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Esta invencién se refiere a un método pars dese—i
rrollar microorganismos y para obtener proteinas y otros m@
teriales Utiles por sintesis microbiolégica. {

Muchos microorganismos son capaces de producir %
protefnas y otros materiales Gtiles a partir de hldrocarbu:
ros. Bstas protefnas pueden emplearse como alimento para el
ganado y otros animales incluyendo los seres humanos. Hasté
ahora, las mezclas de cultivo empleadas para cultivar los%
mlcroorganismos han sido emulsiones de aceite en agua, fog§
mando la fase discontinua el hidrocarburo que se utiliza cé

mo fuente de carbono. ;

Se ha descubierto shora en la invencién que es de
seable utilizar una emulsibn de agua en aceite como medio
!de cultivo. Ia ventaja es que el oxigeno puede ser transfe
zrido a la fase acuosa (en la que tiene lugar realmente el

i .
‘desarrollo celular) mucho mejor que con las emulsiones con

- 'vencionales de agua en aceite. El resultado es que se con-~

_sigue vna velocidad mayor de desarrollo celular.

i Por tanto, segin la presente invencidn se propor

clona un método para cultivar el desarrollo de microorganis
gmos que utilizan hidrocarburos, que comprende incubar el mi
%croorganismo en ung mezcla de cultivo en forma de una emul

x316n de agua en acelite, comprendiendo la fage de aceite un

hidrooarburo como unice fuente de carbono para las necesi-

dades energéticas y de desarrollo, y comprendiendo la fase
;acuosa una disolucién nutricia acuosa de sal mineral. Lasg
%oélulas se cultiven en la mezela de cultivo introduciendo |
Een la misma un gas que contiene oxigeno, y, una vez que hé
%tenido lugar el grado deseado de desarrollo celular, la meg

M 1
cla puede ser dividida en una fase de aceite y una fase acuo
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sa que contiene la mayorfs de las células, y las células
pueden ser recuperadas a partir de la fase acuosa.

Is invencién es aplicable a cualquier especie mi
crobiana aerobia que pueda utilizar un hidrocarburo como
5 fuente de carbono para las necesidades energéticas ¥y de de

sarrollo. Pueden emplearse bacterias, hongos, levaduras y

mohos. j
Se prefieren los organismos no delicados o compli

. . |
cados, es decir los que se desarrollen en medios simples de

10 }sales, sin necesidad de la adicién de compuestos orgénico%.

3Se excluyen las especies que son patbgenas activas para 1@5
lanlmales 0 seres humanos. ‘ '
§ De las bacterias, los géneros adecuados 1ncluyen

' las Seudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Sarcina, etc. Son

15 ‘especies ilustrativas de estos géneros el P. aeruginosa,

|
' P._oleovorang, P. putida, P. boreopolis, P. methanica, P. !

ffluorescens, P. pyocyanea; B. sureus, B. acidi, B. subtilis,

B. urici, B. cereus, B. coagulans, B, mycoides, B. circu-

1ans, B. megaterium; Flavobacterium aquatile; Sarcina alba,

20 Sarcina luteunm. :

3

Otros géneros preferidos son el Achromobacter y:

Nocardia, ilustrados por especies tales como el A. xerosis,
i

A. agile, A. gutatus, A. superficialis, A. parvulus, A. cy-

cloclastess N. salmonicolor, N. asteroides, N. minimus, Ei

|
25 | opaca, N. corallina, N. rubra, y N. paraffinse. Es Gtil el

; 1
: género Nycobacterium, particularmente las especies tales co

!mo el M. parafficum, M. phlei, M. lacticola, M. rhodochrous,

’M. smeematis, M. rubrum, M. luteum, M, album, M. byalinloum

y ’.[c 1391’&3. ° g
30 ‘ Otras bacterias que utilizan hidrocarburos son el
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Methanomonas methanica y Methanomonas sp.; el Micrococcus

paraffinae; B. aliphaticum, B. hidium y B. benzoli, del gé

nero Bacterium; y las especies de Micromonospora. Otros gé
neros Gtiles incluyen los Brevibacterium, Aerobacter y Co-
rynebacterium.

De los hongos, el método es aplicable a cualquie

=

hongo comprendido en la clasificacidn de Bumicetos u hon-

gos verdaderos, pero preferiblemente a log de la clase de

hongos imperfectos o de la clase Phycomycetos. Los hongos

zpreferldos de la clase de Fungi Imperfecti son las esPecles

‘de los géneros Aspergillus y Penicillium, ilustrados por §

i .
iel A. niger, A. glaucus, A. oryzae, A. flavus, A. terreus,

'A. itaconicus; P. notatum, P. chrysogenum, P. glaucum, g;i

‘griseofulvum, P. expansum, P. digitatum, P. italicum, etc..

:0tros organismos adecuados incluyen varias especies de los.

‘géneros Monilia, Helminthosporium, Alternaria, Fusarium y

_Myrothecium. Los hongos preferidos de la clase de PhyOOmycé

.tes incluyen especies de los géneros Rhizopus y Mucor, ta-

'1es como el R, nigricans, R. oryzea, R. delemar, R. arrhi-

zus, R. stolonifer, R. sp.; M. mucedo, M. genevensis.

! Algunos de los anteriores géneros de hongos estén
‘también caracterizados como mohos, tales como los Aspergl—
;1lus, Penicillium, Rhizopus y Mucor, pero ha de entenderse
.qQue todos son verdaderos hongos, 0 Eumycetes. f
i De las levaduras, los orgenismos preferidos son é
de la familia Cryptococcaccae, y particularmente de la subfa
mllla Cryptococcoidae. Los géneros preferidos son los Toru
E10ps1s (6 Torula) y Candida. Ias especies preferidas son e;

fCandida lipolytica, Candida pulcherrima, Candida utilis,

‘Candida wtilis variedad major, Candida tropicallis, Candida

]
M
4
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intermedia y Torulopsis colliculosa. Otras especies Utiles

son la Hansenula anomala, Oidium lactia y Neurospora sito-

?
phila. ]
El hidrocarburo es tal que esté en fase ligquida

8 la temperatura de incubacibn, pare poder formar una emu%
siln de agua en aceite. Se prefieren los hidrocarburcs ali
féticos, y éstos pueden ser saturados o no saturados, de cé

dena recta o remificada, y con hasta 20, 30, 40 o més &to~

f

mos de carbono. Son particularmente deseables los hidrocar:

!

‘buros saturados de cadena recta que tienen hasta 20 &tomos!
1 i

‘de carbono. También pueden emplearse hidrocarburos cfcli~
?oos, gue comprenden compuestos srométicos y alicieclicos, y
'que incluyen compuestos ciclicos sustituidos por alcohilo
éque tienen 1, 2 é més sustitﬁyentes de alcohilo, cada uno ;
%de ellos de cualquier longitud, configuracién de cadena y :
égrado de saturacién apropiados, y en los que el resto clcli
co es aromdtico o cicloparafinico. Los hidrocarburos aromé
ticos sustituldos por alecohilo incluyen el tolueno, los va
rlos xilenos, el mesitileno, etilbenceno, p-—cimeno, los dle
tllbencenos, y los propilbencenos, butilbencenos, amllbence
.n0s, heptilbencenos y octilbencenos isoméricos. Entre las-
paraflnas sustituidas por alcohilo dtiles se encuentran el
metilciclopentano, los di- y trimetilciclopentanos, el etll
ciclopentano, los dietileiclopentanos, y los varios propilL,
‘butil-, amil-, hexil- y octilciclopentanos. También son ﬁti
’1es los alcohilciclohexanos, sustituidos de manera corres-

pondiente a los alcohilciclopentanos anteriores, y que in-

. t
‘cluyen ademds los compuestos tales como los varios tetrame,

itileiclohexanos, metiletileiclohexanos, metilpropileciclohe.
1 - :
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adecuado,

!ros de C
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rias fracciones de petréleos, residuos, etc.
estar en fase 1lfquida no sélo por tener un punto de fusidﬁ

apropiado. Los hidrocarburos estudiados en los pérrafos an'

teriores son los normalmente iiquidos a la teﬁperatura de

. 1
normelmente gaseosos a la temperatura de incubacién, tales!

jcomo el metano, etano, propano, butano, y otros hidrocarbu

Pueden utilizarse aceites o petréleos crudos, va
Ha de tenerse en cuenta que el hidrocarburo pued

sino también por estar disuelto en un disolvente,

a 05. Estos hidrocerburos gaseosos pueden estar %

en un hidrocerburo normalmente liquido, tal como:

wna fraccién de petréleo en el intervalo de ebullicibn de '

o

incubacidén., No obstante, otros hidrocarburos dtiles son los

:1a gesolina 0 el queroseno, o en un alcano como el octano,
t

inonano decano, etcsy o pueden esbar disueltos en cualquier;

otro disolvente convencional de los mismos que es inerte en

te de carbono, disolviéndolos en un disolvente hldrocarbona

: el procedimiento y no es téxico pars las células. Asimismo,

pueden emplearse hidrocarburos normalmente sélidos como fuen

do de la manera descrita, o en cualquier otro disolvente i

1nerte convenional no t6xico.

Ll material nutriente de sal mineral aouosa’com-i

prende una, fuente de nitrégeno tal como un nitrato o nitrl

!to, o sal de amonio o urea, e iones tales como el potasio,! i

magnesio, fosfato y sulfato, asi como iones de ollgoelemen!

'tos, como molibdeno, cobalto, ete. Puede haber presentes tra

zas de manganeso, hierro y calcio. Como en el medio nutrlen

te se 1ncluye agua, la mayoria de estos iones estdn usual~i

mente presentes en suficiente cantidad en las fuentes ordi

parlas de agua poteble. No obstante, es deseable afiadir los

H

¥
I
¥
i
¢
.

L}
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‘iones al medio nutriente para asegurar su presencla en can

itidad suficiente para el desarrollo, El medio nutriente cons

ta usvalnente de agua fundamentalmente, que puede conatltuir
iel 99%, o més, en peso del medio nutriente, aunque tamblén

5 lpuede constituir una proporeién menor, llegando hasta el ;
50 del mismo. En genersl puede emplearse cualquler prOpor'
‘016n de agua empleada hasta ahora en el desarrollo mlcrobla
'no. Un medio nutriente adecuado de sales minerales puede te

!ner los componentes siguientes, disolviéndose los componeg

10 gtes en suficiente agua para hacer un litro de disolucién: |
7 Tabla 1 Z
: Monohidrogenofosfato potdsico 6'0 g.
| Dihidrogenofosfato sbédico 9'0 g.
i NMolibdato de sodio 0’006
5 Cloruro cob&ltico 0006
Sulfato de magnesio 0'6
Sulfato de amonio 6'0

Otro material nutriente adecuado de sales minera

‘les es como sigue:

20 ] Tabla 2
| Monohidrogenofosfato sbédico 9 g./ 1.
| Dihidrogenofosfato potdsico 6
! Sulfato de amonio 6 ,
5 Sulfato de megnesio 0'6 ?
25 5 Carbonato de sodio 0'3 f
! |
| Cloruro de calcio 0'03
| Sulfato ferroso 0'015 ;
f Sulfato de menganeso 0'006 % '
| Cloruro de cobalto - 0'006 %
0 Molibdato de sodio . 0'006 |

. 377035
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El método comprende en lineas generales incubar
el microorganismo en el medio nutriente mineral en presen—:
cia del hidrocarburo y oxigeno. Durante la incubacién, la !
mezcle de cultivo es mantenida en condiciones que aseguran:
un desarrollo éptimo del microorganismo. ILa temperatura, t
por ejemplo, ha de mahtenerse entre aproximademente 202 y E
aproximadamente 552C, y preferiblemente de 202 a 402C. El;
pH se mantiene a un valor préximo a la neutralidad, es de{

cir de aproximadamente 7'0, aunque puede variar entre apro:

H
,éximadamente 515 y 8'5, Ia mezcla se mantiene en un estado !

Ede agitacibn, por ejemplo por sacudidas, o empleando héli-é
ices, paletas, balancines, agitadores, u otros medios empleé
.dos ordinariamente para efectuer la agitacién de una mezcla
fliquida. Tembién se incluye la agitacibén producida haciendo
.circular aire en la mezcla después de introducirlo en 1a
misma por medio de un tubo de burbujeo.

las proporciones de la sustancia nutricia mineral
‘acuosa (que incluye agua y sales disueltas) son las necess
ries pars proporcioner la emulsién de agua en aceite, for=-
mando el hidrocarburo la fase continua. Preferiblemente, lé
emulsién es formada y mantenida por agitacibn de la mezecla
de cultivo, y adecuadamente pyede comprender al menos 66%,
;y hasta 80 6 90% o més, de hidrocarburo, en volunen, siendo
fel resto el material nutriente mineral acuoso. Segfn este
ﬁétodo preferido de formar la emulsibn, hay presentes wno
Eo més agentes emulsionantes, bien produciéndose en la mezcla
§de cultivo durante la fermentacibn, o siendo afiadidos per ;
ése. Los agentes emulsionentes afiadidos per se pueden ser de
‘carécter iénico o no idnico, entendiéndose que han de ser

‘adecuados para favorecer una emulsién de agua en aceite. Pue

377035
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de formarse y mantenerse una emulsidn del tipo de agua en
:acelte con proporciones inferiores de hidrocarburo, desde .
%aproximadamente 66% hasta 35 6 40%, siendo el resto mate—;
‘rial nutricio mineral acuoso, en volumen, y a estas propor

1ciones es preferible afiadir uno o més agentes emu181onanteg
'per se, de la clase descrita. Algunos agentes 1lustrat1vo$
1comprenden los oleatos y estearatos, como el sesquioleato:

de sorbitan, monooleato de sorbitan, monoestearato de sorb1

Jtan, oleato de glucésido de polioxietileno oxipropileno,

; H
'etc. Preferiblemente, los agentes tienen un HIB (Equilibrio

;hidréfilo-lipéfilo) de aproximadamente 3 a 6. (Ios valores
Tnuméricos de HLB se explican en una publicacién de Atlas
Chemical Co, titulada "Atlas Surfactants", en la que se di
ce que varian desde aproximadamente 1 a 30, indicando los
valores inferiores un material méds lipéfilo y los valores
‘superiores un material mds hidréfilo). También pueden obte
‘nerse agentes de valor de HLB adecuado mezclando dos o més
‘agentes distintos. Los agentes dtiles se emplean en las pro
ipor01ones convencionales, y preferlblemente son comestlbles
o no téxicos.

Ia emuls16n puede ser formada convenientemente en
el interior del fermentador, aunque es posible también pre

pararla por medio de un homogenizador convencional, y anae

‘dlrla después al fermentador.

El fermentador puede estar abierto a la atmdsfe-

l

1
'ra, y, con la agitacién de la mezcla, su superficie expue
t

'ta a la atmésfera es renovada continusmente y se absorbe

s

i

i

| r

oxigeno de la atmbésfera. No obstante, se prefiere mantener
’cerrado el fermentador, y suministrar ox{geno haciendo bur

5bu3ear aire a través de la mezcla, proporcionando tembién '
| : o

i
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con ello la agitacién deseada.
En relacién con el suministro de oxfgeno al fer-
mentador, del que depende la veldcidad de desarrollo celu-

lar, la invencién proporciona una notable ventaja con res-

pecto a la produceién de eélulas convencional utilizando v

medio de cultivo que comprende ung emulsidn del tipo de acel'

*te en agua. BEn el método convencionsl, es transferido oxi—

geno desde las burbujas de aire, a través de la fase acuosa
:continua de la emulsifn de aceite en agua, a las células e#
Edesarrollo dispuestas en dicha fase, y esta velocidad de .
étransferenoia depende de la solubilidad del oxfgeno en la E
?fase acuosa. A 372C, una temperatura convencional de incuba
‘eibn, la solubilidad del oxfgeno en la fase acuosa, en cog;
idioiones de equilibrio, es de aproximadamente 6 ppm. En el
imétodo de la presente invencibn, es transferido oxigeno des
de las bﬁrbujas de aire, a través de la fase hidrocarbona-

" da continug de la emulsibn de ague en aceite, & una veloci

;dad, bajo condiciones de equilibrio, correspondiente a su
Esolubiliﬁad en dicha fase, que estd comprendida entre 60 yi
100 ppm. ; ¥ desde la fase de hidrocarburo el oxigeno es
“transferido a las células en la fase acuosa dispersa. Se ob
iservaré, por tanto, que la velocidad de transferencia a tra
vés de la fase continua de hidrocarburo es de 10 a 16 veceé
ﬁayor que a través de la fase continua acuosa; y la veloci
Eaad de desarrollo celular en la emulsidn de agua en aceite
;es mayor que en la emulsién de aceite en agua en un factorz
de al menos el mismo orden de maghitud. f
; Se muestra un método particularmente adecuado pa

ra desarrollar células en la emulsibn de agua en aceite, gu

mlnlstrando al mismo tiempo aire en proporciones adecuadas
E

| 377035
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no sélo para el desarrollo sino también para proporcionar |
la agitacién, en el aparato representado esquemdticamente
en lag Pigs. 1y 2, siendo esta Ultima una seccién de la
Fig. 1 por la lines 2-2, El método implica una operacidn
con inyeccién de aire efectuada en un aparato 10 en formai
de U, que comprende un par de columnas 1l y 12, cada ung dk-
ellas conectada en la parte inferior por unma curva en U qu
y ablerta cada una de ellas en la parte superior. Ios extr%

'mos superiores abiertos, 14 y 15, estdn en el interior de .

guna pieza cilindrica 16 que tiene una tapa 17 en su extremb

?superior abierto. El extremo inferior 18 del cilindro 16 pé
gté cortado a bisel, o en pendiente, y estd cerrado por la
pared inclinada 19. El extremo superior de la columna 11
:también estd cortado a bisel, y la abertura 14 de la mism;
‘est4 situada en el mismo plano que la pared inclinadae 19.
De este modo, el liquido que hay en el cilindro 16 escurre
& través de esta abertura 14 y cae en la columna 1l. Ia co
;lumna 12 penetra en el cilindro 16 hasta una cierta distan
%cia, vy terming 'en una parte extrema abocinada, 20. En funuf
Tcionamiento normal, el cilindro 16 estd lleno con 1iquidoi
‘hasta un cierto nivel indicado por 21, y en este lfquido eé
itén introducidos un control 22 indicador del pH y un dispo
%sitivo 23 indicador de ls temperaturas. En 24 hay un escap%
que permite pasar a los gases al exterior. i
Ias columnas 11 y 12 estén construfdas de seccio
nes, como se muestra en el dibujo, aungue puede emplearse

cualquier otra construccién adecuade. Entre cade dos seceid

—
v

{nes adyacentes hay unas juntas herméticas al agua. Un tubﬁ
225 de entrada de aire lleva aire desde una fuente que no se

‘muestrs hasta un digpositivo de burbujeo 26 situado por de!

|
| .. 377035



bajo de la parte central de la columna 12, En 27 hay un tu
bo de descarga provisto de una vélvula, para extraer muesJ
tras. , E
Aungue se pueden emplear verios materiales en la
5 construccidén del aparato, las columnas pueden ser adecuadé
mente de vidrio, el cilindro de metal, la tapa de materlal
transparente, y las Juntas de material pléstico de Teflon.
El aparato puede hacerse funcionar quitando la ta

pa 17, e introduciendo por el extremo abocinado 20 de la co

10 1umna 12, en las proporciones deseadas, el material nutrlen
te mineral acuoso y el hidrocarburo. Se eflade material su-
,fmclente pera llenar la columna 11, la columns 12 hasta el
énivel indicado por 21, y el cilindro 16 hasta el mismo ni-~
‘vel., También hay presente un microorganismo, afiadido al mg

15 terial antes o después de introducir éste en el aparato. En
1la columna 12 se hace entrar aire, a través del burbujea-

" dor, & la velocidad deseada, siendo ésta como minimo sufi-
ciente para mover el 1liquido hacia arriba en la columna 12;
‘hacer que rebose por la parte superior‘l5 de la misma, y

20 caiga en la parte inferior del cilindro 16. As{ se crea una
écireulacién, segun las flechas del dibujo, pasando el liqui
.do de la columna 11 2 la columna 12, y descendiendo por gra
vedad el 1iquido del c¢ilindro a la columna 1l. Ia velocidad
de esta circulacidén puede estimarse visualmente y controlar

25 ;Se ajustando la velocidad del aire.

) La mezela de cultivo del aparato puede calentarse

Sde cualquier forma adecuada, por eaemplo insertando una va

‘rilla u otro dispositivo calentado eléctrlcamente (no se

muestra) en el liguido del cilindro 16, o de cualquier otra

30 manera que se desee. Pueden emplearse medios automiticos de

377033

_ - 12 -
50 4‘070



10

15

20

25

30

5+4.70

‘do el procedimiento, no habiendo adiciones ni, salvo las

control de la temperatura, de tipo convencional, para manﬁ
tener una temperatura constante. El control del pH se efec
' tia por medio del instrumento 22, y, si es necesario, se ﬁg
cen de vez en cuando los ajustes adecuados por adicién apro

. : . . !
piada de una sustancia alcalina o 4cida. El aire que se re

coge en el cilindro 16 es expulsado a la atmbsfera a través
ide la conduccién 24, juntamente con cualquier otro gas. !
E Se observarid que la corriente de aire introducida
18 través de la conduccifén 25 no sbélo introduce oxigeno en
?el sistema, sino que también proporciona la agitacidén de ia
‘muestra y ceusa su movimiento de una columna a la otra. Ei
Etransporte ¥ la agitacién determina un buen contacto entré

las células y los demés componentes de la muestra. Un cau-

dal tipico de aire es 2!8 litros por minuto por litro de 1f
‘quido en condiciones esténdar, aunque el caudal puede aumég
'farse hasta 5, 10 o mis veces este valor, o disminuirse hég

'ta el 20% 6 el 10%, o menos, de este valor.

El funcionamiento del método anterior puede hacer

. se de manera discontinua o continua. En el primer caso, la

'carga inicial de mezcla de cultivo es mantenida Gurante o

imuestras de ensayo, extracciones. En el segundo caso, se ha

- . . . s )
;cen adiciones y extracciones, bien de modo continuo o inter

;mltente, en el transcurso de una operaciédn. !
i ]
:

En una operacién discontinua, la circulacién de |
'la mezcla entre las columnas 11 y 12 puede hacerse durante
‘el tlempo Que se desee, pero usualmentie se detiene cuandof
ya no hay més aumento del desarrollo celular. El desarrollo
puede seguirse extrayendo muestras de ensayo de la mezcla'

‘de vez en cuando a través de la conduccién 27, ¥ analizéndo

|
[}
1
i
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las por medio de medidas de densidad Sptica, como se des-
cribe mds adelante en &l Ejemplo 1. Cuando se decide dete-
ner la fermentacibn, se cierran la circulacién de aire y la

aportacién de calor, y la mezcla es descargada del uistema

la través de la conduccidén 27, llevéndola a un depésito de;

sedimentacibn, en el que se efectda la separacién de faseé
de jando reposar la mezcla, aunque pueden emplearse otros me
dios de separacidén. Una de las ventajas de la invencién eé
que la separacién de fases, efectuada por reposo, puede c&g
seguirse casi esponténesmente, o en cuestién de segundos,%-
{y generalmente en menos de un minuto. ILe fase de aceite gé

ciende a la parte superior del depbsito de sedimentacién, |

es extraida, y conservada para su empleo en otra operacién.
Lo fase acuosa, en la que se recogen las células, es some-
tida a una operacién adecuada de separacibn, tal como unai
filtracibn, centrifugacidén, sedimentacibn, etc., con lo qée
se recuperan las oélulas. El material nutricio mineral acig
g0 resultante, ya usado, puede tratarse, si se desea, pari
recuperar cualquier producto quimico de interés, y si esto
no es factible o no se deses, puede desecharse, o utilizaﬁ
se de nuevo si estd justificado. i
Pueden obtenerse producciones de células de hasJ

ta 20 g/l de mezcla de cultivo, o més. En oomparaclén, pue
{de obtenerse una produccibén de no més de aproximadamente i
%5 g/1. utilizando una mezela de cultivo en forma de una emul
isibn de aceite en agua. ' E
En una operacién continua son aplicables los pné.
écedimientos empleados en una discontinua, salvo en gque se;

ihacen adiciones de hidrocarburo y sustancia nutricia mine-

‘ral acuosa, y extracciones de mezcla de cultivo, en el trans

| 377035
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curso de la operacién, bien de un modo intermitente o eon-
tinuo. Estas adiciones y extracciones se equilibran, no sé
lo para mantener la cantidad o nivel de la mezcla de culti
vo en el aparato, sino también para mantener el estade de

la emulsibn, es decir, una emulsidn de agua en aceite, de :

composicién sustancialmente constante. La mezela de cultivp

extraide puede ser dividida en fases continuamente, utiliJ
zéndose de nuevo la fase de aceite, por ejemplo por recicla
do, y extrayéndose y recuperéndose las células de la fase}
acuosa. la fase acuosa usada puede utilizarse de nuevo tal
como estd, o puede reconstituirse primero por adicién de sa
les minerales y utilizarse después; o bien, si su estado s%
considera inadecuado, puede ser purificada separando los |
productos t6xicos, o puede ser desechada. Si se desea, alj
gunas de las células producidas pueden ser recicladas, biep
antes o después de su separacifn de la fase acuosa, ya qu4
este reciclado puede dar cierto estfmulo para el desarroll@
posterior. Las extracciones y adiciones pueden iniciarse e%
cualquier momento deseado, bien en el punto de méxima con-{
centracibn o desarrollo de las células, o en algin punto aﬁ
terior; preferiblemente se inician en un momento subsiguieé
te al comienzo de la fermentacidén. El punto de méximo desa
rrollo puede establecerse fécilmente, por ejemplo constru%
yendo un gréfico de variacibén de la concentracién celular !
en funcidén del tiempo. Una ventaja de una operacién conti%

1] 1
inua es que da una produccién continua de células en un apa

ey

rato dado. Otra ventaja es que los productos téxicos, es de

i
cir productos téxicos para las células, que tienden a reu-

nirse en la fase acuosa, pueden ser extraidos continuamente

jdel sistema. i

377035
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_|moglobina tiene la capacidad de combinarse débilmente con |

Es posible afiadir a la mezcla de cultivo una sug
tancia que absorbe y desprende oxfgeno, y preferiblemente
una superior a este respecto al hidrocarburo. Bsta sustan=
cia o compuesto puede absorber oxigeno del aire introduci-
do, y en algin punto posterior de la cireulacién de la mez

i
cla de cultivo liberar o desprender al menos parte del oxi

geno para las células. De esta menera puede suministrarse
una mayor cantidad de oxigeno a las células, para que éstas
lo utilicen. Un compuesto de interés para este fin es la ﬁg
moglobina, un material soluble en agua que comprende un cig
plejo de una parte de pigmento que contiene hierro, llamai

de heme o hemina, con una proteina llamads globina. Ia he%

!

ox{geno molecular, formando oxihemoglobina, pero la uniéni

es débil, y puede descomponerse bajo condiciones relativamen
§

te simples, tales como un cambio en la presién parcial de '

onigeno o del pH, formendo oxigeno y hemoglobina reducida.

gAsi pues, la hemoglobina puede absorber oxigeno en una zona
]

de presién parcial de oxigeno més alta, y dejarlo en liber
H
tad en una zona de inferior presién parcial de oxigeno. Es

. i
Etas zonas pueden identificarse en el aparato de la Figura :

1; la primera es adyacente y estd precisamente encimg deli
;aire introducido en la columna 12, y la segunda estd més ,
galejada de esta corriente de aire, por ejemplo en la colug
gna 11, |
é El complejo de hemoglobina puede ser dividido en

gheme ¥y globina. El heme es capaz de combinarse con otras vé
?rias proteinas, como la alblmina, y con bases como la pir;

‘dina, nicotina, emonfaco, etc, produciendo hemopiridina, he

monicotina, etec. En conjunto, estos compuestos se denominan

377033
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hemocrombégenos. Reaccionan con el ox{geno de modo similar
& la hemoglobina, y tienen un uso similar. Puede observarse

que la propia hemoglobina es un hemocrombgeno. ILa hemoglo-

bina se encuentra en la sangre de todos los vertebrados. El
heme estd aun més ampliamente distribuildo en la naturale-%
z8, ¥ puede emplearse para formar un complejo con una basé
que contiene nitrégeno o con una proteina deseadas.
la invencién puede ser ilustrada por medio de 1os

e jemplos siguientes.

Ejemplo 1 !

En una operacifén discontinua, se preparé una meé

cla de cultivo que comprendia 6!5 litros de n—hexadecano,:
310 litros de medio nutricio mineral acuoso fresco de la 5

composicién expuesta en la Tabla 1, y 250 mg. de Brevi-bac-

terium sp. Ia mezecla tenia un pH de 7!0. Pué introducida %n
un fermentador de inyeccién de aire, del tipo ilustrado y}
de unos 10 litros de capacidad, calentada a 362C, y se hi%o

burbujear aire a su través a un caudal de aproximadamente§

51 litros/min. A medida que tuvo luger el desarrollo, el j
pH de la mezcla descendié a 6/0, valor en el que se mantuvo
‘por adicibén de hidrdéxido de amonio. Peridédicamente se aﬁa7

dieron agua y n-hexadecano para reponer las pérdidas por

evaporacibn, .
Ia concentracién de las células se midié perldd
camente por determinaciones de densidad éptica, hechas en;

muestras totales o completas de mezecla de cultivo. Un cc. |
|
|
i
! 2-propanol, centrifugada, y después redispersada en agua en

de muestra del fermentador fué dilufda con 8 a 10 cc. de

{
preparacién para una medida de densidad. ILa centrifugacién
; de cada muestra demostrdé que la fase liquida de la misma se

i 377035
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componia de aproximadamente 2/3 de.acsite y 1/3 de agua o
medio acuoso, El tefiido con wn colorante soluble en agua
(Wigrosina) reveld que la fase liquida era una emulsidn de
agua en acéite.

A todas las concentraciones de células se encon-

tré que la fase acuosa de las muestras extraidas era capaz

de separarse de la fase de hidrocarburo en aproximadamente
20 segundos, un fendmeno no observable en el caso de un me
dio de cultivo que comprende una emulsidén de aceite en ag@a.
Gracles a esta rdpida separacién de fases, se formé una fa
se acuosa exenta de espuma, que contenia la mayoria de 1a%
célules; sobre ella estaba la fase de hidrocarburo. Pasadqa
aprbximadamente 10 minutos, se observé una neta separaciéﬂ
de las células por sedimentacidén en la fase acuosa, no ha%
biendo presentes gotitas de aceite dispersadas. Ia densid%d
6ptica se midié tomando muestras de mezela de cultivo y dg
terminando la absorcién de rayos de luz visible de una loﬁ
gitud de onda de 400 milimicras (O 4 micras) en un coloriﬁg
tro Bausch y Lomb. En la tabla sigﬁiente se muestra el aué
mento de desarrollo de células e intervalos peribdicos du-
rante todo el experimento. ;

]

377035



10

15

20

25

30

1 v 1307
P st
" 1Y A ;j‘ :

: Tabla 3
Tiempo de  Concentracién Tiempo de  Concentracién
operacién, de células, - operacibén, de células,
horas g/1. horas g/1.
1 015 11 5'9
2 0'25 12 7'1
3 0'35 13 7'8
4 0's5 14 7'95
5 0'65 15 8'05
6 0'9 16 8'1L
1 1'3 17 8'15
8 2'2 18 8'25
9 3'3 19 8'3
10 4'3 ' 20 8'3
25 8'4

Es evidente que el desarrollo celular aumenté continuamenté
durante todo el experimento. A partir de aproximadamente 1;
72 hora y continuando hasta aproximadsmente la hora 138, eb
aumento de desarrollo fué acusado, aumentando ls concentrg_i
cibn de 113 a T7!8 g/1. Si los datos se representan gréficaL
mente para obitener una curve de concentracibén en funecién

del tiempo, se observa que este brusco aumento corresponde!
a una parte casi vertical de la curva. De la hora 138 a 14
hora 258, el desarrollo se hizo menos ripido, pero ain era
continuo. Se alcanzdé un valor alto de 8'4, i
Ejemplo 2 |

En otro experimento efectuado de sustancialmentﬁ

|

ila mismae manera que en el ejemplo anterior, la produccién

de células alcanz6 un miximo de aproximadamente 20 g/1. Se

cree que en este experimento la contaminacién de la mezcla

377035
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de cultivo por productos téxicos fué probablemente un fac~

tor menos importante que en el caso anterior.

N 0 T A

Ios puntos de invencién propia y nueva que se prie
i
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de

Invencibén en Espafia, por VEINTE afios son los siguientes:

l.~ Un método de cultivar un microorganismo que
utiliza hidroearburos, que comprende incubar el microorgae-
nismo en presencia de oxfgeno y un hidroecarburo, como ﬁniéa
fuente de carbono paras los requerimientos de energis y de%g
rrollo, en una mezcla de cultivo en forma de una emulsién |
de agua en aceite, comprendiendo la fase acuosa de la emqﬁ
sifn una disolucidén nutricia acuosa de sales minerales, yé

comprendiendo la fase de aceite el hidrocarburo, y recole

Q.

tar las células a partir de la fase acuosa.

2.~ Un método seglin la reivindicacidén 1, en el

e oo |

que la emulsidén es mantenida agitando la mezcla.

3.- Un método segin la reivindicacién 2, en el

4
:que la mezcla es agitada haciendo burbujear a travéds de la

I

i

i

émisma el gas que contiene oxigeno. ;
§ 4.~ Un método segiin cualquiera de las reivindicg
%ciOnes la 3, en el que la mezcla contiene un compuesto qu?
ies capaz (e absorber oxigeno y desprenderlo a las células ;
‘en la fase acuosa.

; 5.~ Un método segin cualquiera de las reivindiea

'ciones 1 a 4, en el que la mezcla contiene un hemocrombgeno.

377035
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6.~ Un método segin cualquiera de las reivindicg
ciones 1 a 5, en el que la mezcla de cultivo contiene al %g
nos 35% en volumen del hidrocarburo.

7.~ Un método segim cualquiera de las reivindicg
ciones 1 a 6, en el que el cultivo se efectia continuamen-
te, con separacién de la mezcla de cultivo y adiciones de
la sustancia nutricia acuosa de sal mineral y del hidrocar

buro.
8.- Un método de cultivar un microorganismo que

utiliza hidrocarburos. |
Tal y como se ha descrito en la Memoria que anté
cede, representado en el dibujo que se acompaila ¥y con losé
fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de veintiuna hojas escritas
a méquina por una sola cara.
Medrid, G Aui wil

|
i
!
P.A. i
!
i

|
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