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sotre:

PROCEDIMIENTO PARA EL TRATAMIENTO DE CELULAS DE
MICROORGANISMOS,

- e o e - e

CPp . <
Solicitunte: TMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES LIMITED, entidad
inglesa, residente en Imperial Cgemical House,

Millbank, lLondres, S.W.l., Inglaterra,

Esta invencion se relaciona
con un método para el tratamiento de células de
microorganismos producidas en un procedimiento
para la produccibn de proteinas de célula Gnica.

5 Segiin un procedimiento para
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la produccibn de proteina de cslulam imisa wediante creciwiun.-
to de microorganismos sobrs un modio nutrisnts acuoso qus |
comprende una fuente de carbono asimilable, el producto inii
clal es uha suspensibn scucsa quec comprende células das micr4f
organismo,

Se pueden utilizar varies técmiecams paee
separar las células de microorganismes de la suspension. fa.
células, posiblemente después dz someterse a ciertes etapa

de pre-tratamiento, se puade dsjar primero que 8¢ SBepRITIN
del 1iquido en tanques de sedimentacitn. Dsspuéa de le sedi-

mentacibn, las celulas pueden ser concentradas adicionslm:m

e P ¢ e st lna it i e e (e 4 s 4

te por centrifugacibn y secadas a continuacidn para prepor.
cionar, como producto final, células secas de microorganis.
MOS8

lLas ceéelulas de nicroorganismos produci. |
das de este modo se pueden incorporar em iocs sustitufos de
la leche para la alimentacion de animales jovenesz, por eJsoa-
plo terneros; es decir en composicicnes alimenticias pera
animales jovenes; proyectadas para proporcionar una éustituj
ci6n completa o parcial de la lsche de la vaca. Un problemsa
encontrado en la produccisn de sustitutos de leche consists
en que se deben producir célules fhcilmsnte dispearsables sn

agua para proporcionar una suspensibn homogonesa.

Segiin la presente invenciin se propor

< ’
ciona un metodo pars el tratamisnto de cdiules de microor-
ganismos, en donde una suspension acuosa dua comprande lfan

. .
celulas se trata con une ensimz proteolitica 0 i prepara:’

de enzimas proteoliticas para dar un producto con uma disy -

sabilidad me jorada.

Normalmente para utilizarse en susticus

~_POOR
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tos de leche, las celulas serén sa2cadas & continuacibdn, Antes
del tratamiento con una enzima proteolitica, la suspensidn
acuosa de celulas se puede someter adecusdamente a una atapa
de pre-tratamiento. Estg es particularmente conveniente -
cuando las células son de levadura,

El método de la invencidn se puede am-
plear para tratar celulas de microorganismo producidas me~
diante cualquier proceso para la obtencidn de proteina de
celula tinica. Por ejemplo, las células pueden ser células dﬁ
levadura o bacteriales que han sido culkivadaa en un medio
que contiene cuazlquier fuente de carbono asimilable, pox
ejemplo un carbohidrato, hidrocarburo o un hidrocarburo oxi-
genado tal como un alcohol. Preferiblemente, las células
son celulas bacteriales, especialmente células bacteriales
cultivadas en un medio que contiene un alcohol, por ejemplo
metanol, como fuente de carbono,

Ejemplos de células de levadura incluyen

las cepas de los géneros Candida, Hansenula, Saccharomyces,

Yorula y Torulopsis.
Ejemplos de células bacteriales incluye#

las cepas de los géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Arthro-

bacter, Micrococcus, Cellulomonas, Hydrigenomonas, Methylo«

coceus, Methanomonas, Nocardia y Hacilus tales como Pseu~

domonas fluorescens NCIH 9046, Pssudomonas diminuta NCIB

9393, Alcaligenes faecalis NICB 8156 y Arthrobacter stre-

NRRL B3728. De una forma adecuada, las células bacteriales

son cepas de las especies Pseudomonas methylotreopha, Pseu-

domonas rosea, Hyphomicrobium variabili y Microcyclus poly-

e ettt e P et

morphum que se describen en la patente britanica nimerc

1 370 892 (correspondiente a la solicitud USA N¢ de serie
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416.098 y Patente francesa n? 7,144.0L2). Cultivos de ciertss
cepas de estas litimas especliss han sido depositados en
National Collection of Industriaji Bacteria (NCIB), Torrey
Research Station, Aberdeen, Esca=ia,Reince Unido, habiéndoaé
éfectuado los correspondientes dnp&aitos en ias coleccionss
del Departamentoc de Agricultura dz Ksitados Unidos (NRRL) esn
Peoria, Illinois y en el lermentation Reseaxrch Institute
(FR1), Japdn, Las designacionss numéricas dadss a astos cuid
tivos son las siguientess

NCIB Nos. 10508 a 17 vy 10592 a 1U61i2

NRRI. Nos, B51352 a B5382

Seghn un procedimiento para la produc-
cion de proteina de célula linica mediante cultivo de micro-
organismos en un fermentador; el producte inicial que sele
del fermentador en una suspension acuosa que comprends ch-
lulas de microorganismo. Para separar las c8lulas de esta
suspension, la Bgspensiﬁn puede pssarse al interio; del
tanque de sedimentacidn para permitir que las células sc s5o0-
paren del liquido en cierto grado. Alisrnativamente, law
células se pueden separar mediante técnices de flotacibm.
Con el fin de me jorar la velocidad de zedimentacion,; la sus-

pension se puede someter a una stapa do prevtratamiento an-

tes de pasar a los ‘tanques de sedimentacidbn. Em esta stepa
de pre-iratamiento, las celulas se pusden flocular bieon p
adicidén de un agente floculante o bien por el método de la
patente britdnica n? 1.381.306. Seghn este itimo método,
las células se someten a un choque térmico de duracidon 1li
mitada (que puede o no sstar precedido por un tratamiente &k-

calino) seguido por un tratamiento com un écido. Despuss de




15

20

25

30

.
-

lv sedimentacion, las cdiulas 86 pussehn toncentrar adicleonal-
wenite por centrifugecion y secarse lusgo para dar células dy
microorganismos,

El material que contiene celulas, resuld

tantes de la etapa de centrifugacidn, s una crema que com-

prende aproximadamente 25% en pesc de s6lidos y qgue tieuas '
un pH de 3 a 5 (en ¢l caso de qus se haya empleado una etapi
de pre-tratamiesnto segin el método de la patente briténice
n? 1,381.306). Si se omite lo etapa de centrifugacion, le

" 1
crema comprenderé menos soliaos, aproximadamente 5“10% (391

pesc. En el miétodo de la presents invencidn este wmaterial

8¢ trata adecumcamente con un enzima proteciitica, deapuén

de cuyo tratamiento se secan las célules. “s preferible qu&!
antes de tratarse con la snzima proteolitica, se meutral -i
la crema centrifugada, a un pH as 7 aproximadamente, Me@;au-:

te tratamiento con un alcall, por ejemplo hidrdxido stdicwy. !
Esta etapa de neutralizacibdbn no es esencial. Sin embargo, ;
cuando se utilizan ciertas enzimas proteolivicas; por & jem- i
plo las proteasas neuiras ¢ alcalinas producidas por orgu- :
nismos deli género Bacilius, es counveniente la inclusién de
la etapa de 1esutralizacion,

La adicifn de ile enzima proteolitvicu
tiene lugar apropladamente & una temperatura del orden de |
25 a 909C (prefsriblemente 50 a B80¢C) y a un pH del orden
de 3,5 a 10 (preferiblemente, 6 & 7)., Con prefersancia, le
enzima se mezcla con la crema de la centrifugs duracie uo i
pericdo de 5 a iZ2 minutos, espscialimente 15 & 30 minvios
antes de sgcarse las céliulas, £l preparado enzimavic ¢om¢yj

cial se anade preferiblemente a la cresu de la centriiugs

en una concentracion de 0,05 a 1% en peso de la protelna de
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Anson de actividad de enzima proteolitica por gramo de proteines
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célula unica presente. Si se utiiiza un preparado enzimaticq
de superior potencia que los preparados comerciales normale&,
la concentracion puede ser de 0;005 a 0,05% sn peso.

Otro método para expresar la cantidad
de enzima utilizada, emplea t&rminocs de unidades de activi-
dad. Sin embargo, este Ultimo &5 bastante -dificil puestb Quie
las condiciones utilizadas para znsayar la actividad raxra-
mente son proximas a las condicicnes de utilizaclén de 1a
enzima en la aplicacion comerciasl. En el presente caso ssto
es verdaderamente cierto ya que aingunc de los método dnter-

nacionalmente aceptados para el ensayo de e¢nzimas protsoliti

E)

cas se refiere a condiciones en absocluts similares a las uti-
lizadas en este procedimiento, Sin embarge, y para dar una
indicacibn cuantitativa aproximado, se deberia considerar
que, para las presentes finalidaaes, la gama de actividad

’

proteolitica es probablemente de 5 x 1077 a 5 x 10™° unidedd

&

de célula tinica, o el equivalente expresado en estas unida.
des de actividad.

Convenientemente, la enzima proteoliticﬁ
es una anzima derivada de una bacteriam que es estable a tamd
peraturas elevadas, es decir por encima de 50¢C, Ejemplos

de enzimas adecuadas son las enzimas derivadas de la especis

de microorganismo Bacillus subtilis, protamsas fungales y

proteasas derivadas de fuentes vegetales Bales como pepail:

y ficina. Enzimas perticularmente adscusdas incluysn BALCA !
LASE" (marca registrada), fabricada por Nove Industri A/S g
de Copenhagen, Dinamarca, que es un prsparads de snzimm %
proteolitica producida por la fermentaclén sumergidea de un&‘

especie del génerc Yacilius, y "PRUTEINASE"T (marca rogise-



10

15

20

25

30

teina, La hidrolisis parcial de la proteina antes de secad:.
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trada), fabricada por ABM Chemicals Ltd. de Stockport,
Inglaterra, -

El producto seco que g9 produce por tra-
tamiento de cblulas de microorganismo con una enzima proteo-
1itica, por el mbétodo de la invencidn, y ulterior secado de
las mismas, proporciona dispersaiones mas estables y homogé -
neas en agua y que poseen una solubilidad me jorada cuando
se incluyen en sustitutos de leche para ganado vacuno, en
comparacidn con los productos que no han sido tratados. Nor+
malmente, la solubilidad del nitrégano de productoes sin

tratar es de 20 a 25%, mientraé que con los productos tra-

i
tados con enzimas se pueden conseguir, en algunos casos, Bos

lubilidades superiores al 50%,

El mecanismo mediante el cual el método

de la invencion lleva a cabo la dispersabilidad me jorada de

las células de microorganismos en agua, es probablemente mu&
i
complejo, Sin embargo, y para facilitar el entendimiento de!
la naturaleza general del método, sin por ello limitar en
modo alguno el alcance de la invencidn, se sugiere la Bi-
guiente hipotesis como explicacion parcial del efecto,.

Las particulas de preparados secos y

proteinas de célula Gnica tienen con frecuencia una capa ex

terior continua qﬁe_ae cree consiste principalmente en pro-

tiene el efecto de producir mis grupos cargados en la
proteina, en virtud de la disociacion de los enlaces péptidbs.
Se obtiene una estructura modificada del material seco fi-
nal, c¢on un mayor grado de solubilidad de 1a proteina, La
solubilidad realzada de la capa exterior conduce a una ten-

dencia incrementada para que se rompan las particulas, mejop
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rando por congiguiente la dispersebilidad 4al producte, Por
otra parité, el hecho de que se disuelva mes proteima, incred
menta la viscosidad del liquide, lo cual favoreces también
la obtencion de dispersiones esivbles., De este modo, ¥y trnJ
el mezclado con agua, los productos tratados con ensima pro-
porclona dispersiones estables wis rapidamente que el pro-

ducto sin tratar.

La invencidn se ilustrs por los sigulend

tes ejemplos:

Egeﬁglo 1

50 litros de una lechada que contisne
10% p/p de proteina de ceéelula tnica derivada de un organismg

de la especie Pseudomonag methylotropha obtenidea mediante

concentracion de cultivo de ferwentacibn segiin el método -
descrito en la patente briténica n? 1,381,306, se trate con |
la enzima "Bacterial Pxroteinase Novo" fabricada. por Novo
Industri A/S, seglun las siguientes condiciones:

Se disuelve "Bacterial Proteinass Novol}
en un pequeiio volumen de agum, y se¢ afiade = la lechada para
dar una concentracidon final de 0,2%, basado en el peso deo
proteina de célula (nica. La lechada se msntiene a 602C,

pH 7, durante 20 minutos, con agitacidn continue, tras lo

cual se seca por aspersion, Se prepara también una muestra

de control sin adicion de enzima, :
La solubilidad del nitrogeneo para la

muestra de control secada por aspersidon es del 24%; mi@ntra%

que para la muesira tratada con enzima, sscada por aspersiém,

la solubilidad del nitrogeno es del 54%,

La "dispersabilidad" de csirs dos muecs.

tras seo compara del siguiente modo:
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Se prepara una dispersidn al 5% del ma e
rial de control mezclando 250g en 5 litros de agua a 70¢C en
un mezclador Hobart empleando un acoplumiento de tipo bati-
dor. La suspension se mezcla durante 2 minutos y se transfig
re entonces rhpidamente a dos cilindros de medicidn de dos
litros. La muestra de proteina que habla sido tratada con
"Bacterial Proteinase Novo", se 2xamina del mismo modo.

En el caso de¢ la muestra de control se
desarrolla rlpidamente una cepa de sedimento en el tondo de

los cilindros, mostrando una interfase en uproximadamente

40 ml despuée de 10 minutos y en 80 ml después de 30 minu-
tos, Igualmente, se desarrolla mas lentamente una interfase
superior de material de sedimentacion. Esta interfase supew
rior no es visible después de 10 minutos, pero si es visiw

|
!
|

ble en 1850 ml después de 30 minutos y en 1700 ml despuds
de una hora. '
Con la muessra tratada con "Bacterial P%g
teinase Novo",se obyilene una suspensibdn homogénea, no siend$
disc¢ernible interfaée alguna incluso después de 60 minutoaui
EJEMPLO 2 !

Se preparan muestras como en el ejemploi
1 excepto que en lugar de "Bacterial Proteinase Novo', se
emplea la enzima "ALCALASE", Fn este caso, se alteran tam-
bien las condiciones de tratamiento a 709C, pH 7 durante
20 minutos. De nuevo, se prepara una muestra de control s
enzima,

La solubilidad del nitrogeno para la
muestra de control, secada por aspersidn, es de 229, mien-

tras que la muestre tratada con enzima, sacads por asperw

8i6n, la solubilidad del nitrdgeno es del 51%.
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La dispersabilided de las dos muesiras
se oxamina del modo descrito en ¢l ejemplo 1. En sl caso de
la muestra de tontrol, aparece ripidamente una interfase
inferior de sedimento en aproximadamente 90 ml despuéu de
10 minutos y permanece constgnte en ese nivel. Una interfasd
superior de material en sedimentacidn se separa lentaments
2 1,700 ml despues de 30 minutos y a 1.000 ml después de
una hora,

Con la muestra tratada con "ALCALASE"
aparece un peqgueiio sedimento en 20 mi de@puéa de 10 minutos,
dejando ya de incrementar adicionalmente. Incluso despues
de 1 hora; no pudo discernirse ninguna interfase superior.

NOTA .-

Descrita suficientemente la naturaleza

del invento, asi como la manera de realizarlo en la practie
ca, debe hacerse constar que las disposiciones anteriorment4
indicadas, son susceptibles de modificaciones de detalie en
cuanto no alteren su principio fundauental; también se hace
constar, que el invento corresponde a umna solicitud de pa-
tente, presentada en Inglaterra, bajo el nltmero A4764/74,

de 16 de octubre de 1,974, acogiéndose por 1o tanto a 108 =
beneficios que conceden los Convenios Internacionales en vid
gor, siendo lo que constituye la esencila del referido inven-

{
to ¥y por lo que se solicita Patente de Invencidon por 20 att:

en Espaiia, sobre: PROCEDIMIENTO prARA K1, TRATAMIBNTO DE CE
LULAS DE MICROORGANISMUS; carackerizidndose por lo Biguiénte#
l%,- Procedimiento para el tratamianto

’ .
de celulas de microorganilsmos, caracterizado porgue una sus-

pension acuosa de las células sz trata con una enzima Pro~

teolitica, o un preparado de enzimaz protsolitica, para propox
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clonar un producto de dispersabilidad mejorada.

2%, Procediuiento segln la reivindica-%

cibn 1%, caructerizado porgue dexpuss del trutamiento con !

i

la enzima proteolitica o con el preparado de enzima proteol%

tica, se secarn las células, |

3%, Procedimiento segln la reivindicau'

cion 1#* 6 2%, caracterizado porque las células de microorga
nismos son células bacterisles,

43 .- Procedimiento segin la reivindica-

cidn 3%, caracterizado porque las células son cepss de las

especies Pseudomonas methylotropha 6 Pseudomonas rosea.

52,- Procedimisnto segin la raivindicm*?
cion 42, caracterizado porque las células partenecen a una !
de las cepas NCIB 10508-15 y 10592 a 10612, i

6%.- Procedimiento segin cualquiera de '
les reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el i
tratamiento con la enzima proteoclitica o prepsrado de enzi~é
ma proteolitica, tiene lugar a un pH de 3,5 a 10. %

7¢.- Procedimiento segin cualquiera de é
las reivindicaciones anteriorea, caracterizado porque el i
tratamiento con la enzima proteolitica o preparado ds enzi-i
ma proteolitica, tisne lugar a una temperatura de 25 a 909Cﬁ

82,~ Procedimiento seghn cualquiera de i
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la
suspension acuosa #e trata con la enzime proteolitica o pr

parado de enzima proteolitica, durante un periodo de 5 z

120 minutos,
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92 .- Procediwlento segin cualquiers de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la en-
zima proteoliticu o preparado de enzims proteolitica se afiad
de a la sunpenai6n acuosa en una concentracién suficiente
para dar una actividad enzimhticas comprendida entre 5 x :l.()"j
Y5 =x 10"? unidades Anson de actividad snzimitica proteoli-
tica por gramo de proteinsd de célula' inica en 1a auspensibn.

10%,- Procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracteriz#do porque la ends
cima proteolitica se deriva de una badteria que ®s estable -
- & temperaturas superiores a 502C,

11%,~ Procedimiento pars el tratamiento
de células de microorganismos; tal y como queda sustancial-
mente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta da 12 hojaa escritas
s mAquina por una sola cara.

Madrid, Te BT w978

IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES LIMITED,
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