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MEMORTA  DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
en
ESPARA
por VEINTE afios
a nombre de ESSO RESEARCH AND ENGINEERING COMPANY, entidad
norteamericana, establecida en Elizabeth, Nueva Jersey,
Estados Unidos de América, por:
"UN PROCEDIMIENTO DE SEPARAR MICROQORGANISMOS™
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Este’invento se refiere & un procedimiento para fa-

cilitar la recuperacién o separacidn de microorganismos desde

|

i

un medio acuoso. En particular, este invento se refiere a un pro

cedimiento que comprende poner en contacto un medio acuoso que
contiene células microbianas con un liquido orgénico inmisci -
ble, para formar una fase acuosa y una fase orgdnica, y recu-
perar dichas célules microbianas de dicha fase orgénica.

Més perticulermente, este invento se refiere a un método me-
jorado para recoger una cosecha de microorganismos desde un

medio acuwoso, que comprende mezclar un liquido orgdnico clo-
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rado, voldtil e inmiscible , con dicho medio acuoso a una

temperatura entre aeproximadamente 202C y aproximademente
5582C, y recuperar dichos microorganiémos desde l1la fase or-
génica resultante., Todavia mds particularmente, este inven-
to se refiere a un procedimiento que comprende:(a) cultivar
un microorganismos en un medio de crecimiento acuoso que
comprende un inoculador de células de microorganismos, un
manantial de carbono, hidrdgeno y oxigeno, y nutrientes de
células esenciales; (b) retirar una porcién de dichojﬁedio
de crecimiento acuoso que contiene dichas células dé:ﬁicroor-
ganismos; (c¢) mezclar un liquido orgdnico inmiseibi?}ébn ai-
cha porcidn para formar una fase acuosa y una fase"o;éénica
y(d) recuperar dichas células de microorganismos déédé

dicha fase orgdnica.

Es bien conocida la actual escasez mundial de
proteinas especielmente proteinas animeles de bajo costo,
pars consumo pof animales y seres humencs., En un intento
de mitigar escasez de proteinés, se han desarrollado recien-
temente varios procedimiento biosintéticos en los que se pue- .
den crear proteinas vivas por el crecimiento de levaduras,
hongos y/o bacterias sobre diversos meterisles de substrac—
t0 que contienen carbono. Una de dichas téenicas implica
hacer crecer diversos microorganismos sobre substratos de
carbohidrato(hidrato de carbono). Sin embargo, la mayor
perte de estos procedimientos requiere vitaminas y otros me-
dios de crecimiento caros para asegurar el crecimiento desea-
do de microorganismos.

Otra técnice reciente e incluso més promesedora
para sintetizar biosintéticemente proteinas de alimentos,
es el cultivo de mieroorgenismos sobre substratos de pe-~

tréleo. Este dltimo tipo de sintesis de proteinas se
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conduce usuelmente en un medio de crecimiento acuoso que
contienes: alimentacién hidrocarbonada, un inoculador del
mlcroorganismo que ha de ser cultivado, oxfgeno, y nutrien
tes de células esenciales. ZEste tipo de sintesis de pro -
teinas permite la utilizacidén de alimentaciones hidrocar -
bonadas, que son menos caras que los carbohidratos, y,no
requieren usualmente factores de crecimiento caros <iales
como vitaminas, amino decidos, etc. con el fin de aségﬁrar
el crecimiento apropiado de microorganismos.

Una grave desventajs pare la amplia aceptacidn
de le técnica biosintética que emplea hidrocarburos como
menential de alimentacidén, es el hecho de que las células
de microorganismos de producto tienen frecuentemente un
‘tamafio muy pequeiio, por ejemplo entre aproximadamente 0,5
y aproximadamente 5,0 micras e incluso menor. Con dichsas
pequefias células de microorganismos, es dificil y frecuen-
temente muy caro lograr la recuperacidén de las células de
nicroorganismos. Un factor que conduce & gastos en la re-
cuperacidén de células de microorganismos de producto es la
difitcultad en separar las células del medio de crecimiento
acuoso que las contiene, ya que las células estdn presentes
generalmente en bajas concentraciones, por ejemplo entre
aproximaedamente 0,5 y aproximadamente 5% en peso. Otro
factor sobre-saliente, que aumenta el costo de recuperacidn
es la aliminscidn requerida de cantidades de agua compara=-
tivamente grandes atraidas y mantenidas por las células y
dentro de ellas, incluyendo el agua de intersticios presen
te en las paredes celulares del microorgenismo. Ademds, la
similaridad de densidades del microorganismo y del medio

de crecimiento acuoso hace diffcil la centrifugacidn; vy
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la pegajosidad de los microorganisﬁéghihhiie la utiliza-~
cién de filtracidén. Este y otros factores afines sirven
para aumentar el costo global de la recuperacién de mi-
croorganismos cultivados. ‘

Ios procedimiento de separacidén y deshidréfééién
pueden ascender a constituir hasta un 25% o més del coste
total de produccidén de microorganismos en forms apfépiada
rara ser utilizados en alimentos o en suplementos paia
alimentos con alto contenido de proteinas. Por lo-tevto
se comprobard, que cualquier mejora sustancial"en-lg'rea-
lizacidén de la separacidén y deshidratacién de célulag de
microorganismos desde la fase acuosa que los contiene, da=-
rd como resultado signifieatiﬁos ahorros econémicos,rﬁ re=
ducird de esta manera el costo global de producecién de ali-
nentos y suplementos para alimentos con alto contenido de
proteinas,

Por esto, unoobjeto del presente invento es crear
un procedimiento para faciliter le separacién de la concen
tracién relativemente pequetia de células de microorganismos
desde el volumen de ague comparativemente mayor que contiene
dichas células. |

En una biosintesis convencional, se cultive un
microorganismo en un medio de crecimienﬁo acuoso que contig
ne un inoculador de dicho microorganismé, un manential de
carbono, hidrégeno y oxigeno, y nutrientes de células esen
ciales, Cuando el crecimiento de las células llega al
nivel deseado, se retira una porcidén del medio de crecimien
to acuoso como fluido saliente, y las célules de producto
separadas del lfguido saliente son hechas no viables o

incapaces de vivir y son secadas. El resto del fluido sa-
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saliepﬂe es reciglado, generalmente, al reactor de fermen
tacidn, en el cuel continde el cultivo. De acuerdo con

el presente procedimiento, un lfquido orgdnico inmiscible
es mezeclado o puesto en contacto intimo con el fluido sa-
liente acuoso del reactor de fermentacién, antes de la se

paracién de las células de producto. Como resultado de

~ este mezclado, las celulas microbianas se aglomeran y-pa-

rece que forman un precipitado estebilizado de la nétura-
leza de una emulsidn dentro éel 1fquido orgdnico. Sin em
bargo, no se conoce con certidumbre le manera exacte en
que transcurre la aglomeracibén. Ya que el liquido orgé-
nico es inmiscible con la fase acuosa, la mezcla se'sepa~
ra fdcilmente, y sedimenta en una fase acuosa y una fase
orgénica. Como resultado, las dos fases pueden ser sepa-
radas fdcilmente, por ejemplo por cemtrifugacién o decan-
tacidn, y las células microbianas de producto pueden ser
recuperadas de la fase orgdnice por evaporacidén del disol
vete orgdnico y secado de las células,

El lfquido orgdnico empleado en el presente pro
cedimiento es, en general, un liquido orgénico inmiscible
que moja preferentemente a las células de microorgenismos.
Ademds, se preflere, aunque no es esencial, que el liquido
orgénico tenga una densidad mayor que la fase acuosa con
la que es mezclado, es decir, tenga una dengidad mayor que
1,0 (D ); y que puede ser fdcilmente volatilizado. Es -
tes cagggteristicas adicionales permiten uns mayor facili-
dad para separar le fase orgénica y la fase acuosa, y para
secer las células microbianas de producto. Para los fines
del presente procedimiento, se considera que un liquido

orgénico es volatil si su calor de evaporacidén es menor
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que el del agua. Aungue el liguido orgénico sélo necesi-
te tener un calor de evaporacidn por debajo de el del
agua, se prefiere que su calor de evaporacidén sea sustan-
cialmente menor que el del agua, por la razén de que cuan
do dicho valor es pequefio, se requiere menos calor para
eveporar el liquido orgénico. Cuento menor es el caiér
requerido,mejor es la economia de la recuperacién ﬁelqé-
lulas. Por ejemplo, el calor de evaporacidén del aé%;‘es.
de 595,9 calorfas por gramo. En comperacidn, el‘caiqr de

evaporacidn del tetracloruro de carbono es de.46,4 céio

rias por g. ) a
Aunque se puede emplear en el presente ﬁf&éedi-
miento cualquier liquido orgénico inmisecible que mésé
preferentemente lag células de microorgenismos, hay algu-
nos que son especialmente apropiados. Estos incluyen,
por ejemplo compuestos alifdticos (parafinas y olefinas)
0104 halogenados preferiblemente compuestoé alifdticos
01-04 polihalogenados, disulfuro de carbono y tolueno.
Ejemplos especificos de las parafinas halogenadas anterior
mente descritas incluyen: cloroformo, cloruro de metilo,
tetracloruro de carbono, bromuro de metilo, triclorofluoro
metano, dicloroflurometano, l-bromo-2-cloroetano, l,l-
dibromoetano, 1l,l-dicloroetanc, 1,2 dicloroetano, l,l-di =-
cloroetano, 1,2 dicloroetano, pentacloroeteno, 1,1,1,2~
tetrabromoetano, 1,1,1,2-tetracloroetano, 1,1,2,2,-tetra~
cloroetano, 1,1,2,2,~tetracloro-l,2-difluoroetano, bromu-
ro de etilo, 1,l1,~dicloropropano, 1,2-dicloropropano,l,3-
dicloropropano, 2,2~dicloropropano, bromotriclorometano,
1,1,2~tribromoetano, 1,1,1,~tricloroetano, 1,1,2-iricloroe-

tano, 1,1,2-tricloro-1,2,2,~trifluoroetano, l-bromo-2-cloro
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propano, 2-bromo-l-cloropropeno, l,2-dibromopropanc, 1,3~
dibromopropano, 2,2-dibromo propeno, 1,2,3,-tricloro pro-
pano, l-clorobutano, 2-bromobutano, 2-bromo-2-metilpropa-
no, etce De esta manera, estén inclufdos dentro de la
descripeidén de las anteriores parafinas halogenadas, -1os
compuestos que contienen uno o varios haldgenos igusles
o distintos, es decir bromo, cloro y fluor. o

Ia puesta en contacto del 1liquido orgéniéo in—
miscible y de la fase acuose que contiene los microofga -
nismos puede tener lugar a la temperatura de crecimiento
de las células de microorganismos o por encima de,elia, lo
que se conduce convencionalmente en un reactor de fermen -
tacién apropiado. Se pueden emplear temperaturas por en =
cima de le temperatura de crecimiento de células, pero de-
berén estar por debajo de la temperatura a la que tiene
lugar uné degradacidén significativa de proteinas. Prefe-
riblemente, el mezclado se realiza a una temperatura entre
eproximademente 20°C y sproximadsmente 559C, més preferi -
blemente entre aprbximadamente 35¢C y eproximadamente 452C
¥ lo més preferiblemente & eproximademente 402C, El mez ~
clado se puede realizar en uno o més recipientes de mez -
cla, seguido por uno o més recipientes de sodimentacién,
¥y se puede lograr por cualquier medio convencional, tal
como mediante agitadores, etc. Alternativamente, el fluido
saliente acuoso puede ser puesto en contacto con el liqui-
do orgénico por medio de una columna de contacto de disco
rotatorio u otra columne de contracorriente.

Ia degradacidén de proteinas se refiere a la des-
composicién molecular de las proteinas celulares y aminod-

cidos esenciales en subproductos de menor peso molecular
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y/o nutritivamente menos deseablés, por ejemplo por hi-
drélisis dcida de los mismos, cuyos subrproductos no son
capaces de contribuir al wvalor nutfitivo de las proteinas
y/o aminodecidos de las células de microorganismos no
viables o de otros productos nutritivamente valiosog(dog
tenidos en las células. q:1‘

El {iempo de permanencia, es decir, el periqdo
de tiempo en que el liguido orgénico inmiscible esé%!gn
contacto con el fluido saliente acuosoc; oscila en\génp -
ral entre aproximadamente un minuto y aproximadamqn%é:
una hora o mds, preferiblemente entre aproximadameﬁié 10
minutos y aproximadamente 30 minmmtos, No resulta;ﬁiﬁgup
na ventaja significativa de la prolongacidn del ti;méo
de permenencia & més de aproximadamente 30 minutos, pero
si se desea se pueden emplear tiempos de permenencie pro
longados mds alld de los descritos, y& que el tiempo de
permenencia no es criticoo

Lo cantidad de liquido orgénico inmiscible que
es mezclado con el fluldo saliente acuoso puede variar
dentro de un amplio margen. En general, la relacidén vo-
lumétrica de liquido orgénico a Ffluido saliente acuoso
oscila entre aproximademente 1320 y aproximadamente 100:
1, Preferiblemente, la relacidén volumétrica de liquido
orgénico a fluido saliente acuoso varia entre aproxima~
demente 1310 y eproximadamente 10:1l, y més preferiblemen
te entre aproximadamente 1:3 y aproximadamente 3:1. ¥No
es critice la cantidad de lfquido empleado, y variard
con sus caracteristicas fisicas,

Tal como sehhe indicado anteriormente, cuando

se mezeclan el ligquido orgénico y el fluido saliente
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acuoso, las células de mioroorganismos se aglomeran den-
tro del liquido orgénico en forme de un precipitado o
emulsidn estabilizado. E1 aglomerado flota o se hunde, de
pendiendo de la naturaleze del ligquido orgénico empleado.
De forma t{pica, el 60 a 70% del agua en el fluido salien-
te acouso inicial permanece en la fase acuosa, formando el
30 a 40% restante una suspensién con las células de microor
ganismos y el liquido orgénico. Tiempos de permemencia de |
més de 15 minutos dem como resultado une nueve descqﬁppsi-
cién de la suspensién y consiguiente transferencia de- agua

a la fase acuosa; sin embargo, sustancialmente todésvlas
células contenidas en el fluido saliente acuoso se encuen-
tren en le fase orgdnica inmediatamente después del mezcla-
do y la sedimentacidn.

Ya que el liquido orgdmico es inmiscible con

el fluido saliente acuoso, el mezclado de ambos da como
resultedo la formacidén de una fase acuosa y une fase orgd-
nica.Bstas fases se separan répidemente al terminer el mez
clado y después de esto pueden ser ficilmente segregadas
por cualquier método convencional, por ejemplo por decanta
cién. E1 liquido orgdnico que contiene las células de mi~-
croorganismos es sometido entonces a una nueva operacidn

de separacidén (filtracién, centrifugacién) y/o volatiliza-
cién mediante cualquier técnica epropiada, tal como por
un matraz de congelacidén, un secador de tambor, un secador
por pulverizacién, un secador por evaporacién subita, etc.,
¥y las células de microorganismos son recuperadas de esta
menera. El liguido orgdmico volatilizado puede ser recupe-
rado, si se desea, por técnicas conocidas y puede ser lave-

do o tratado, si es necesario, y después puede ser recicla=
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do como alimentacidén de nueva aportacidn. : =

Después que las células de microorgenismos hen

sido separadas del liquido orgénico, las células pueden ser
hechas pagar & cualqﬁier dispositivo apropiado de secado,
por ejemplo.un secedor por pulverizacidén, para realizsr el
secado de las células y hacer a las células completaméhie
no viable. Ias células de producto secado pueaen se%rpxi-
lizadas entonces como suplemen#o para alimentos. S%%i;m -
bargo, no es obligatorio el secado de las células yé‘que

las células separadas pueden ser empleadas directamente
pare utilizaciones no alimenticias, por ejemplo para recu-
perar productos quimi cos intracelulares tales como ésteres-
0 puede ser hechas no viables por procedimlenios dlstlntos
del secado, ¥y entoneeg pueden ser utilizadas como suplemen-—
tos para alimentos.

Cuando la fermentacién se conduce para producir
mi.croorganismos ricos en protefnas para fines de alimenta7
cidén, las células son hechas completamente no viables antes
de dicha utilizacidn. USualmente, las células son muertas
calentando, en secadores por pulvgrizacién, a las tempera—
‘turas apropiadas durante los peridﬂos de tiempo requeridos.
las temperaturas y tiempos especificos dependerdn en cual-
guier caso dado del microqrganismo especifico que es muerto
de la extensién de la pasterizacidn deseada, etc, Sin em-
bargo, se deberd cuidar de evitar utilizar temperatur as
tan altas que degraden las proteinas celulares.,

Ias temperaturas que provocan la muerte celular
suelen oscilar entre aproximadamente 652C y aproximadamen-
te 2322C durante periodos de tiempo entre eproximademente 1

segundo y aeproximedemente 2 horas, empledndose los periodos
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de tiempo mds cortos a las temperaturas mayores, y vice-
versa, Usualmente, son satisfactorias temperaturas entre
aproximadamente 5 segundos y aproximadamente 15 minutos
para hacer a la mayor parte de los microorganismos comple=-
tamente no viables, Se pueden utilizar, y usualmenve se
utilizan, presiones superiores a la atmosférica, por;éjem—
plo de 2 a 50 atmésferés, cuando la pasterizacidn se condu-
ce utilizando les temperaturas mds bajas, por ejempi5 de
116 a 1219C, y los periodos de tlempo correspondientes,

El método presentemente descrito para recﬁbérar
células microbianas es aplicable a cualquier procgdimien—
to de fermentacién, empleado pare cultivar microorganis -
mos sobre materiales de substrato que contienen carbono,
por-ejemplo substratos de carbohidrato y petroleo. EL
presente método de recuperacién es especialmente apropia~
do en procedimientos de fermentacidn en los que se emplesn
nateriales de alimentacién hidrocarbonados como slimenta-
cién. Gran parte de la presente memorie serd dedicada,
por lo tanto, a una descripeidén de dicha fermentacién.

Alimentaciones hidrocarbonadas que se pueden uti-
lizar en fermentaciones microbioldgicas son alimentaciones
de petrdleo C,-C35¢, preferiblemente aceites pesados é gas
oils que hierven en el margen entre aproximadsmente 1902C
vy aproximedemente 4002C, més preferiblemente entre eproxi-
madamente 1902C y aproximademente 3202C, Otras alimenta =~
ciones apropiédas son hidrocarburos Ci-035 normales e iso-
parafinicos, cicloparafinices, monoolefinicos, diolefinicos,
aromdticos y mezclas de los mismos., Alimentaciones dispo- '
nibles en grendes cantidades, y las particularmente apropia-

das son parafinas normales 011-030 procedentes de aceltes
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pesados o gas-oils, naftas ligeras, & alimentaciones nor-
malmente gaseosas, tales como metano, etano y propano, y
mezclas de los mismos, tales como gas natural. Cuando se
utilizan alimentaciones normalmente gaseosas, estas son
suministradas preferiblemente desde luego, como gases
directamente al medio de crecimiento acuoso mediaﬁféifo-
ciadores. Otra alimentacidn todavia més prefefida éé:una
que contiene un procentaje en peso sustancial, por‘qjémplo
T0% en peso, de hidrocarburos, parafinicos normeles-

(de cadena recta) que tiene de 1 a 35 étomOSJde’caquﬁo.
Aunque se puede tolerar la presencia de hidrocarbﬁ?és'ra-
mificados no aromiticos, en centidades hesta de 35%:én po-
s0 en la alimentacidén hidrocarbonada, se eviten uéﬁa%hen -
te concentraciones por encima de 10% en peso de hidrocarbu-
ros no arométicos no normales, ya que los microorganismos
seguidamente descritos son selectivos preferentemente pars
hidrocarburos normales, especialmente n-parafinas de cade-~
na corta (012—020)0

La alimentacidn hidrocarbonada mds preferida es
un material de alimentacidn C-Cyo que ha sido purificado
para reducir el nivel de compuestos aromdticos tanto poli-
efclicos como monoeciclicos haste menos de 0,5% en peso, pre-
feriblemente menos de 0,1% en peso, més preferiblemente
menos de aproximadamente 400 p.p.m. -

Un procedimiento preferido para purificar la
alimentacidn hidrocarbonada consiste en adsorber los hidro-
carburos normales, preferiblemente parafinas, por tamices
moleculares de 5@, seguido por desorcidn depuracidén de los
hidrocarburos normeles desorbidos con tamices 13X o gel de

silice, para adsorber las impurezas remsnentes, incluyendo
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compuestos aromdticos.
tivamente los hidrocarburos de cadena recte sobre los ta-
mices moleculares, y de esta manera los purifica sustan -~
cialmente forma complete de aromdticos. Un método de lle-
ver a cabo este procedimiente de purificacién este descri-
to en la patente USA 3.070.542. Ia operacién de depuracién
de los hidrocarburos noramles desorbidos se puede realizar

de una maners descrita en la patente USA 3.228,995 o en

la pamente USA 3.233,003.

La alimentacidn hidrocarbonada purificada contiene
usualmente aproximadamente més de 90% en peso de n-paraﬂi-
nes 01-035 y hasta aproximadamente 10% en peso de n-olefi-
nas. Ia alimentacidn hidrocarbonada purificada preferida
contiene aproximadamente mds de 95% en peso de parafiﬁas
normales Cjq —030 y hasta aproximadamente 5% en peso de
olefinas normales, que contienen 11 a 30 Atomos de carbono
La alimentacién de parafinas normales 011-030 Puede ser
alimentaciones de petrdleo, por ejemplo aceites pesados o
ges-o0lls que hierven en el margen de gproximadamente 1902C
a aproximadamente 4002C, y mds preferiblemente de aproxime-
demente 1902C a aproximadamente 3202C,

Ia cantidad de alimentacidén hidrocarbonada sumi-

nistrada, basada en el medio de crecimiento acuoso total

suministrado, estd entre aproximadamente 0,5 y aproximada-

mente 10% en peso, preferiblemente entre aproximadamente 1
y aproximademente 5% en peso, y especialmente entre apro-.
ximadamente 0,5 y 2% en peso, cuando se utiliza aire puro
como medio portador de oxigeno., Cuando se utilizan gases
enriquezidos en ox{geno, por ejemplo gases que tienen

més de 704 en peso de oxigeno, una cantidad preferida de
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demente 2,0 y eparoximedamente 5,0% en peso, basado sobre

el medio de crecimiento acuoso totel. E1 porcentaje en pe-
so de, por ejemplo, hidrocarburos nomsles 011-030 que sexisg-
ten realmente en la zona de suspensidn del reactor de fer-
mentaclén durante el crecimiento celuler y la actividﬁd{
puede oscilar entre aproximadamente 0,01 ¥y aproximadaﬁénte

1,0% en peso, pero usuvalmente oscila entre aproximadamente

- 0,01 y aproximadamente 0,1, preferiblemente entre apfSii-

madamente 0,01 y eproximedamente 0,05% en peso, basadovso-
bre el medio de crecimiento lfquido totale 1::}

El procedimiento de recuperacién mejoradd‘éél
procedimiento presentemente descrito es aplicable antoéos
los cultivos microbioldgicos., Asf, cualquier microorganis-
mo que se emplee en cultivos microbioldgicos puede ser recu-

perado por el presente procedimiento mejorado, Estos inelu
yen bacterias, hongos y levaduras. En el caso de procedimien
do biosintéticos que emplean alimentaciones hidrocarbonadas,

se pudde utilizar microorganismo que sea capaz de asimilar
hidrocarburos.

Aunque el presente procedimiento es aplicable a
unga amplio mimero de microorganismos susceptibles de ser
tratados, hay nueve microorganismos que son especialmente
apropiados para asimilacién de hidrocarburos. Estos microoxr
ganismos estdn tubulados seguidamente junto con sus nimeros
de registro A.T.C.C. correspondientes, que fueron asegurados
depositando muestrasn en la American Type Culture Collection

en Washington, D.C.
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Nombre del

microorganisamo Nimero A.T.C.Co
Micrococcus cerificang l498+
Pseudomonas ligustri 15522
Pseudomonas pseudomallel 15523
Pseudomonas orvilla 15524
Alcaligenes sp. 15525
Cellumonas galba 15526
Brevibacterium insectiphilium 15528
Corynebacterium sp. 15529
Corynebacterium pourometabolum 15530

Se ha de sobreentender tambiér que las clases
y subclases particulares de bacterias utilizadas, estén
determinadas por le alimentacidén particular empleada. Por
ejemplo, cuando los microorganismos son hechos crecer en
metano o en otras alimentaciones parafinicas gaseosas, la

clage preferida de microorganismo es la de Pseudomonadaceae,

tal como Pseudomonas methanica. Cuendo la biosintesis se

realize wtilizando une alimentacidén de nafta ligera, les
clages de mieroorganismos preferidos son:

Pseudomonadaceae y Arthrobacter, tal como

Pgeudomonas fluorescens, Pseudomonas desmolyticum, Pseudo-

monas aeruginosa y Arthrobacter globiforme.

En una realizacién preferida, le biosintesis se
conduce utilizando un inoculador de baeteriaé, especialmen~
te bacterias-~coccus gram-negativa; pero se pueden emplear
levaduras, por ejemplo.

Torulopsis magnolia, Candida albicans y Sacchoro-

myces sp.
Aunque se puede emplear cualquier célula bacte-

rians acrobia capaz de asimilar alimentaciones hidrocarbona-

335718
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nadas Cl a 035 normales, las bacterias preferldas son
las siguientes:

Micrococcus cerificans (Arthrobacter ureafaciens)

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Nocardia

opaca, Nocardia rubra, Nocardia coralina, Pseudomonaq l

methanica, Pseudomonas desmolybicum y Mycobacterium phlele.

Especialmente preferido ea ol MlcrococcusAqui-
ficans, aislado e identificado por el doctor R.E.Kaig@o y
otros, Journal of Bacteriology, Volumen 78, nim. 3lpéginas
441-448 (Septiembre 1959). Cultivos de esteforga.t}jz;n.los
hen sido depositados en la American Type Culture Collec-
tion, 212 M Street, North-West, Wshington 7, D.C. y tlene
el nimero 14.987. Ia identificacidn completa de este-
meterial es la siguiente:

Morfologia: Ias células son pequefias, esféricas,
y tienden a ser elipticas en cultivos viejos y en medios
de alto contenido en nitrofeno., Células de medios defini-
dos tienen un didmetro medio de 0,5 a 1,0, u y las de me ~
dios complejos, didmetros celulares de 1,0 & 2,0 u. Ias
células sparecen solas o en pellas o masas aglomeradas.

No se observan grdnulos Inmoviles, Metacromdticos ni gré-
nulos Sudanofilicos,

Ia reaccidén Gram: negativa,

Las colonias sobre cultivos de agar definidos
son pequefias ( 1 mm), circulares, convexas, teniendo un
reborde completo. Ias colonias sobre cultivo de agar nu-
triente son mayores ( 2 a 5 mm), mucoidés salientes, go -~
neralmente redondos,

Pigmentacidn aparecen las variantes blencas,

beige ( o gris-pardo) o tostado.

135718
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Obligademente aerobios. Una gran variedad de
materiales soportan el crecimiento, extracto de levadursa,
hidrolizado de caseina, alcoholes y dcidos de cadena lar-
ga, alcanos y olefinas normales de cadena larga.

Fermentacidén de carbohidratos; no fermenten
carbohidratos. De forma aerobia son asimilados muchos
carbohidratos. Estos incluyen glucosa, maltosa, manitol,
sacarosa, lactosa, arabinosa, rammoss, sorbitol, dulsitol
e inuline. De forma aerobia se utilize la glucosa con pro-
duceidn de decido. Ha sido identificedo d1 deido glucdnico.

Reduceidn con nitrato: negative,

Licuacidn de gelatina: generslmente negative,
Puede ocurrir une lenta licuacidn en algunas cepas,

Hidrdlisis con urea: negativa o hidrdlisis lenta.

Se produce catalsa.

No se utilize hidrdgeno

La temperatura éptima es de 252C,

El PH de crecimiento éptimo es de 7,0 a 8,5

Menantial: suelo de Iowa

Habitat: suelos

Se observa que una identificacién mds reciente
muestra que el organismo es probablemente un Arthrobacter
en lugar de un Micrococcus y se parece estrechamente a

Arthrobacter ureafaciens. El siguiente resumen de pro -

ductos indica las razones para la identificacidén preferi-

da de este organismo comoc Arthrobacter

135718
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\l
Micrococcugs M.Cerificans Arthrobacter

Siempre gram- Siempre gram- Gram negativo o0 variable

positivo, negativo

Fermentacion

répida.

Células en masas Igual que Puede ocurrir una formacidn

irregulares Arthrobacter de filamentos cortos. con
alguna formacidn rudimenta-
ria de brotes. .

Jamds cembie de Igual que Pueden aperecer a veues cé-

tameiio Arthrobacter lulas mayores que 1as voccoi-
dales usuales, _

Jamés aparece en Igual que Grandes celulas coccoides

estado de varilla Arthrobacter dan lugar & células =n fare
me, de varilla

N

Los carbohidratos Igual que Poco o ningin decido ﬁrbce-
son fermentados Arthrobscter dente de carbohidrates.
frecuentemente 7

> .

Fl oxigeno es suministrado sl medio de cultivo
en cualquier forma capsz de ser asimilada fhcilmente por el
microorganismo inoculador. Se pueden tutilizar compuestos
que contengsn siempre oxigeno siempre que no afecten de for-
me desfavorable al crecimiento de células de microorgenis -
mos y a la conversidén de alimentacidén hidrocarbonsda en
células de microorgenismos. Convenientemente, el oxigeno
es suministrado como un gas que contiene oxigeno, por ejem-
plo aire, que contiene entre aproximadamente 19 y aproxima-
damente 22% en peso de oxigeno, Aunque es preferible emplear
aire, se puede utilizar aire enriquecido con oxigeno que
tenga mds de 22% en peso de oxfgeno. En general entre apro-
ximadamente 0,1 y aparoximadamente 10, preferiblemente entre
aproximadamente 0,5 y aproximedamente 4,0, y mas preferible-
mente entre aproximadamente 0,8 y eproximadamente 2,5 vold-
menes, por minuto de aire, son suministrados al reactor, por
volumen de liquido de bafio de fermentacidn,

El nitrdgeno es esencial para la biosintesis. El

28.2.67 - 18 _3:’) 57 1 8
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manantial de nitrégeno puede ser cualquier compuesto
orgénico o inorgdnico que contenga nitrdgeno, que sea ca-
paz de desprender nitrdégeno en una forma epropiade para
la utilizacidén metabdlica por el o los microorganismos
utilizados. En la categoria, se pueden enumerar los gi-
guientes compuestos como compuestos ilustrativos que con-
tiene nitrégeno que se pueden utilizar: proteinas, protei-
nas hidrolizadas con &cido, proteinas digeridas con enzi-
mas, aminodcidos, extracto de levadura, asparraguina, urea
ete. Por razones de economia, es preferible usualmente
emplear un compuesto inorgdnico tal como amoniaco, hidrd-
xido de amonio, o sales de los mismos, tales como fosfa -
Yo de amonio, citrato de amonio, sulfato de amonio, fos-
fato dcido de amonio, ete. Un método muy conveniente y
satisfactorio de suministrar nitrdégeno, consiste en emplear
hidréxido de amonio, fosfato de amonioc o fosfato dcido de
amonio, que puede ser afiadido como la sal " per se" o pue-
de ser producido %in situ" en los medios de fermentacién
acuosos haciendo burbujear gas amoniaco a través del caldo
de cultivo, al que se habia afiadido previamente dcido fos-
férico, formando de esta manera fosfato 4cido de amonio.
De esta manera, se mantiene el margen de pH de 5,0 a 8,5
y se suministra el nitrdgeno requerido. El hidréxido de
amonio puede ser suministrado al baiio de biosintesis en
cantidades entre aproximadamente 0,01 y aproiimadamente 1,0%
en peso, preferiblemente entre aproximadamente 0,1l y apro-
ximadamente 0,15% en peso de nitrégeno basado sobre el bafio
de fermentacidén total,

Para un crecimiento apropiado de microorganismo

es tambien neceserio suministrar las cantidades requeridas

335718
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de nutrientes minerales seleccionados al bafio de biosin-
tesis. Asi, se incluyen en el medio de crecimiento acuo=
so, potasio, sodio, hierro, magnesio, calcio, manganeso,
fésforo yotros nutrientes. Istos materiales necesarios pue
den ser suministrados en la forma de sus sales y preferi-
blemente de sus sales solubles en ague. Por ejemplo, sl
potasio puede ser suminisgtrado como cloruro, foafato;Asul-
fato, citrato, acetado, nitrato de potasio etec. EL h;efro
¥y el fésforo pueden ser suministrados en la forma de sulfa-
tos y fosfatos, respectivamente, por ejemplo sulfato. de.
hierro y fosfato de hierro. Usualmente, la mayor paf%e
del fésforo es suministrado como fesfato de amonio, Cuan-
do se utilizan fosfato de amonio o fosfato dcido de aﬁbnio,
pueden servir como manantial combinado de nitrdgeno y
fésforo (ién-fosfato) para el crecimiento de los microorga=-
nismos. Ia sigulente tabla contiene una tabulacidn de los
iones nutrientes minerales, y sus cantidades convencional=~
mente empleadas en el medio de crecimiento acuoso
Porcentajes en peso de sales

epfiedio acuoso suministradas,
basado en el crecimiento de

Mineral células de concentracién de 1%
en peso.
H3PO4 P 0,01 - 1,0
Na,S03 S & Na 0,0L - 0,5
K1 X &0l 0,01 - 0,5
eSO, Mg 0,005~ 0,5
Ca012 Ca 0,005~ 0,5
FeSO4 Te 0,001~ 0,1
MnS0, Mn 0,001~ 0,1

En todo lo anterior, los iones indicados pueden
ser suministrados como otras sales en cantidades estequip~

métricamente iguales,

_355718
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La temperatura e la que se rgggiéan‘ibs culti-
vos microbioldgicos puede variar entre aproximadamente
202C y aproximadamente 552C, dependiendo del microorga-—
nismo especifico que se utilizaj; pero usualmente, se em-
plean temperaturas entre aproximadamente 202C y aproxima~
damente 452C, Preferiblemente, la fermentacidn se conduce
a temperatﬁras entre 25°C y aproximadamente 409G, '

El pH medio de crecimiento acuoso es mantenido
generalmente entre aproximadamente 5,0 y aproximadamenfe
8,5. Si el pH resulte demasiado alto, puede ser diéminui-
do fdcilmente por la adicién de un dcido apropiado a los
medios de fermentacidn, por ejemplo H3P04. De manera si-
milar, si el pH resulta demasiado bajo, puede ser aumenta-
do por la adicién de una base apropiada, por ejemplo amonig
co o hidrdéxido de amomin, _

En el comienzo del cultivo, el medio de crecimien
t0 es inoculado con el microorganismo utilizado, por ejem-
plo de un indculo de carga previamente cultivado en el
mismo medio en gue ha de ser hecho crecer. Se pueden em -
plear otros procedimiento de inoculacidén, por ejemplo uti-
lizacibén de un indculo en el que dicho microorgenismo ha
gido hecho crecer previamente en un medio diferente de
aquel en que he de ser conducida la fermentacidn, y después
puede ser transferido al reciplente o reciplentes de ferme-
tacidn,

El reactor puede ser agitado durante la biogsinte-
gis por cualquier medio convencional, tal ooﬁlo un agitador
de paletas, un agitador del tipo de propulsor, mezclador
oscilante, w otros medios agitadores que dispersen comple-—

temente el oxigeno, el hidrocarburo, el microorganismo y

335718
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los nutrientes de células esenciéleé; “56} ejemplo, se
pueden utilizar agitadores de paletas que tengen una po-
tencia de 1 a 100, preferiblemente 5 a 30 CV, por cada
4,400 litros de medio remccionante lfquido., Ias veloci-
dades preferidas de agitacién con un agitador de paletas
son superiores a 1000 r.p.m. preferiblemente a 1500 r.p.n.
El tiempo de permanencia dn liquido pare bacte-

rias tales como Micrococcus cerificans (Arthrobacter

ureafaciens) es, en general de 1 a 10 horas, prefe%iblemen-
te de 1 a 3 horas, y mds preferiblemente de 1, 5 ‘;'2,5
horas, Desde luego, el presente procedimiento sé_pﬁede
llebar a cabo por medios continuos o discontinuos,-

Ejemplo l.~ Micrococens cerificans es hecho

crecer continuamente en un bafio de biosintesis acuosn, que
contiene 1,0% en peso de n~hexadecano como el meﬁié de -
alimentacidén hidrocarbonado. _

Un procedimiento reactor de biosintesis de T,5
litros es cargado con 4 litros de medio de crecimiento acug
S0, que contiene o 1,0% en peso de bacterias (Micrococcus
cerificans como inoculador. Se hace burbujear a través
de la suspensidn de inoculador suficiente aire para satis-
facer demanda de oxigeno de las bacterias antes de introdu-
cir las alimentaciones hidrocarbonadas y de crecimiento de
sales inorgénicas ( conteniendo la Ultima deido fosférico
e hidréxido de amonio). TUna composlcidn de bafio tipico
de biosintesis en una etepas tipica dada de biosintesis con

tinva es la siguiente:

Componente Gramos litros
n-~hexadecano 10
H.PO 5

374
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XCL 1
Ca012 0,5
MgSO4,7H20 0,2
MnSO4, 4 HQO 0,2
FeSO4, T H20 0g2
NaCl 0,2
NH4OH ge aflade la cantidad suficiente
rare mantener un pH 7,0

la temperaturs de crecigiento en el baflo. de bio-
sintesis es mentenide en 359C, mds o menos 29C, y el pH
del bailo de biosintesis es mantenido esencialmentefpeutro,
g saber a un pH de 7,0, més o menos 0,1, a lo largo de la
biosintesis. Ia conversidn de alimentacidn hiarocafbonada
en células es mantenide en 90% y mds. Después de un tiempo
de permanencia de aproximadamente 2 horas, se retive conti-
nuemente del bafio de biosintesis una suspensidn acuose de
corriente de producto. Esta suspensidn acuosa de corrien-
te de producto contiene aproximadamente 1% en peso de célu~
las de bacterias, junto con hidrocarburos que no han sido con

vertidos, sales inorgénicas, nmtrientes, etc.

Ejemplo 2.- Experimento l. Una pequefia columna
de vidrio con un orificio de alimentacién en el centro, ¥y ‘
tomas de salida dn la parte superior y en el fondo fue car-
gada con 30 cm3 de la suspensidn acuosa de corriente de pro
ducto procedente del reactor de biosintesis del Ejemplo 1,
Se afladieron entonces 10 cm3 de cloruro de metileno (diclo-
rometano) & la columna de vidrio, y se mezclaron a fondo con
las suspensién acuosa. la temperatura de mezclado era de
aproximademente 212C, Ia aglomeracién de las cdlulas de
microorganismos en el cloruro de metideno se verificd espon
tdneamente al.introducir el cloruro de metileno. Se permitid
entonces sedimentarse a la mezcla durante aproximadamente

30 minutos, Ia meyor parte de la fase acuosa permenecid

28.2.61 - . 935718
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como une capa flotante. Ia fase orgéniéékgééﬁitante fue s¢
parade de la fase acuosa y las células de microorgenismos
fueron recuperadas por separacidn, para eliminar cloruro

de metileno y agua ocluida. Se recuperaron sustancialmen-
te todas las células de microorganismos presentes en la
suspensidn acuosa original. Aproximedamente el 40% de la
suspensidn aocuosa original estaba presente en el producto
aglomerado,

-

Experimento 2.~ Se repitié el procediriento-del

Experimento 1, excepto que se emplearon 30 cm3 de Gloruro de

metileno. Sustancialmente todas las células de microorga-
nismos fueron eliminadas de le suspensién acuose, j,aproxi~
madamente 42% de la suspensidn acuose original estabs pre -
sente en el producto aglomerado.

Experimento 3.~ Se repitid el procedimiento del

experimiento nim., 1, excepto que se emplearon 90 cm3 de
cloruro de metileno, Sustencialmente todas las células
fueron eliminadas de la suspensidn acuosa, y aproximadamen-—
te el 50% de la suspensién acuosa original estaba presente
en el producito aglomersdo,

Ejemplo 3.~ Se repitidé el procedimiento del
Ejemplo 2, Experimento 1, respectivemente, con 10, 30 y 90
em3 de cloruro de metileno a una temperatura de mezclado
de aproximadamente 432C, Sustancialmente todas las células
fueron eliminadas de lao suspensidn acuosa en cada uno de
los tres pxperimentos. ILa centidad de suspensidn acuosa
original presente en el producto aglomerado era, respectiva-—
mente de aproximademente 20, 23 y 30% en peso, para 1los ex -

perimentos que emplearon 10, 30 y 90 cm3 de cloruro de meti-

335718
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Ejemplo 4.- Se repitié el procedimiento del
Ejemplo 2, separadamente con cloroformo, tetracloruro de
carbono, disulfuro de carbono y tolueono. Se obtuvieron
resultados similares a los obtenidos en los Ejemplo 2 y3
con cada uno de los dimolventes empleados en este ejemplo,

Ejemplo 5.~ Se repitid el procedimiento del
Ejemplo 2, experimento 1, con acetoma, etanol, hexano y
Varsol. (un disolvente hidrocarbonado alifdtico). Nin-
guno de estos liquidos orgdnicos cusé aglomeracidn de las
células de productos microobiano, y de esta manera, no res
1izé la separacidn de las células desde la suspenslén‘acqg
sa. ILa acetona y el etano son miscibles con la suspensidn
acuosa, mientras que el hexano y el Varsol no mojan pre -
ferentemente a los microorganismos.

La presente solic¢itud que corresponde a la pre-
sentada en Estados Unidos de América con fecha 17 de Enero
de 1966 bajo el mimero 520,858, se acoge a los beneficios

del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-
trial,

' Los puntos de invencidén, propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios son los
gsiguientess )

12.- TUn procedimiento de separar microorganis-
mos, que comprende (a) mezclar (1) un medio acuoso que con

tiene microorganismos y (2} un lfquido orgdnico inmiscible

335718
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que moja preferentemente a dichos microorganismos, pare
formar una fase acuosa y una fase orgdnica, y (b) separar
dichos microorganismos desde dicha fase orgénica, 7

2.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 1, en que dicho mezclado se realiza & una tempera-
tura entre aproximedamente 202C y aproximadamente 558C,

3= Un procedimien%o de acuerdo con la reivin-
dicacién 1, en que dicho liquido orgdnico tiene una deﬁsi-
dad mayor que la de dicho medio acuoso. 3

4.~ Un procedimiento de acuerdo con lasﬁeivindi-
cacién 1, en que dicho liquido orgdnico es un compuesto
alifdtico halogenado €1—Cye .

5.~ Un procedimiento de acuerdo con la_reivindi-
cacién 1, en que dichd liquido orgdnico estd seleccionado
entre el grupo que consiste en cloroformo,iclorurd de meti-
leno, tetracloruro de carbono, disulfuroc de carboio y to -
luena,

6.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidén 1, en que dicho microorganismo es Micrococecus
cerificans.

Te= Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidén 1, en que dicho liquido orgsnico tiene un calor
de evaporacidn menor que el del agua.

8o~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidén 1, en que la relacidn volumétrica de 31 cho 1iqui-
do orgénico mezclado con dicho medio acuoso estd entre apro
ximadamente 1:20 y aproximadamente 100:1,

9.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 1, en que la relacién voldmetrica de dicho liquido

orgénico mezclado con dicho medio acuoso es de aproximada-

335718
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mente 1:3.

10,- TUn procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 1, en que dicho liquido orgdnico estd en contacto
con el medio acuoso durante un periodo de tiempo entre
aproximadamente 1 minuto y aproximedamente 1 hora.

1l.~ Un procedimiento biosintético en el que un
microorganismo es cultivado en un medio de crecimiento acuo-
80 que contiene un manantial de carbono, hidrdégeno, oxigeno °
¥y nuirientes celulares esenciales, y en el que los microor-
ganismos cultivados son,sepérados de una suspensidn acuosa
retirada de dicho medio de crecimiento acuoso caracterizado .
por la mejora que comprende (a) mezclar (1) dicha cuspensidn
acuosa y (2) un liquido orgdnico immiscible que moja prefe- °
rentemente a dichos microorganismos para formar una fase
acuosa y una fase orgdnica, y (b) separar dichos microor-
ganismos desde dicha fase orgénica.

12.,- Un procedimiento pare separar células de

Micrococcus cerificans desde un medio acuoso, que compren-—

de mezclar cloruro de metileno con un medio acuoso que con-
tiene dichas celulas, a une temperatura de aproximadamente
43eC, para formar una fase acuosa y una fase de cloruro de
metileno, y separar dichas células de dicha fase de cloru~—
ro de metileno estando la relacidn volumétrica de cloruro
de metileno & medio acuoso entre aproximademente 1:3 y apro-
ximadamente 3:1. ’ |

13.- Un procedimiento de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1-5 y 7-11, en que el microorganismo - corresponde
al nimero 14,987 del Americen Type Culture Collection.

l4,~ TUn procedimiento de separar microorganismos

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an—

335718
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cede y con los fines gue se han especificado,
Esta Memoria consta de veintiocho hojas escritas
a mdquina por una sola cara,

Madrid, q MAR 1960
P.A,
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