,0 g, fosfato dipotasico 2,5 g, dextrosa 2,5 g, agar 15,0 g, pH final: 7,3 £ 0,2 a 25
°C) y se cultivd a 37 °C durante 12 horas para activar la cepa.

En este cultivo, se inocul6 el 1% de una suspension del microorganismo de cultivo en medio TSB (digestién
enzimatica de caseina 17,0 g, digestion enzimatica de harina de soja 3,0 g, NaCl 5,0 g, fosfato dipotasico 2,5 g,
dextrosa 2,5 g, pH final: 7,3 £ 0,2 a 25 °C) preparado de antemano, y cultivado con agitacion a 37 °C y 180 rpm.
Después del cultivo, el caldo de cultivo se centrifugé a 25 °C y 8000 rpm durante 10 minutos para separar el
sedimento celular y el sobrenadante. Solo se tomd el sedimento celular y se lavd con solucion estéril de NaCl al
0,8%. Después del lavado, se indujo una mutacion artificial por irradiaciéon UV (254 nm) al sedimento celular
recuperado usando una lampara UV (VIBER LOURMAT, 115V, 60 Hz).

La célula se sembr6 en una placa de agar TSA que contenia leche desnatada al 2% (digestion enzimatica de
caseina 15 g, digestion enzimatica de harina de soja 5 g, NaCl 5 g, agar 15 g, pH final: 7,3 £ 0,2 a 25 °C), que es
un medio de seleccion, y se cultiva a 37 °C durante 20 horas. Después del cultivo, el tamafio (diametro, mm) de
la zona clara formada se determiné usando Caliper (CD-20CPX, Mitutoyo, Kanagawa, Japoén), y se seleccionaron
principalmente 16 tipos de cepas mutantes que tienen una alta actividad proteolitica.

Posteriormente, cada uno de los 16 tipos de cepas mutantes seleccionadas de este modo se inoculé en harina
de soja tratada térmicamente y se cultivd durante 20 horas, y el caldo de cultivo obtenido a partir de la misma se
centrifugd a 25 °C y 8000 rpm durante 10 minutos para separar el sedimento celular y el sobrenadante. El
contenido de y-PGA en el sobrenadante se determiné midiendo el peso de y-PGA que se recuperd después del
aislamiento y purificacion y liofilizacion de acuerdo con el procedimiento divulgado en el documento (Goto et al.
Biosci. Biotechnol. Biochem., 56:1031-1035., 1992).

La actividad de la proteasa se midié de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, y el contenido de
y-PGA se midi6 mediante los siguientes dos procedimientos de analisis cualitativo y cuantitativo.

Primero, para el andlisis cualitativo de la actividad y-PGA, se mezclaron 40 u{ del sobrenadante separado con 10
pt de solucion tampdn de tincion 5x, y luego se cargd en un gel de SDS-poliamida con gradiente de 5 a 20% para
realizar un gradiente de concentracion SDS-PAGE. Después de la electroforesis, la proteina estandar se tifié con
un reactivo de tinte Coomassie, seguido de destincion. Luego, el acido poli-y-glutamico se tifid con azul de
metileno para realizar un andlisis cualitativo.

Como se muestra en la Figura 4, se detectd acido poli-y-glutamico en el sobrenadante de CJ823 (cepa parental)
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del Carril 4, pero la capacidad de produccion de polimeros se redujo considerablemente y se observé una alta
actividad de la proteasa en el sobrenadante de la cepa mutante U304 del Carril 5.

Mientras tanto, para el analisis cuantitativo del contenido de y-PGA, el sobrenadante de fermentacion sélida se
diluyé con una cantidad igual de agua destilada, y luego se centrifugd a 20.000xg durante 20 minutos. El pH del
sobrenadante obtenido se ajustd a 3,0 usando HCI 6 M y se dejo a 4 °C durante un dia. Posteriormente, el
sobrenadante se centrifugd a 25000xg durante 30 minutos, y luego se recuper6 el sedimento. El sedimento se
disolvio completamente en 100~200 veces el volumen de agua destilada, y se centrifugd a 25000xg durante 30
minutos para eliminar las impurezas. Las sales se eliminaron por dialisis a 4 °C durante un dia. El resultante se
liofilizé para recuperar y-PGA, y los resultados obtenidos a partir de los mismos se muestran en la siguiente
Tabla 4.

Tabla 4
Cepa mutante | y-PGA (g/l) | Proteasa (U/g) Cepa mutante y-PGA (g/l) Proteasa (U/g)

TP6 1,61 150 U609 6,13 15
CJ823 25,36 450 U610 11,09 450
u101 11,19 330 U611 21,77 260
u102 13,36 220 U612 12,05 400
u103 14,83 320 us13 10,12 180
U304 4,96 500 us14 23,13 370
U305 24,50 400 us15 1,06 260
U306 16,70 280 us16 5,26 100
u3o7 5,52 120 u1019 13,01 400

Como se muestra en la Tabla 4, la mayoria de las cepas mutantes mostraron un bajo contenido de y-PGA, en
comparacion con CJ823. De ellas, finalmente se seleccion6 la cepa mutante U304 que muestra la mayor
actividad de la proteasa y un contenido relativamente bajo de y-PGA. En particular, la cepa mutante U304 mostro
un contenido de y-PGA mas bajo y una actividad de la proteasa tres veces o mas alta que el grupo de control,
Bacillus subtilis TP6.

La cepa mutante U304 finalmente seleccionada se caracteriza porque ha reducido la productividad de las
sustancias viscosas al reducir notablemente la produccion de polimeros como el acido poli-y-glutamico, al tiempo
que mantiene las caracteristicas de la cepa parental, incluida la produccion de alta concentracion de proteasa y
excelente actividad antimicrobiana contra patégenos.

Ejemplo 5: Determinacion de la secuencia de ARNr 16S de la cepa mutante U304 (K2G) y analisis
filogenético

Con el fin de identificar la cepa mutante U304 que tiene una productividad reducida de sustancias viscosas, la
cepa se inoculd en una nueva placa de agar NA y se cultivd a 37 °C durante 16 horas. Las colonias formadas se
diluyeron con una solucién estéril de NaCl al 0,8% y luego se inyectaron en una tarjeta de identificacion BCL
(bioMNitek Inc., Hazewood, EE. UU.) que consta de 63 tipos de medios secos y reactivos bioquimicos, y los
resultados se almacenaron integralmente en VITEK 2 Compact software (bioMVitek) cada 15 minutos, y la
identificacion se completdé después de 14 horas.

Como un cebador universal para la identificaciéon bacteriana mediante analisis de secuencia de ARNr 16S, se
us6 518F (5-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3') y 800R (5'-TACCAGGGTATCTAATCC-3') de las SEQ ID NO: 2
y 3, y después de la amplificacion de ARNr 16S por PCR, 1,333 pb que contiene una secuencia de bases de
50~900 pb, que es importante en la identificacion, se tradujo usando un kit de Secuenciacion de Ciclos BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems Inc., EE. UU.). El resultado del analisis de la secuencia de ARNr 16S
mostré que la cepa mutante U304 tiene la secuencia de ARNr 16S de la SEQ ID NO: 1.

La similitud de secuencia se determiné mediante el programa de busqueda de similitud Blast (Instituto Nacional
de Informacion Biotecnoldgica) y la posicion se determiné en un arbol filogenético después de la alineacion de
secuencia multiple (Figura 5).

Tabla 5
Caracteristicas Resultado Caracteristicas Resultado
B-Xilosidasa + D-Manitol +
L-Lisina-arilamidasa - D-Manosa +
L-Aspartato arilamidasa - D-Melezitosa -
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Caracteristicas Resultado Caracteristicas Resultado
Leucina arilamidasa (+) N-Acetil-D-glucosamina -
Fenilalanina arilamidasa + Palatinosa (+)
L-Prolina arilamidasa - L-Ramnosa -
B-Galactosidasa - B-Glucosidasa (+)
L-Pirrolidonil-arilamidasa + B-Manosidasa -
a-Galactosidasa + Fosforilcolina -
Alanina arilamidasa + Piruvato +
Tirosina arilamidasa + a-Glucosidasa -
B-N-Acetil-glucosaminidasa (-) D-Tagatosa -
Ala-Fe-Pro arilamidasa + D-Trehalosa (+)
Ciclodextrina - Insulina -
D-Galactosa - D-Glucosa (+)
Glicogeno - D-Ribosa -
mio-Inositol - Asimilacién de putrescina -
Acidificacion de Metil-A-D-glucopiranosa + Resistencia a Kanamicina (-)
Ellman - Resistencia a Oleandomicina -
Methil-D-xilosa - Hidrolizado de Esculina +
a-Manosidasa - Rojo de Tetrazolio -
MALTOTRIOSA - Resistencia a Plomixina_B -
Glicina ARILAMIDASA (-)

Los resultados de 63 tipos de pruebas bioquimicas fueron analizados por Vitec 2 Compact Software. Como
resultado, la cepa se clasifico como Bacillus subtilis/Bacillus amyloliquefaciens con una probabilidad del 98%.
Como se muestra en la Figura 5, los resultados del analisis filogenético mostraron que la cepa mutante U304
tiene la relacion mas cercana con la cepa estandar, Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42T
(CP000560) y la homologia de secuencia de ADNr 16S fue del 99,92% (1332 pb/1333 pb).

Por lo tanto, cuando las caracteristicas bioquimicas y los resultados del analisis filogenético se consideraron
conjuntamente, la cepa mutante U304 de acuerdo con la presente divulgacion se designé como Bacillus
amyloliquefaciens K2G, y se depositd6 de conformidad con el Tratado de Budapest en el Centro Coreano de
Cultivo de Microorganismos (KCCM) el dia 7 de noviembre de 2013 con el Nimero de Acceso KCCM11471P.

Ejemplo 6: Cambios en el contenido de proteina cruda segun el tiempo de fermentacion tras la
fermentacion de la harina de soja usando Bacillus amyloliquefaciens K2G

Con el fin de examinar los cambios en el contenido de proteina cruda de acuerdo con el tiempo de fermentacion
tras la fermentacion de la harina de soja usando Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la presente
divulgacion, se realizé el siguiente experimento.

Primero, se prepararon 400 g de harina de soja para tener un contenido de agua del 45%, y se vaporizaron a 100
°C durante 30 minutos, y luego se enfriaron a 40 °C o menos. Posteriormente, la cepa de Bacillus
amyloliquefaciens K2G se sembré en placa de agar TSB (digestion enzimatica de caseina 17,0 g, digestion
enzimatica de harina de soja 3,0 g, NaCl 5,0 g, fosfato dipotasico 2,5 g, dextrosa 2,5 g, agar 15,0 g, pH final: 7,3
+ 0,2 a 25 °C) y se cultivd a 37 °C durante 12 horas para activar la cepa. Aproximadamente 2 bucles de la cepa
activada se suspendieron en 9 ml de solucién estéril de NaCl al 0,8% (diluida a 0,2 a Assonm), ¥ €sta suspension
se us6 como un microorganismo de cultivo. En este cultivo, el 1% de la suspension del microorganismo de cultivo
se inoculd en 40 ml de medio TSB (digestion enzimatica de caseina 17,0 g, digestion enzimatica de harina de
soja 3,0 g, NaCl 5,0 g, fosfato dipotasico 2,5 g, dextrosa 2,5 g, pH final: 7,3 + 0,2 a 25 °C) preparado de
antemano y cultivado con agitacion a 37 °C y 180 rpm.

Se prepararon 40 ml del caldo de cultivo de Bacillus amyloliquefaciens K2G para tener un contenido de agua del
45%, se afiadié a la harina de soja al vapor y se mezcld bien, seguido de cultivo estatico a 37 °C y humedad
constante durante 20 horas. La muestra de cultivo se secé en un secador de 60 °C hasta que el contenido de
agua alcanzo el 10% o menos, y luego se midié el contenido de proteina cruda en cada muestra usando un
sistema Kjeldahl (Kjltec 2100). En este momento, el contenido de proteina cruda se midié6 antes de la
fermentacion y después de la fermentacion durante 12, 16 y 20 horas, y se us6 Bacillus subtilis TP6 como grupo
de control. El contenido de proteina cruda (%, correccion al 10% de humedad) medido a partir del mismo se
muestra en la siguiente Tabla 6. En este momento, se uso6 Bacillus subtilis TP6 como grupo de control.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 889 T3

Tabla 6
Seccién TP6 (%, correccion al 10% de humedad) K2G (%, correccion al 10% de humedad)
Harina de soja cruda 50,86+0,15 50,86+0,15
Harina de soja al vapor 50,91+0,12 50,91+0,12
0 h de fermentacion 51,19+0,38 51,19+0,38
12 h de fermentacion 54,21+1,18 55,59+0,66
16 h de fermentacion 55,07+0,79 56,40+0,19
20 h de fermentacion 55,86+0,75 57,32+0,28
24 h de fermentacion 56,36+0,80 58,02+0,45

Como se muestra en la Tabla 6, en funcién de la fermentacion de 24 horas, la harina de soja fermentada por
Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la presente divulgacion mostré el contenido de proteina cruda
equivalente o superior a la harina de soja fermentada por Bacillus subtilis TP6 que se conoce como la cepa
convencional de fermentacién de harina de soja.

Estos resultados indican que Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la presente divulgacion puede
usarse eficazmente en la produccion de harina de soja fermentada como un pienso proteico de alta calidad.

Ejemplo 7: Cambios en el contenido de Tl segun el tiempo de fermentaciéon tras la fermentacion de la
harina de soja usando Bacillus amyloliquefaciens K2G

Con el fin de examinar los cambios en el contenido de inhibidor de la tripsina (Tl) de acuerdo con el tiempo de
fermentacion tras la fermentacion de harina de soja usando Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la
presente divulgacion, se realizé el siguiente experimento.

Especificamente, como en el Ejemplo 6, se prepararon 400 g de harina de soja para tener un contenido de agua
del 45%, y se vaporizaron a 100 °C durante 30 minutos, y luego se inoculé Bacillus amyloliquefaciens K2G en la
harina de soja al vapor a densidad de 4,5x10” UFC/ml, seguido de cultivo a 37 °C y humedad constante durante
24 horas. El contenido de Tl se midié de acuerdo con AACC-71-10 (American Association of Cereal Chemists,
1995) antes de la fermentacion y después de la fermentacion durante 16, 20 y 24 horas, y el contenido de TI
(mg/g) medido a partir de ello se muestra a continuacion. Tabla 7. En este momento, Bacillus subtilis TP6 se
utilizé como grupo de control.

Tabla 7
Seccion TP6 (TI, mg/g) K2G (TI, mg/g)
Harina de soja cruda 4~5 4~5
Harina de soja al vapor 2~2,5 2~2,5
16 h de fermentacion 1,26 0,39
20 h de fermentacion 0,53 0,00
24 h de fermentacion 0,38 0,00

Como se muestra en la Tabla 7, la harina de soja fermentada por Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo con
la presente divulgacién mostré un contenido de Tl de 0,39 mg/g después de una fermentacion de 16 horas, que
corresponde al contenido en la harina de soja fermentada por Bacillus subtilis TP6 durante 24 horas, que se
conoce como la cepa de fermentacion de harina de soja convencional, lo que sugiere que la reduccion de los
factores antinutricionales se puede lograr a un nivel equivalente con solo una fermentacion de 16 horas.

La presente divulgacion es excelente porque la reduccion en el tiempo de fermentacion aumenta la velocidad de
rotacion del fermentador para aumentar el nimero de lotes producibles anualmente y, por consiguiente, los
consumidores pueden recibir harinas de soja fermentadas de alta calidad a un costo menor.

Ejemplo 8: Medicidon del grado de hidrdlisis de la proteina de soja y su solubilidad en KOH tras la
fermentacion de la harina de soja usando Bacillus amyloliquefaciens K2G

La harina de soja es una materia prima alimenticia vegetal que tiene un alto contenido de proteinas, pero tiene la
desventaja de que es insuficiente, en particular para el ganado joven, debido a factores antinutricionales y
proteinas que tienen una baja tasa de digestion y absorcion. Uno de los procedimientos para mejorar esta
desventaja es preparar las proteinas en forma de péptidos hidrolizados o degradarlas en proteinas de bajo peso
molecular que sean facilmente digeribles por fermentacion utilizando un microorganismo. Bacillus
amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la presente divulgacion es una cepa que tiene una alta productividad de
proteasa, y por lo tanto se esperaba que las proteinas de soja en la harina de soja fermentada preparada usando
la misma puedan degradarse por la proteasa secretada por la cepa.
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Para confirmar lo anterior, primero se midi6 el grado de hidrdlisis de la harina de soja fermentada de acuerdo con
la presente divulgacion. Como en el Ejemplo 6, se prepararon 400 g de harina de soja para tener un contenido de
agua del 45%, y se vaporizaron a 100 °C durante 30 minutos, y luego se inoculd Bacillus amyloliquefaciens K2G
en la harina de soja al vapor a una densidad de 4,5x107 UFC/ml, seguido de cultivo a 37 °C y humedad
constante durante 24 horas. El caldo de cultivo obtenido a partir del mismo se centrifugd a 25 °C y 8000 rpm
durante 10 minutos para separar el sedimento celular y el sobrenadante. Se mezclaron 40 uf del sobrenadante
separado con 10 pf de solucion tampon de tincion 5x, y luego se realizd6 SDS-PAGE (10%) para examinar la
migracion de las proteinas de acuerdo con su peso molecular. Después de la electroforesis, el gel de poliamida
se tifid con Coomassie Brilliant R250 para examinar la composicion y el peso molecular de la proteina, y los
resultados se muestran en la Figura 6. En este momento, la harina de soja cruda y la harina de soja fermentada
preparada por Bacillus subtilis TP6 se utilizaron como grupos de control.

Como se muestra en la Figura 6, se encontré que la harina de soja fermentada preparada por Bacillus
amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la presente divulgacion mostré una alta densidad de proteinas en la
region de bajo peso molecular, en comparacion con la harina de soja cruda y la harina de soja fermentada
preparada por otra cepa. En el gel de SDS-poliamida, las bandas superiores indican proteinas de alto peso
molecular y las bandas inferiores indican proteinas de bajo peso molecular. Estos resultados indican que en el
caso de las harinas de soja que tienen los mismos pesos moleculares, las proteinas de alto peso molecular en la
harina de soja fermentadas por Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo con la presente divulgacion se
hidrolizan en proteinas de bajo peso molecular.

Segun los informes anteriores, la suplementacion dietética de pollos de engorde se realizé cuatro veces usando
la harina de soja que muestra una solubilidad de KOH (hidroxido de potasio) del 80% y la harina de soja que
muestra una solubilidad mas baja (55% a 68%). Como resultado, el peso, la ingesta alimenticia y la eficiencia
alimenticia de los pollos de engorde que fueron alimentados con harina de soja con baja solubilidad en KOH
fueron notablemente bajos o disminuidos, en comparacion con los pollos de engorde alimentados con harina de
soja con una solubilidad en KOH del 80% (Abulto et al. J. Appl. Poult. Res. 7:189-195, 1998b).

Por lo tanto, la solubilidad en KOH de la harina de soja fermentada de acuerdo con la presente divulgacion se
midi6 de acuerdo con el procedimiento divulgado en el documento (Parsons et al. J Anim Sci., 69: 2918-24,
1991). A modo de resumen, se afiadio 1,0 g de la harina de soja fermentada preparada de este modo a una
solucion de KOH al 0,2% y se mezcld durante 20 minutos, seguido de filtracion. El contenido de nitrégeno en el
filtrado se midié usando un sistema Kjeldahl y se convirtié en solubilidad. Los resultados se muestran en la Tabla
8.

Tabla 8
Seccion Th6 K2G
(KOH, %) (KOH, %)
Harina de soja cruda 80,17+2,38 80,17+2,38
Harina de soja al vapor 73,353,32 73,353,32
16 h de fermentacion 78,38+2,85 85,03+3,07
24 h de fermentacion 78,99+3,01 85,20+43,60

Como se muestra en la Tabla 8, la solubilidad de KOH de la harina de soja al vapor se redujo del 80% al 70%,
pero la solubilidad de KOH se incrementé al 85% durante la fermentacion sélida por Bacillus amyloliquefaciens
K2G de acuerdo con la presente divulgacion. Estos resultados sugieren que el KOH se incrementé debido a la
degradacion de las proteinas de soja por la proteasa secretada por Bacillus amyloliquefaciens K2G de acuerdo
con la presente divulgacion.

Aplicabilidad industrial

La cepa K2G de Bacillus amyloliquefaciens (KCCM11471P) de acuerdo con la presente divulgacion es excelente
en cuanto a la actividad de eliminacion de factores antinutricionales, la actividad de la proteasa y la actividad
antimicrobiana contra patégenos, y ha reducido la productividad de sustancias viscosas durante la fermentacion.
Por lo tanto, cuando la cepa se utiliza como microorganismo de cultivo para realizar la fermentacion solida de la
harina de soja, se puede producir harina de soja fermentada de alta calidad con mejores tasas de digestion y
absorcion y eficiencia alimenticia debido a la baja molecularizacion por hidrélisis de proteinas de soja y un
aumento en el contenido de proteinas crudas, inactivacion de inhibidores de tripsina o una reducciéon en el
contenido de factores antinutricionales como los polisacaridos no digeribles.

<110> CJ CHEILJEDANG CORPORATION
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<120> Cepa de Bacillus sp. con productividad mejorada de harina de soja fermentada y procedimiento de
produccion de harina de soja fermentada mediante el uso de la misma

<130> OPA14202-PCT

<150> KR 10-2014-0010729

<151>2014-01-28

<160> 3

<170> Kopatentin 2.0

<210> 1

<211> 1333

<212> ADN

<213> Bacillus amyloliquefaciens K2G 16s ARNr

<400> 1
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<223> Cebador universal 800R
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento de produccién de una harina de soja fermentada por fermentacion sélida, que comprende
inocular la cepa de Bacillus amyloliquefaciens con Numero de Acceso KCCM11471P en una harina de soja.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende las etapas de:
a) agregar agua a una harina de soja para realizar un tratamiento térmico;

b) enfriar la harina de soja tratada térmicamente e inocular la cepa de Bacillus amyloliquefaciens
con Numero de Acceso KCCM11471P en la misma; y

c) obtener una harina de soja fermentada mediante cultivo soélido de la cepa de Bacillus
amyloliquefaciens con Numero de Acceso KCCM11471P inoculada en la harina de soja.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la harina de soja con agua afiadida en la
Etapa a) tiene un contenido de agua del 30 al 80% (v/p).

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el tratamiento térmico de la Etapa a) se lleva
a cabo calentando la harina de soja a una temperatura de 70 a 130 °C durante 10 a 30 minutos.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la harina de soja en la Etapa b) se enfria a
una temperatura de 30 a 50 °C.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que el nimero de cepas de Bacillus
amyloliquefaciens con Numero de Acceso KCCM11471P inmediatamente después de la inoculacion en la
Etapa b) esta en un intervalo de 1x10% a 1x10° UFC/g.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el cultivo sélido en la Etapa c) se realiza a
una temperatura de 30 a 45 °C durante 12 a 48 horas.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, que ademas comprende la etapa de secar y pulverizar
la harina de soja fermentada obtenida en la Etapa c).

La cepa de Bacillus amyloliquefaciens con Numero de Acceso KCCM11471P.
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[FIG. 1]

[FIG. 2]
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[FIG. 3]
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[FIG. 5]

(EVRIEOY) YT SR SIEIE]

(EEEL 10N 065K L D0 LV SRIORISH SREI0G
(19120010206 HOP snavydoqe sngoeg

ol

{000

(0Z00GHE )1 L H- QYIS SHaAbb Safoeg

(Z102F 1P ] 1 T088 WS QSR RIO0MBY GREIDHAD 4
(HZ0000 LOMX Y L BZIE | O LN 0s0rbedy  dSanssgas Sau:

(SORZO0AD) 1 GROET-G RBIN MIOZEEls * dSOnS SEgas Sl

{I01€T20H) 10D LSISTRRDE SHRIET

(170000011 £ 3 IAQSEOUSTRASRBOLG
£100000K0 0 ) 1 D198 GloNsHps dsans
{ppaaoi ) 1 WSQstoeanbioiue " dsans suaosienbioriue sngoeg —

{EP000010Y LS IS T DLOUSSGes wm%%m_i!l,_

{268FRINATSOTANG SR d0 ROIAN Bt SAIIDE,

RGOS ST

(0050004 D1 Z¥EZ Jurn wpoyd- dsanssuaenbinue SiEeg )
Haro! ot

l_@
7t

22



[FIG. 6]
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