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Este invento se refiere s wn procedimiento
para la producclién de microorganismos. Se conocen muchos
microorganismos que pueden utilizar hidrocarbures ¢ cler
tos derivados oxigenados o de otro tipe de los mismos
como su manantisl de earbono y/o de energia. La blomasa
secs. obtenible mediante el cultivo de dichos microorga-
nismes es frecuenbemente rica en proteinas y ha sido con
siderads como un posible alimento o suplemento para ali
mentos para hombres y animales. A este respecto tienen
interés particulsr microorgenismos que son capaces de
utilizar un compuesto orgénico que contiene un tnico
dtomo de carbono en su molécula, por ejemplo meteno o
metanol,

Un objeto del presente invento es crear
un procedimiento mejorado para el cultlve de microorga-
nismos que utilizan metanol.

Correspondientemente el invento crea un
procedimiento pars la produccién de microorganismos en
que wn microorganismo que utiliza metanol es hecho cre-
cer en condiciones aerobias en wn medio de crecimiento
1iquido que comprende meteanol, mansmtiales de nitrégeno
asimilables y sales minerales esenciales, y en la pre-
gencia de uno o més microorgenismos que no utilizen me-
tanol que son capaces de metabolizar wma sugbancia pro-

ducida por el microorganismo en crecimiento que utilize

-l -
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metanol.
El término "microorganismo® ss utiliza

aqul en uvn sentido amplio, para incluir no salﬁmente bac
terias sino también levaduras, hongos y actinomicetos.

Se ha encontrado que la presencia de cier
tos microorganismos que no utilizen metemol en cultives
mixtos con microorganismos que utilizan metanol resulta
dar lugar a un efecto sinérgico cuyo resultado es uma
mayor velocldad de crecimiento y un mayor rendimiento
de microorganismos que cuando el microorganismo que utl
liza metanol es cultivado y hecho crecer por si =bélo.
Se obtienen ciertas otras ventajas en procedimientos
que utilizen dichos cultivos mixtos, incluyendo una re-
sistencia acrecentads & la infeccién y una produccién
reducida de.espuma en comparaciém con procedimientos
que utilizem wn fnico microorganismo.

Los cultivos mixtos para utilizarse en el
procedimiento del invente pueden obtenerse de una de

dos maneres:
(a) Cultives mixtos que comprenden un mi-

croorganismo que utiliza metanol en asociacién con menp
res nimeros de microorgenismos que no utilizan metanol
han sido aislados desde manantiales matursles, El aisla
miento y la caracterizascidén de dichos cultives mixtos

estd ilustrads en los Ejemplos 1 y 2 que se dan més aba
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jo. Tn cultivo mixte perticularmente preferido, dosig-
nads por JMS 72 (caracterizado ea el Bjemple 2) ha sido
aislado y se ha encontrado que consiste en un mueve or-
genismo que utiliza metanol KCIB ne 11.040 no deserito
con enterioridad y cuatro microorgenismos que no ubili-
zan metanol, dos especies del género Pgeudomonas (NOoIB
ne 11.019 y 11.022), una especie del género Acinetobac-
ter (NCIB ne 41.020) y una especie del género Gurtobac~
terium (NGIB ne 11.011).

| Se apreciari que-un nuevo microorgenismo
que ubtilize metenol, tal como el arriba citado como un
componente del cultive mixte JMS 72, pue'de ger hecho
crecer también en la ausencia de microorgenismos gque
no utilizasn metenol. Correspondientemente, procedimien=
tos para la produccién de cultivos puros de dichos nue-
vos microorgenismos estén incluidos dentro del alcance
del invento.

(b) Pueden obtenerse también cultivos mix
tos aproplados combinando una o més cepas conocidas de
microorgenismos que utilizen metanol con une o nés ce~
pas conocidas de microorganismos que no ubtilizen mota~
nol. Olaramente, el organismo que utiliza meltanol debe-
ré liberar uwna o més sustanclas que sean capaces de apQ
var el orecimiento de los microorganlsmos que no utili-

zan netanol.
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El microorganismo que utiliza metanol pre
ferido es una bacteria en forma de varilla, no formado-
rs. de esporas, no mévil, gram-negativa y aerobia, por
ejemplo el nuevo microorgenismo NCIB 11.040., Dicho or-
ganismo utiliza de modo preferente metanol u otros manap
tiales de hidrocarburos C,. Otros ejemplos de géneros de
bacterias y levaduras que proporcionan cepas apropiadas
que utilizan metanol son Pseudomonas, por ejemplo Pseudo-
monas extorquens, Hyphomicrobium, ciertas bacterias
Vibrio, Pichia, Candida, Torulopsis y Hansenula. Ejemplos

de géneros de bacterias que proporcionan cepas apropia-

das que no utilizan metanol son Pseudomonas, Arthrobacter,

Chromobacterium, Mycobacterium, Achromobacta, Acinetobac-

fer,'Curtobacterium y/o miembros de las Enterobacteria-

ceasS.

El medio de crecimiento liquido contiene
aproximadamente de 1 a 200 g/l de metenol y preferible-
mente de 20 a 100 g/l del mismo.

El medio comprende también un compuesto ni
trogenado que puede ser amonfaco, une sal aménica tal co
mo el sulfato o el cloruro, un nitrato, por ejemplo un
nitrato de metal alcalino, o urea. El compuesto esté

presente apropisdamente en uns concentracién de 3 a 50

g/L.
Otros elementos que estén presentes en el

-5 =
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medio sen fésforo, azufre, magnesio y hlerro. El msnan-
tial de fésforo lo constituyen preferiblemente uno o mis
fosfatos, por ejemplo KZHP04, KH2P04, NaEHPOLP NaH2P04
) (NHLP)QEPOL,_, o écido fosférico, presente preferiblemen
te en una concentracién de % a 20 g/l. El manantial de
azufre puede ser dcido sulfirico o wm sulfato tal como
(1‘{]14_)2504 apropiadamente en wna concentracién desde 0,5
8 5,0 g/1l. Los dos metales son proporcionados en forma
de una uw otra de sus sales, por ejemplo MgSO4.7320 en

0

una concentracién de desde 0,2 a 2,0 g/l ¥ FeClB. o

en una cencentracién de desde 0,01 a 0,1 g/l.

El medio puede cemtbtener ta.;n'bién cantida~-
des muy pequeiias de otros elementos en la forma de sa-
les apropiadas, por ejemplo calclo, manganeso, zine, -
cobalto, molibdeno y boro. Ejemplos de medios gproplados
estin dados en los Ejemplos 1 y 4 siguientes.

El procedimiento del invento se puede llg
var a cabo de manera discomtinua, semicentinua o con
flujo continuo. Cusndo el procedimiento se ha de llevar
a cabo de modo conbtinuo puede ser iniciado bien sea de
modo discontinuo o utilizande el mAs répide método de
puesta en marcha que se describe en la solicitud de pa-
tente del Reino Unido nfmero 37.173/72 también pemdien-
te. Cuando se alcenza uwna velocided constante y perme~

nente se efectiis wn cultivo combinuo cosechandoe el mi-



croorganismo desde el medio que es retirado continua-~
mente desde el cultivo em crecimiento, al tiempo gue
gse msntiene un volumen constante del cultivo por adi-
cién continua de medio de nueva aportacién. Durante el
5 cultivo continuo la concentracién de metanol en el Li-
quido sobrenadante del cultivo en crecimiento es mante-
nida en un nivel limitasdor del crecimiento, independien
temente de la cantidad de metanol en el medio alimenta-
do al cultivo, y esta concentracién es mantenida prefe-
10 riblemente a un bajo nivel que no excede de 0,01% en vo

lumen/volumen.

Los microorgenismos pueden ser hechos creg
cer en un recipiente de fermentacién apropiadamente
‘adaptado, por ejemplo un fermentador con deflectores y

15 mecanismo de msgitacidén o un fermentador de torre de ro~-
ciado, que estd provisto con refrigeracién interna o
con un cirecuito externo de refrigeracidén con recircula-
cién. Ls aireaciém del cultivo se puede efectuar median
te aire, mediante oxigeno o mediante aire emriguecido

20 con. oxigeno.

La temperatura de cultivo es mantenida gg
neralmente entre 30 y 502C, y preferiblemente entre 38
vy 450C, E1 pH del cultivo es controlado a un valor de
6,0 a 8,0, preferiblemente de 6,4 a 7,4 mediante la adl

25 cién apropiada de wn &lcali, por ejemplo NaOH, KOH,

29-1=74,
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NH,OH, y/¢ un écido, por ejemplo H,80,, H5P04.

Las células de microorganismos pueden ser
cogsechadas desde el medio en crecimiento por una cusl-
quiera de las téenicas normales comfnmente utilizadas,
por ejemplo floculacidn, sedimentacidn y/o precipita~
cién, seguida por centrifugacién y/o filtracién. Imego
la biomasa es secada, por ejemplo mediante secado por
atomizacién o por congelacibén y puede ser utilizada en
esta forma como un alimento proteinico o un suplemento de
alimento para hombres y animales.

El invento es ilustrado con mas detalle
en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1 -~ Aislamiento de cultivos mixtos

Se ilustran mis abajo tres téenicas para
el aislamiento de cultivos mixtos desde mansntisles
apropiados. El medio de crecimiento utilizado en cada

método es designado como DCRp y tenia la siguiente com-

posicibn:
metanol 5 - 50 g/1
Na,HPO, 3,0 "
KH,P0,, 3,0 "
(NH, ) 580, 4,5 - 9,0 g/1
citrato de Na 0,125 "
MgS0,, . 7H,0 0,50 "
FeCls.+ 6H,0 0,167 n

-8 ~
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CaCl,.H,0 0,66 mg/l
ZnS0, . 7H,0 0,18 "
Cus0, . 7H,0 0,16 "
MnS0, . 4H,0 0,15 "
CoCl,.6H,0 0,18 "
H3305 0,10 "
Na,lo0, « 2H,0 0,30 "

agua hasta wn litro

El pHE del medio fue ajustado a 6,8 por la
adicidén de un &lcali apropiado tal como hidréxido de so

dio.
(a) Método del matraz con agitacién. Matra

ces con agitacién de 250 ml que contenfan 100 ml de me-
dio DCR2, 0,1% en volumen/voluﬁen de metanol y 5 g del
material de manantiales fueron incubados a 422C sobre
una mesa de agitacién a 200 rpm. Cuando se obtuvo una
turbiedad evidente debida al crecimlento de microorga-
nismos, una muestra de 5 ml del cultivo fue transferids
a un segundo matraz con agitacién que contenia 100 ml de
medio DCR2 y 0,1% en volumen/volumen de metsnol. Este
procedimiento se repitid hasta obtenerse un buen creci-
miento reproducible. Los cultivos asi{ obtenidos fueron
utilizados como indculos para operaciones de cultivo ul
teriores. Utilizendo este método se aisld un cultivo

designado por BM 42 desde el lodo al lado de una fuente

-9 -
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termal cgliente natural en Burundi, Africa.

(b) Método Chemostat., Un fermentador a eg

cala de laboratorio con un volumen de trabajo de 2,4 1i

"~ tros que contenia medio DCR2 a 429C y pH 6,8 fue agita-

do a 300-~1000 rpm y fue Toclado con aire a una veloci=-
dad de 2 litros por minuto. El fermentador fue inocula-
do con 100 g del material de manantiales y se afiadid
metanol en una concentracién de 0,5% en volumen/volumen.
Cuando se observaba turbiedad acrecentada del cultivo
se afiadid metanol adicional (0,5% en volumen/volumen).
Con un zumento adicional en la turbieda@ el fermenta-
dor fue alimentado de mamers continua con medio DCR2
que contenfa 1% en volumen/volumen de metanol con una
velocided de dilucidn de 0,0Bh"q. Cuando se alcanzaron
condiciones de estado permanente, tal como se indica
por un valor constante de la densidad 6ptica del culti-
vo, la velocidad de dilucidén fue aumentada gradualmente
& 0,2h™, Utilizendo este método se aisld un cultivo de
gignado por JMS 72 desgde el fluido saliente de unas
aguas residuales en Sittingbourne, Inglaterra.

(¢) Método de turbidostato. En este méto-

do, las condiciones en el fermentador son controladas
cuidsdosamente de manera que sblo se favorece el creci~-
miento de los microorganismos que crecen con mgyor rapi

dez, siendo eliminados por lavado otros microorganismos

- 10 =
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que crecen méAs lentamente. Esto se logra vigilando de
menera continua la densidad dptica de cultivo en el fer
mentador, utilizando un registrador de crecimiento (véa
se Norris y otros "An automatic growth recorder for
microbial cultures" (Un registrador automdtico de cre-
cimiento para cultivos microbianos) en "Automation,
mechanisation and data handling in microbiology" (Automa
tizacidn, mecanizacién y manipulacidén de datos en mi-
crobiologia) Editorial Brillie and Gilbert, Academic
Press, 1970, paginas 151-161), E1l registrador de creci
miento es provisto con un interruptor automédtico para
la bomba pars medio, que es conmutado cuando la densi-

dad 6ptica excede de un valor previamente determinado y

" es desconmubtado cuando la densidad 6ptipa desciende por

debajo de este valor.

5 g del material de manantiales fueron in
cubados de una manera similar a la descrita en (a) arri
ba. Cuando se observé turbiedad debida a crecimiento
bacteriano el cultivo fue filtrado para eliminar parti-
culas gruesas y luego fue utilizado para inocular el
turbidostato que fue alimentado con medio DOR2 que con-
tenia 1% en volumen/volumen de metanol. ILa temperatura
fue mantenida a 4290 y el pH en 6,8.

Utilizando este método se aislé wm culti-

vo designado por ST42 de vegetacidn en descomposicién

-1 -
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de Sittingbourne, Kent. En el aislamiento de este culti
vo se controlé la densidad éptica en un valor correspon
diente a un peso en seco de microorganismos de aproxima
damente 3 g/l y el cultivo tenis un tiempo de duplica-
cién de poblacién de 1,6 horas tras tres dias.
Ejemplo 2 - Separacién ¥y caracterizacién

de un cultivo mixto tfpico (JMS 72)

(a) Muestras de 1 ml del cultive JMS 72 pro

ducido por el método del Ejemplo 1 (b) fueren retiradas
del fermentador, colocadas en pequeiios frascos de Vi-
drio y diluidas con medio DCR2 que no qpnfenia netanol
hasta 10'6, 10~7 6 1078 veces la concentracién en el
fermentador. Se retiraron de los frascosg muestras de 0,1
ml 7 se extendieron sobre placas de agar de (a) medio
DCR2 v (b) medio de Lab Lemco. Cada placa fue cublerta
con una tapa sobre la cual, en el caso de las placas
DOR2, se colocd una pequefia centidad de metanol. Iuego
las placas fueron invertidas e incubadas a 4200 durante
48 horas. El examen de las placas al final de este perip
do reveld que (a) wn ‘mico microorganismo (designado por
EN) crecfa solamente sobre las placas DCR2, ¥ (b) cua-
tro microorganismos diferentes (designados por MU, FG,
YL, GR) crecisn sobre las placas de Lab Lemco.
TUtilizando un bucle de alambre de platino,

colonias individusles de cads microorganismo fueron
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transferidas a placas de reciente preparacién que conte
nian el medio de crecimiento apropiado y se dejaron cre
cer para dar cultivos puros de cada especile.

(b) Los cince microorganismos aislados de
JMS 72 fueron sometidos a mma serie de ensayos normali-
zados (1-30 en la Tabla 1) con el fin de determinar a
cual de los diversos géneros de microorganismos pertene
cen, Los ensayos utilizados han sido descritos anterior
mente en trabajos patrén taies como

(a) "Manual for the Idemtification of
Medical Bacteria" (Manual para la Identificacién de bac
terias médicas), S.T. Cowan y K. J. Steel, Cambridge
Tniversity Press (1966).

(b) "Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology", (Manual de "Bergey" de Bacteriologia
Determinativa), 72 edicién, Williams y Wilkins (1959).

(e) "A Guide to the Identification of the
Geners of Bacteria" (Una gufa para la identificacién de
los géneros de bacterias), V.B.D. Skerman, 22 ediciém,
Williams y Wilkins (1967).

Pars algunos de estos ensayos se dispone
de métodos alternativos y mds abajo se dan detalles bre
ves adicionales para indicar el método de ensayo real-
mente uwbilizado en estos casos.

9. Ensayo de oxidasa - Kovacs, 1956.

-3 -
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13, Crecimiento sobre caldo de KON - modifica-~
do por Mgller, 1954 b; Rogers y Taylor 1961,
18. Lisina-descarboxilasa

19. Arginina-dihidrolasa ~ lMedios oxoides;
ﬂéller 1955

20, Ornitina-descarboxilasa

21, Hidrblisis de gelatina ~ Kohn, 1953

22. Produccidén de Indol - Reactivo de Kovacs,
1928

23, Ensayo de Voges - Proskauer - Barritt, 1936

24, Produccién de H,8 - agar triple de azlcar
¥ hierro

25. Produccién de ureasa - Medios oxoides, me-
dio de Christensen, 1946

26. Utilizacidén de citrato - crecimiento sobre
cultivos inclinados de citrato Simons, confirmado en cal
do de Koser.

28. Reduccidn de nitrato - ensayo de mancha de
yoduro en almidén en cuanto a nitrito. ,

Ios resultados de los ensayos estén resu-
midos en la Tabla 1 en que un signo + indica una reaccién
positiva para el ensayo y wn signo - indica wna reaccidn
negativa. Sobre la base de estos resultados cuatro de
los microorganismos fueron cultivados del sigulente mo-
do:

MU DPseudomonas sp (NCIB no. 11019)

- Al -



FG Curtobacterium (NCIB no. 11021)

Y, Pseudomonas sp (NCIB no. 11022)
GR Acinetobacter (NCIB no. 11020)

El microorganismo que utiliza metanol, EN
5 (WCIB No 11,040) no podria ser clasificado satisfactoria
nente, tomendo como base estas propiedades, en ninguno

de los géneros conocidos de microorganismos.

La reaccién de los microorganismos a wn
cierto nimero de antibidticos conocidos fue evaluada asi

10 mismo y los resultados de estos ensayos estén indicados

en la Tabla 2.

29-1-71.,
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TABLA 2

Antibidtico

Micro~organismo

que no ubtiliza metanol

que utiliza
metanol :

My

FG L

EN

Cloramfenicol
Eritromicina
Sulfafurazol
Novobiocina
10 Olesndomicina
Penicilina G
Estreptomicina
Tetraciclina
Cefaloridina
15 Kanamicina
Sulfametoxazol/
Trimetoprim

Ampicilina
Acido nalidixico
20 Lincomieina
Furazolidona
Nitrofurantoina
Meticilina

Neomicina

25 Oxitetracicling

muy
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PABLA 2 (Continuacién)

Miero-organismo
que no utiliza metamol que utili

Antibibtico za metanol |

MU FG L EN
Acido fusidico ] S
Gloxaciiina S R
Metanosulfonato muy S | nuy S
de colistina
Polimixina R S S
Carbenicilina | my S s R
Gentamicina S S S S

S sensible R = resistente

Ejemplo 3. Experimentos gue usan el microor-

ganismo que utiliza metenol (EN) de JMS 72

(a) E1 aparato consistia en un tubo con

forma de H dividido en dos porciones por una membrana de

didlisis colocada en la seccién horizontal de tubo. Cada

porcién del tubo estaba llena con 25 ml de medio DCR2 ¥y

0,2% de metanol. En tres experimentos separados una por-

cidn del tubo fue inoculada con

(i) orgenismo EN, (ii) orgenismo EN y

(iii) ninglin orgenismo respectivamente, y la otra por-

cién fue inoculada con
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(1) ningln orgenismo, (ii) y (iii) una
mezcla de los organismos que no utilizen metamol My, FG,
YL, GR. '

En cade experimento el aparato fue incuba
do sobre una mesa de agitacién a 42°C. Los resultados
obtenidos para las densidades Spticas en cada experimen

to estén dados en la Tabla 3 siguiente.

Tebla 3
Lado 1 Lado 2
(1) Organismo EN Ningin orgenismo
DO final = 1,7 DO fingl = O
(ii) Organismo EN Mezcla de organismos MU, FG,
YL, GR

D0 final = 2,05 DO final = 0,55

(iii) Ningln organismo Meziclnge orgenismos MU, FG,
; "

DO final = 0 D0 final = 0,06

Los resultados muestran con claridad que
el méximo crecimiento de microorganismos se obtiene
cuando EN esté creciendo en contacto con la mezcla de
organismos que no utilizan metenol MU, FG, YL, GR. Los
resultados indicen también que una sustancia producida
por el orgenismo EN es cgpaz de difundirse a través de

la membrana separadora y estd siendo utilizade por los
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organismos MU, FG, YL y GR.
(b) (1) E1 microorganismo EN que utiliza
metanol, puro, fue hecho crecer en un matraz de agita-

cibn que contenfa 500 ml de medio DCR2 y 0,1% en volu-

14

men/volumen de metanol marcado con ¢ . El matraz fue

incubado luego a 429C sobre un agitador rotatorio de
radio orbital 2,5 e¢m a 200 rpm. Cualquler centidad de
diéxido de carbono producido durante el cultivo fue ab-
sorbida sobre grénulos de hidrdéxido de sodio en un tubo
de seguridad acoplado al matraz. Después de dos dias la
densidad 6ptica del cultivo permenecia constante (indi-
cando el final del crecimiento) y no podria detectarse
metanol en el 1liquido de cultive. Luego el cultivo fue
centrifugado a 10.000 rpm. y el liquido sobrenadsnte
fue filtrado de modo estéril.

(ii) 100 ml de este liquido sobrenadente
fueron inoculados con 1,0 ml del cultivo JMS 72 y el
cultivo fue hecho crecer en un matraz de agitaciém de
una maners similar & la arriba descrita.

En cada wna de las etapas (i) y (ii) arri
ba descritas se vigild la radioactividad debida al Vi

A, inicialmente

B. en las células producidas

C. en el 1liquido sobrenadante al final
D, en el 002 producido
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Dado que no estaba presente metanol en la
etapa (ii), cualquier crecimiento de microorgenismos de
bia haber sido de los organismos que no utilizaban meta
nol en JMS 72. Los resultados estén resumidos en el si-

guiente esquema de flujo u organigrama:

1,0 g de metanol

etapa (i)
I
0,36 g de peso en seco 0708'g-dé carbono en
de orgemnismo gue ubl- + 1iquido sobrenadante
liza metanol

etapa (ii)

aproximadamente 0,049
g de peso en seco de
organismo que no ubili
za metanol

l ~
Biomasa total = 0,409 g de peso
: en sSeco.

Es evidente a partir de estos resulbtados
que el crecimiento de las bacterias que no utilizsn me-
tenol da como resultado un aumento de le produccién to-
tal de biomasa. El experimento demuestra asimismo que
la sustancia proporcionada para los microorganismos que
no utilizen metanol por el organismo que utbtiliza meba-

nol es wn substrato de carbono para el crecimiento de
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Ejemplo 4. Cultivo continuo de JMS T2

Un recipiente fermentador de 7 litros que
tenfa un volumen de trabajo de 4,2 litros fue cargado
con medio DCR2 que contenia 4,0 g/l de metanol y fue
inoculado con 100 ml de un cultivo de JMS 72 que previa-—
mente habfa sido incubado a 422C durante 1 dfa, E1 pH
del medio fue controlado a 6,8 y la temperatura lo fue
a 422C, E1 cultivo fue agitado a 1,000 rpm y fue airea-
do a una velocidad de 1 1/h. Ia puesta en marcha de la-
fermentacién se llevé a cabo de modo discontinuo hasta
que la densidad Sptica del cultivo hubo llegado a 1,5
(625 nm), Luego se comenzd el cultivo continuo con ve-

locidades de diluecién dentro del margen de 0,05 a

'0,66 n~1, Se mantuvieron estados permanentes durante

al menos dos dfas con cada velocidad de dilucién excep-
to con 0,66 il y el cultivo fue mantenido en total a
lo largo de 700 horas, Los coeficientes de rendimien~
to (g de biomasa seca/g de metanol) y el contenido de
proteinas de la biomase obtenida con cada velocidad

de dilucién estdn dados en la Tebla 4,
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Tabla 4

Velocidad de |Coeficiente de rendi- |Contenido de
dilu:ién 2;22;; ég %2tgig§§sa proteinas.
(a-")

0,065 0,31 76,25
0,162 ) 0,40 79,37
0,232 0,43 77,50
0,319 0,49 79,37
0,364 0,46 76,88 -
0,426 0,47 80,60
0,545 0,45 78,75
0,589 0,507 68,12
0,638 0,537 66,88
0,66 eliminado por lavado

El enterior experimento fue repetido usan
do el orgsnismo que utiliza metanol EN sbélo y usando EN
juntamente con wno de los organismos Que no ubilizan me
tanol del tipo P&. Los resultados de estos experimentos

estédn dados en la Tabla 5.
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Tabla 5

Velocidad de Coeficiente de rendimiento
dilucién (g de biomase seca/g de metenol)
EN EN + FG

0,06 - 0’35

0,10 0,29 -

0,42 0,29 -

0,13 - 0,35

0,16 0,30 -

0,19 eliminado por la- 0,35

vado
0,24 - eliminado por la-
vado

De una comparacién de los resultados de
las Tablas 2 y 3 puede verse con claridad que la combi-
nacién de EN con todos los cuatro organismos que no uti
1izan metanol de mn rendimiento de biomasa por gramo de
metenol msyor que el de um ocultive puro de EN o de un
cultivo que contiene EN y sélo uno de estos orgsnismos
que no utilizan metenol. Ia utilizecién de JMS-72 permi
te también que el procedimiento se lleve s cabo con ma~
vores velocidades de diluciém.

Tos contenidos de aminofcidos del JMS 72

y del EN estén dados en la Tabla 6.
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Table 6
Contenido %
Amino écido
Jaus 72 N
5 Acido aspértico 9,41 9,67
Treoning 4,29 4,60
Serina 3,18 5,33
Acido glutédmico 9,84 10,13
Prolina 3,17 2,73
10 Glicina 5,63 ) 5,63
Alanina 6,78 ) 7,00
Valina 5,72 6,21
Oistina (1/2) 0,29 0,29
Metionina 1,85 1,92
15 Isoleucina 4,46 5,01
Leucina 7,71 7:95
Tirosina 2,97 3,46
Fenilalanina 3,93 3,96
Amoniaco 2,21 2,17
20 Iisina - 7,30 6,68
Histidina 1,75 2,05 |
Arginina 4,98 5,00

Estos datos muestran que la presencia de

25 los microorgenismos que no utilizan metanol en JIS 72

29=-1-74,
- 28 -



no afecte de memera significativa al contenido de aminodci

dos del producto.

Ejemplo 5. Proporciones de nicroorganismos

en JMS 72 dursnte un cultivo continuo
5 Un cultivo continuo de JMS 72 se llevd a

cabo de una manera similar a la descrita en el Ejemplo
2. Durante el experimento se llevaron a cabo recuentos
de placas en cada grado de dilucién con el fin de ave-
riguar los tamafios relativos de las poblaciones de los
10 diferentes microorganismos. Muestras del cultivo tomadas
directamente del fermentador fueron dilufdas con solu-
cién salina estéril (0,85%) y 0,1 ml de las diluciones
X106, Xﬂ07 y 108 respectivemente fueron extendidas so-
ﬁre la superficie de placas de Lab Iemco duplicadas.
15 Las placas fueron incubadas a 4220 durante 48 horas y
luego se recontaron los diferentes tipos de colonias.

Los resultados estén dados en la Tabla 7 siguiente.

29Tl
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Tabla 7

Velocidad Niémeros de tipos de co- % de EN en

de dilucibn lonias el cultivo
-1 total

&™) ¢ M0 YL N

0,06 15 - 22 25 750 92,4
0,10 5 17 21 740 94,5
0,20 5 13 15 600 9,8
0,30 4 8 12 580 96,0
0,40 3 4 10 570 96,9
0,50 3 4 8 600 97,6
0,55 2 3 1 600 - 99,2

Estos resultados muestren que en todo mo~
mento la mayor parte de la bilomasa producida consis%é en
el microorganismo que utiliza metanol EN. E1 porcentaje
de los organismos que no utilizan metanol varia depen-
diendo de la velocidﬁd de dilucién entre aproximadamente
0,8y 7,6 % del cultivo total.

Ejemplo 6. Cultivo continuo de JMS 72 ubi-

lizando una puesta en marcha répida
El medio utilizado en este experimento te

nia la siguiente composicidn:

KE,F0,, 3,0 &/1
(NEH, ) ,50,, 20,00 g/1

- 30 -
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MgS0, . 7E,0 0,75 g/1-
FeOl,. 65,0 0,167 g/1
Cally H 0 5,5 mg/1
Zns9, . 7H,0 1,4 ng/l
CaSo, . 5H,0 1,3 ng/1
MnS0,, . 4H,0 1,2 mg/1
Co0l;.6H,0 1,4 mg/1
3231363 0,8 mg/l
Na, o0, . 2H,0 2,4 mg/l
netanol 80 g/1
agua hasta wm litro

Un fermentader de 7 litros fue cargado
con 4,2 litros de este medio, que luego fue inoculado
con un cultivo de JMS 72. El1 método de puesta en mar-
cha descrito en la solicitud también pendiente mimero
37,17%3/72 fue utilizado para acumular la concentracién
de células en peso en seco a 16 g/l, Iuego la concen-
tracién de metanol fue aumentada escalonadamente en
incrementos de 1,0 g/l hasta que se obtuveo una concen-—
tracién ponderal en seco de células superior a 25 g/l.
ILas condiciones durante el experimento fueron

‘temperatura 429C;

pH 6,6 controlado con KOH;

agitacién a 1500 rpm.;

aireacién 5 1 por minubo;
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vologidad de dilucién 0,07 <0,3 h’1.

Los resultados detallados de este experi-

mento estédn resumidos en la Tabla 8 siguiente.

Tabla 8

Tiempo después
de inoculacion

Velocidad de di-
lucibn

Peso en seco de cé
lulas

(horas) @1 (8/1)
0-297 0,22 2,0 - 16,0
(puesta en mar-
cha répida)

20-190 0,12 18,0
190-240 0,17 20,0
240-265 0,33 21,5
265-340 0,04 22,0
540-570 0,08 27,4

Ejemplo 7 ~ Experimentos comparativos
adicionales. |

(a) Un cultivo discontinuo del organismo

EN fue hecho crecer en 2,4 1 de medio DCR2 que conte-

nian 1,5% de metanol en un fermentador de 3 litros a

escala de laboratoric a 4292C sin guardar precauclones

asépticas después de la inoculacién. Cusndo la densi-

dad de células hubo llegado a 3,0 g/l de peso en seco

- 32 =
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se inicid el cultivo continuo con una velocidad de dilu
cién de 0,05 1™, En el espacio de dos dfas el cultivo
resultéd contaminado con un orgsnismo portador de espo-
ras y fue eliminado por lavado.

5 Cuande se repitid el mismo experimento
utilizando el cultivo mixto JMS 72, el cultivo no resul
+té contaminado con organismos portadores de esporas du-
rante 300 dfas de cultivo continuo. Estos experimentos
muestran que el cultivo mixto tiene una meyor resisten-

10 cia a la infeccién que wn cultivo que utiliza metanol
puro.

(b) Cultivos continuos del organismo EN
fueron dispuestos en 2,4 1 de medio DCR2 que contenia
1% de metanol a DH 6,8 y a 422C. Se observd la forma-

15 cién de espuma durante el cultivo, y ésta resultéd sufi
cientemente grande para requerir la adicién de agentes
antiespumentes a base de silicona tres veces durante 6
df{as de cultivo continue. |

Cuando el mismo experimento se llevd a
20 cabo ubtilizando JMS 72 no se requirié la adicién de

agentes antiespumantes en nés de 100 dias de cultivo

continuo,.

29-1-74.
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REIVINDICACIONES

1&,- Un procedimiento para la produccién
de microorgenismos en que un microorgenisme que utiliza
metenol es hecho crecer en condiciones aerobias en un
medio de crecimiento liquido que comprende metanol, ma-
nantiales asimilables de nitrégeno y sales minerales
esenciales, y en la presencia de uno o mis microorgenis
mos que no utilizsn metanol gue son capaces de metaboli
zar una sustancia producida por el microorganismo que
utiliza meteanol en crecimiento. .

2a,~- Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacidén 12, en que ei microorganismo que utiliza
metanol es una bacteria en forma de varilla, no formado
re. de esporas, no mbévil, gram-negativa y aerobis.

3a,~ Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacién 22, en que el microorganismo que wutiliza
metanol es el orgenismo que tiene el nimero de entrada
NCIB ne 11.040.

42 ,- Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacién 12, en que el microorgenismo que ubtiliza
metanol es una cepa de Pseudomonas, Hyphomicrobium,
bacterias Vibrio, Pichiam, Cendida, Torulopsis 6 Hansenu-

pE:-
5&,~- Un procedimiento de acuerdo con una

ualquiera de las precedentes reivindicaciones, en gue

i
a
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los microorgenismos que no utilizan metanol son ce-

pas de Pseudomonas, Arthrobecter, Chromobacterium,

Mycobacterium, Achromobacta, Acinetobacter, Curtobac-

terium, y/o miembros de las Enterobacteriaceas.

62,- Un procedimiento de acuerdo con una
cualquiera de las precedentes reivindicaciones, en
que los microorganismos que no utilizan metanol son
dos especies del género Pgeudomonas (NCIB nos. 11.019

y 11.022), ung especie del género de Acinetobacter

(NCIB n? 11,020) y una especie del génerc Curiobacte-
rium (NCIB n¢ 11,021),

78,.~ Un procedimiento de acuerdo con una
cualquiera de las precedentes reivindicaciones, en

que el microorganismo que utiliza metanol y los micro-

. organismos que no utilizan metanol son empleados en

un cultivo mixto designado por JMS 72 y caracteriza-

do en el Ejemplo 1 (b) y en el Ejemplo 2,

88,- Un procedimiento de acuerdo con una
cualquiera de las precedentes reivindicaciones, en
que la temperatura es mantenida en el margen de 38
a 452C,

98,~ Un procedimiento de acuerdo con una
cualquiera de las precedentes reivindicaciones, en
que el pH es controlado en el margen de 6,4 a 7,4.

108,~ UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION
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Tal y como se ha descrito en la Memoria

DE MICROORGANISMOS,

gne antecede, y pars los fines que se han especi-

ficado.

Esta Memoria consta de treinta y seis hojas

escritas a mdquina por una sola cara.

@ FER A
Madrid, 18 Fed s

$a e /o
ERBI A

P.A, Far ¥oas
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