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IZWORIA DESCRIPITIVA

Se conocen procedimientos pera la roitura de las paredes
celulares de log microorganismos, Adn cuando estos mftodos son
eficientes para la rotura de las peredes celulares tienen defeo-
tos que disminuyen su valor como base para un proceso comercial
para la recuperacidn de material nitrogenado citOpléémioo de los
microorganiemog.

Un procedimiento ha sido propuesto pare la rotura de las

paredes celulares por medio de une enzima que aiaca log componen-

tes de compuestos carbohidratos, presentes en 1a.pared celular,
de la cual estos componentes forman parte, Asf, ha sido previa-
mente propuesto emplear un betazlucanato para atecar la celulosa
y estructuras defendides de la pared celular.

Digtinto a este previamente propuesto procedimiento hay

ahora un proceso en el cual, en vne etapa inicial enzimica, es
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$ratedo un microorganismo con una enzima proieclftica, con lo
cual los_oompuestos de carbphidraxosLy.proteinas de la pared celve
lar somcatacedos y despuds ge esto la pared celular debilitada

es atacade por medio de une enzima que ataca el componente car-
tohidrgto de le pared celular, con lo cuasl la pared celular guew
da més debilitede o se rompe. _ _

Asf segin la presente invenoién esfé suministra un éiocéu
dimieﬁto que.comprende el tratamiento coﬁ une enzimg grofeoli—
tiea de un material, el cual consiste de o contiens células de
un microorganismo, teniendo dichas clulas una paved celular,
construfda a lo menos en parte de & lo menog un compuesto que
tiens un oomponenﬁe carbohidrato y un componente proteina, efeom
tudndose el tratamiento de‘didho material con la degeneracidn del
componente protefna que toma lugar y en el que el componente car-
bohidrato es hecho susceptible al ataque enzfmico, despuds desao-
tivacidn o separacién de la enzime proteocl{tiom que esti presente
en las paredes.oelulareé, despuds otro tratamiento de dicho mate
rigl, o una fraceidn confeniendo él primer mieroorganiamo tratedo
el oual ha sido reouperado de gllf, con una enxima, capaz de ata-
car un oarbohidrato presente en la pared eelular, dando lugar a la
degeneracifn de dicho carbohidrato y despude, con o sin una etapa
intermedia para el nuevo ataque o rotura de la pared celular, recu-
peracidn de una fraccifn aonosa de compuestos nitrogenados en som
lucidn y/o suspensién.

Con el término "microorganismo“ usado aqui quedan inclufdas
las mezclas de mioroorganismoa.

Log microorganismos que son tratados como agquf se describe
pueden ser levaduras mohos o bacterias.

Lag bacterias referidas en esta especificacidn son clasifica-



das de geuerdo con el sigtema descrito en el "Bérgey's" Mammal of
Determinative Bacteriology" por "ReS. Breed, E.G.D. ¥urrey y N.R. |
Smith (1957) 78 Bdicidn publicada por Williems™ (Baltimore, TUeSehe)e ,'_ :
Los fermentos son clasificados de acuerdo con ¢l "The Yeasts-a Taxoe
mic Study* por Lodder y Kreger ven Rij (1952) publicado por North
Holland Pﬁblishiqg Gompany (Amsterdem).

De preferepcia cuando una levadurs es empleada ésta es de la
familia Cryptococcaceae y particularmente de la subfamilia Cryto-
coccoideas; no obstante, pi-se desgea pueden emplearse, por ejemplo,
levaduras ascosporogeneous de la subfamilia Saccharomycoideee.

Los preferidos géneros de la subfamilia Cryptococcoideae gon los
ﬁoruIOpsis (taﬁbién conocidos como Torula), Candida y Mycoderma.
Las especies preferidas de levaduras son 'las siguientes. Eﬁ parti~
cwlar es preferido emplear la provisién especifica del mimero de
referencia indicado; estos nimeros de referencia referidos a pri-
vigiones CBS referidos por el Centraal Bureau vor Schimmelculture,
Baarn, de Holanda y por las provigiones INRA referidos por el Ins-
titud Sational de la Recherche Agronomigue, de Parfs, Franocia.

linaje preferido

Candida - lipolytica .-~ CBS 599

Candida pulcherrima - CBS 610
Candida - utilis GBS 890
Candida utilis,Variati major CBS 841
Candida - tropitalis CBS 2317
Cendida arbores

Porulopais colliculoga CBS 133
Hansenula anomala GBS 110

Cidium lactis
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- Keurospora . - sitophila

mycoderma .cancoillote .- .- .INR&; STV 11

- -

De los ocitados el preferldo es ol Gandida 1ipolytica, en ”

paruicular.
. §i se desea, el microorganismo puede ger un moho, Un llnaae
conveniente es el Pencillium expansun,

81 se degea el microorganismg puede ser una bacteria. Las
bacterias convenientes son de uno de 1os Grdenes.
Pseudomonadales, anbaoteriales v Actlnomycatales

De preferencla lag bacterias que puededsexr emnleadas son de

lgs familias Coxynebacteriaceae, Microcgccaceae, Achromobacteraceae,'

Actinomycefaceae Rhigdbiaceae' Baoillaceéé ¥y Pseudomonodéoeae.
Lag egpeoies preLGridas son el Baoillus megaterium, Bacillus Sub
ﬁills ¥y Pseudompn aeruginosa.
Otras esPecles que pueden ser empleadas cbmprenden
" Bacillus amylobacter '
" Peeudomonas natrlagans
Arthrobacter Sp.
Vicrococeus spe
Cornynebaocterium sp;
Pséuqomonag syringee.
Xanthomonas begoniae
Flavohabterium devorans
Acetobacfgr Spe ‘
Actinomyces sp.
ocardia opaca
Convenientemente se emplean microorganismos capaces de des~

arrollapse enm un hidrocar.uro parafinico de cadena recia. Ve pre-

fersncia son empleados microorganismog que han sido desarrollgdos
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en un hidrocarburo oonteniendo pubstrato., El substrato convenienw
te comprende la kerosine, gas-oils y aceites lubricantes; estos
materiales de carga pueden estar sin refinar o pueden haber sue
frido un tratamiento de refinacidn, pero se requiere generalmen-
te que contengan una proporcidn de hidrocarburos de ocadena reow
ta de manera que colmen el §rop6sito de esta invencidn. Convew
pientemente se emplea una fraccidn de petréleo, conteniendo 345
% por peso de hidrocarburos de cadena recta.

La fraccidn de petrdleo preferiblemente empleada consigte
a lo menos de una parte de hidrocarburos de cadena reota y te-
niendo un peso molecular medio correspondiente a lo menos a 10
£tomos de carbono por moldcula. ‘

Los métodos preferidos para usar en el cultivo de los mi-
croorganismos y para la recuperacifn del producto son los des-
oritos en las especificaciones de las patentes britdnicas mfme-
rog 914,567-914~568-1017584 y 1017585~ tambiédn en las patenteg
britdnicas nimeros |

44606/62 (sFp 1300)
46906/62 (SFP 1300~A)
45049/62 (sFP 1407)
49050/62 (SFPL408)
49052/62 (SFP 1410)
49055/62 (SFP 1413)
49056/62 (SFP 1414)
49057/62 (SFP 1415)
49060462 (SFP1418)
49061/62 (sFP 1419)
49062/62 (sFp 1420)

49063/62 (SFP 1421)
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2034/63. - - - (SEP 1404). -

7623/63 - - CsFP 1429) _}
 19271/63 . (SFp 1440)° . R
20803/63 . (sFP 1442) | |
o0804/63 - - (SFP 1443)
21253/63 . (SFR 1441)
25210/63 ... (SEp 1401)
38942/63 - (sFP 1508)
45005/63 - . (SFP 1616)
45004/63 : (SFP 1626)
27284/65 - (SFP 1676)
44388/65 : (sFp 1700) °
4763/66 . (sFp 1858)
4765/66 (SFp 1870)
 5640/66 (sFp 1872)
- taﬂbiéﬁ en las BSpecificaéiones de. las patentes francesas
nimeros
52454 (sFp 1402)
1925327 : (SFP 1430)"

De preferencia la enzima prdteolitica empleada en el proce«
dimiento de la invencifn es una enzima que tiene'aotividaé para -
rompexr golamente un enlace entre Aos aminodeidos éspecfﬂicoswen
una componente proteina de la pared celuler, por lo cusl la ex-
tensidn de degradacién del componente proteina estd severamente
limitedo, Ademds, ya que pueds ocurrir alguna penetraoidﬁ del
citoplasma por la enzima proteolftica, él empleo de una enzima
con esta activided limitade es también dessable ya que ge con-

gigue que cualquisr degradacién de la proteina del citoplasma
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pueda éer,limitada de manera similar,
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Lag enzimas proteolf{ticas convenientes para emplear en el
procedimiento comprenden la pepsing, trypsina, bromelina, fioina
¥ papalna.

El empleo de la papaina se prefiere, Ia cantidad conveniente
de papaina empleada es 0.2-0.3 por peso del peso de la celula g0m
ca. | | |

De preferencia, la enzima proteolitica es empleada bajo
condiciones tales que una proporcibn substancial del componente
celular nitrogenado eg solubilizado. )

De preferencia, no obstante, las condiciones bajo las oug-
les la enzima proteolftica es empleada son también tales que mo-
lemente una menor proporcidn de las proteinas citopldsmicas, es
degradada, es decir convertida en polipeptidos de bajo peso mo-
lecular o en aminodcidos. |

Es un hecho importante de la invencidn que la enzima sea
desactivada o separada despuds de su empleo y antes del trata~
miento con una enzima que ataque el carbohidrato de la célula,
Como resultado del ataque g carbohidrato, la proteina o el citow
plasma es hecho mds vulnerable al atague por una enzima proteo-
1f{tica y la proporcibn de ataque a la proteina de dicho tipo se-
rd mevero, es por egta razén que la desactivacién o separacifén
de la enzima proteolf{tica a la etapa apropiada es importante.
hdemds durante la primera etapa del etaque por la enzima a la
pared celular, pubdé ocurrir algo de ataque g la proteina cito-
pldsmica y por esta razén tambidn el periodo de contacio de la
célula con la enzima antes de la separacién o destruccidn de di-
cha enzimg debe ser limitado al perioro necesario para efectuar

el ataque en la pared celular de proteina.
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De ~preferencia la determinacifn de las condlclones convenientes
para el ugo de la enzima proteolirica es efectuada como sigue. -

Despuds de la determinacidn del nitrdgeno celular total, la
muestra de microorgenismos es tratada en una serie de pruabas, con
disminucidn de las ocantidades de enzima. ,

Bl nitrdgeno solubilizadv total es luegd estimado y la propor—

cidn siguiente es calculadas

_solubilidad del nitrégeno total

nitrézeno celular total

La concentracin de enzima empleada sexrd la concentracién mi-
nima correspondiente al mdximo de esta prOporoidn;’

.De preferencia el material tratado gque queda desguds del
trataﬁianto con la enzima proteolitica es sometido a la fase de
separacidn y si se desea a la fase acuosa ssl recupexsda, con o sin
trataﬁiento de intervenoidn, puede ser reemplazada o reciclada para
el tratamiento de cantidades adicionaleg del microorganismo; Lg fow
se do separacién es preferiblemente por centrifugacidn. Daspugs de
lg fage de geparacifn el microorganismo conteniendo fracciones es
preferiblemente lavado con un medio acuoso, convenientemente agus,
péré separar la enzima proteolitica, a lo menos sismpre que la en-
zima egtd asociada con les paredes'celulares;

Bl microorganismo lavado puede ser gometido é una fage adicio-
nal de separacidn, convenientemeﬁje'por centrifugaciﬁn;

El microorganismo, habiendo sido tratado para separasr 0 des-
truir la enzima proteolftica asociada con la pared celular, debe
ser tratado ocon una enzima capaz de atacar losg carbohidratos en la
anexa etapa de tratamiento sin un indebido retrasso y ciertamente

antes que haya tiempo para la destrucecién de las cdlulas por auto-

lisisge
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En esta etapa adicional de tratamierto a lo menos algo de los
componentes carbohidratos de la pared celular, por ejemple la de—
luloga, con atacados. Puesto que las enzimag que son empleadas no
gon proteoliticas es posible operar bajo severas condiciones sin
substancial degradacidn de la proteina del citoplasma.

Despuds del tratamiento con enzimas para la degradacidn de
Llos carbohidratos de la pared celular y tambidn si se desea pera
la degradacién de los 1fpidos, la fase acuosa contendrd uma subs-
tancial proporeidn de la proteina del citoplasma en solucidn o
suspensidn,.

La fage acuosa con proteina suspendida coloidalmente puede
gor separada, por ejemplo, por centrifugacidn.

Si e desea esta fase acuosa puede sghora ser evaporada para
recuperar un producto sdlido nitrogenado.

La invencidn es ilugtrada sin cardcter alguno limitativo con

referencia g log ejemplos siguientes: .

EJBMPLO 1
25 kilogramos de una créma de levadurs acuosa conteniendo 15%

por peso de la levadura Candida tropicalis que ha gido desarrollads

en gas~oll, luego lgvada con de@ergenté no-iénico, fueron llevados @

7.6 pH por adicidn de una solucidn sosa 2; 27 gramos de fosfato

dis6dicq (PO4HHa2.'12H20) v 5434 de 4cido oftrico (feido cftrico -

1 H20) fud adicionado; la temperatura de la reaccidn de la mezcla fud

1leveda a 70°C, cuendo esta temperatura fué alcanzada 15 gremos de pa-

pain (SCHVARTZ) y 15 gramos de hidrocloruro de cisteina fueron adi-
cionados; la temperatura fué mantenide =z 70°¢ qurante una hora; el

raterial fué luego centrifugado obtenidndose un residuo y un PrO~



10

15

20

25

cw. 339847

ducto 1fguidos; este'résidﬁo fud lavado con 8"11tr05 de agua dogtim

" lada y centrifugéda; Fl residuo résultante ‘fud tomedo éor 15 1i-

$ros de agua destilada, el pH fuf ejustado a 5 por adicidn de wia
solucidn. 2V de Zoido clorhfdrico; 138 gramos de Posfato diséaico
(»0 Hﬁazlaﬁao) ¥ 38, 1 gramos de doido oftrico (foido oftrico 1H,0)

fueron adiclonados; esta nueva mezcla fué calentada y mantenida a

© 40°C duvente 2 horas en presendia de 25 gramos de celulosa (350 Pom

brigade por SHAB) y\25:gram03’da lipasa B (Rohm'y Haas). 8 pro-
duefo fué eentfifugaéo yel produofo liQpidd obteqiaé fué adiciow
nado & los productos Liquidos previemente obienidos por oantri¢uga-,
cidn, La mezcla de 1fquidos fud secade por pulverizacidn secante,
cbtenidndose 2,25 kilogramos de producto seco conteniende 11% por

peso de nitrégeno,
Ejemplo 2

10 kil&gramos de una suspensidn acuosa de levadura de panade-
ro conteniendo 15% de mate;ial.seco (Saccharomyces cerevisiae) fuew
ron 1levades a 7.6 pH por adicidn de una soluoién de sosa 213 lue~
go fueron adicionados 3 litros de regulador a 7.6 pi (390 ml de .
una solucidn 0.2 de fosfato monosédico y 2610 ul de una solucion

de fosfato dlsddlco), la temperatura de la- suspen316n fud. 1levaaa

‘a 70°C, cuando esta temperatura fud. aloanzada 6 gramos de SGHURTZ

"PICINE™ v 3 gramog de hidrocloruro de cistelng fueron adiciona~

. dosj esto fud dejado para digsrir durante una hora y despuds de la

contrifugacidn fueron obienidos un producto liguido y un resiauo;
esté rosiduo fué lavedo con 3 litros de agna desfiléda ¥ centrifu-
gadoe Bl residuo resﬁltgnte fud tomedo por 3;3 litros de agua ¥y
llevado a 5 pH por una solucidn de dcido olorhfdrico 2if, Zsta susw
pensidn fud mezclada con 3;3 litros de fosfato regulador - dcido

oftrico, para dar un pH=5, Ia temperatura fué mantenida a 40°C en



. 10

15

20

25

- 11 - -

presencia de 15 gr de celuloga (SEAB) y 15 gramos de lipasa B (Rohm
y Haas) durante dos'hbras.'El producto fué centrifugado y el 1£qui~
do §btenido fué adicionado a los productos liquidos'previamente ob-
tenidos por centrifugecidn. La mezcla de 1fgquidos fud secada por

pulverizaoidn secante. Sobre 700 gramos de producto seco'confqnien~

do 107 por peso de nitrégeno fueron obtenidos.
HOoOTA

Por la patente de invencién a que so refiere la presente mew
moria descriptiva se REIVINDICA la propiedad y la explotacidn ex-
clusiﬁé de: o » '

1,- Un procedimiento para la recuperacién de material nitroge-
nado de logs microorganismOS; caracterizado por el hecho que compren—
de el tratamiento con una engima proteoliiica un material que con-
siste de o contiene cflulas de un microorganismo, dichss células
teniendo una pared celular, construfda a lo menos on pérte de a lo'

menos un compuesto que tlene un componente carbohidrato y un compo-

-nente proteina, efectudndose el tratamiento de dicho material de ma-

nera que tome lugar la degeperacidn del oomPOQenté protéina Yy de
manera que el componente carbohidreto es hecho suscepiible para el
ataqué de 1a enzima, despuds de lo cual se dgsactiva 0 aépara 1a
enzima pioteolitica que esgtd présente en las paredes celulares; de g
pués se vuelve a tratar dicho material, o una fraccidn del mismo,
con una enzima, capaz de atacar un carbohidrato presente en la pa-
red celular, con lo cual *toma lugar la degeneracién de dicho carbo-
hidrato y despuds, con 0 gin una etapa intermedia para el nuevo ata-~
que o rotura de la pared celular; recuperaoi6nrde una fraceidn acuo-

sa que contiene compuestos nitrogenados en solucidn y/o suspensidn.
qd p Ve / P
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2.~ Un proaedlmlento, tal como el especificado en 1, caracte— -

’rizado por el hecho que 1a enzima proteoliﬁica es una enzlma que

tiene actividad para romger solaménte un enlace entre dos amino-

4oidos especifioos presentes en un cotiponente protelna de la pa-

3o~ Un’ procedlmlento, tal como el eSpeoifloado enlo 2, cam
racterizado por el heoho que la enzima proteoclitica es selecclp-
nada de la pepsina, triaina; bromelina, ficina y papaing;

4e- Un procedimiento, el como el especificado en 3,carac-
terizadb por ‘el hecho que la papaina es empleada en una cantidad

quie congtituye el 0.2 -~ 0.3% en peso de la oflula seca del microw

) organismo.

" 5o~ Un procedimiento, tal como el esPQciflcado en una cnal-
quiera de las precedentss reivindicaciones, caracterizado por el
hecho que la enzima proteolftica es empleéda ﬁajo gondiciones ta-

les que una prOporcldn sﬁbstanolal del componente nltrOgenado de

" la pared celular es solubilizado pero solaments una muy peqneﬁa

proporeidn de la proteina 01t0p1asm1ca es degradada.
" 6e= Un procedim1ento, tal como el especificado en una cuale’
quiers de las reivindicaciones precedentes,bcaraeterizédo por sl

hecho ‘que el material ffatado remanente despuds dei'ﬁrataﬁiento

“con la enzima proteolitica es sometido a fase de separaclong

7= Un ‘procedimiento, tal como el especificado en 6, carac-
terizado por el hecho que despuds de ‘la fase de separacidn, la’
fraccidn que contiene microofganismo es lavada con un medio acuo-
£0, ' ’
" 84~ Un procedimiento, tal como el especificado en una cual-
quiera @& las precedentes reivindicaciones, caracterizado por el

hecho que la enzima que es eupleada para atacar al carbohidrato de
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1a pared eelular es una celulosa. ]

9e~ Un procedimiento, tal como el eSpacifioado °n 8, oaracte_
rizado por el ‘hecho que oon la celulosa es empleada una lipasa. '

10.- Un prooedimiento, $al como el especificado en una cual-
quiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el
hecho Que el microprganismo es una levedurs. o ) - "

11l.~ Un procedimiento, tal como el especificado en una ougle
quiera de lasg reivindicaoionés_preoedenﬁes, caracterizado por el
hecho qﬁe el micfoorganismo es una levadura gue contiene hidrocar—
buro parafinico de cadena racta, , o -

12.,- Un procedimiento, tal como el especificado en 11, carac-
terizado por el hecho que la levadura es de la familia Cryptococca-
ceae, | - -

13.~ Un procedimiento, tal como el especificado en 12, carac-
terizado por el hecho gue la lefadura es de la subfamilia Crypto-
coccoideae, ‘ . . B

14 .~ Un procedimiento, tal como el especificado en 13, carac—
terizado por el hecho Qﬁe la levadura es del género Torulopsis.

15.~ Un procedimiento, tal como el especificado'en.l3,'caraéQ
torizado por el hechq que la levadura es del géhero dandida. .

16+~ Un procedimiento, tal como el especificado en 15; carac-~
terizado por el hecho que la levadura es Candida lipolytica.

17~ Un procedimiento, tal como el especificado en 15, 9ara6—
terizado por el hecho gque la levadura es Candida tropicaliss

18.~ Un procedimiento, tal como el especificado en una oual-
quirra de las reivindicaciones 1-9, ;aracterizado por el hecho gue

el microorganismo es una bacteria.
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_ " 19~ Un procedimiento, tal como el es_pecj_fioado en una
“ cualquiera de lag reiv:.ndlcaciones preoedentes, caraezerizado
por el hecho que el nioroorgamsmo hasido cultlvado en un subes~
tra‘bo que contiene hidrooarburo.
200~ "Un proced:.miento pera la reouperaos.tSn de material
nitrogenado de los microorganismos“
Consta le presente memoria descr:.p“biva de catorce hojas
folisdas, esoritas por una sola cara.
Barcelona, 15 de Abril de 1967.
E. LAVIN REVYNALDO
P: P.
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