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Edta invencibén se relaciona con un proce-
dimiento para el tratamiento de proteina de edlula simple -8l -

objeto de reducir su contenido en f£eido mioleico.

La proteina de célula simple que puede

' obtenerse mediante cultivo de microorgamismos en fermantacidn

continua, contiene generalmente wma proporcibu mayor de &cidos
nicleicosque la que esti contenida en la mayoria de otwos 2li-
mentos. Para ciertas aplicaciones potenciales de la proteina
de célula simple puede ser beneficioso reducir este elevads
nivel de 4cido nucleico en cierto grado.

Por ejemplo, si la proteina de c&lula
simple se proyecta para consumo humano se prefiere una reduc-
cibn en su contenido en &cido nucleico. Los humanos que carecen
de l1a enzima uricasa y, al contrario que los animales que po-
seen esta enzima, son incapaces de covertir &cido firico, deri-
vado de acidps nucleicos, a alantoina. De este modo, en los
alimentos humanos es indeseable un elevado nivel de:ééidos nu-
¢leicos. '

. Los métodos propuestos para la separacida
de &cidos nucleicos de proteina de &éélula simple, comprenden
frecuentemente la disrupcién mechnica de las células. Esta ope-
racibn permite que los %cidos nucleicos de las células se di-
suelvan, obteniéndose una ventaja de las diferentes propieda~,
des de solubilidad de los &cidos nucléicos en comparacién

“con la proteina, Por ejemplo, en "The Nucleic Acids", Volfimen

1, editado por E Chargaff y J N Davidson, Academic Press 1955,

“en la pigina 391, se describe un método para la preparacibn y

recuperacidn de 4cido ribonucléico (que comprende wormalmente
1a mayor parte de los Acidos nucléicos de la protefna de
gélula simple) que comprende la Fragmemtacidn de las células
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atilizando. un molino de trituracién en hmedo, seguido por 1la
extraccidn cdn soluciones calientes de sal, Las 'aolucioaes Cl=
lientes de sal tienen la ventaja de reducir al miaimo la so-
lubilidad de 1a proteina, al mismo tiempo que constituyen buenos
5 disolventes para los &cidos nucléicos.

. En la Patente britinica No. 1.381.306, se des-
- cribe y reivindica un nétodo para la separacibén de células
bacteriales de un medic écuoso, en donde las células son flocu~
ladas sometiendo el medio a por 1o menos una de las etapas:

10 (A) elevar el pH del medio hasta un valor dentro de la gama de
8 a 11 mediante tratamiento con un Alcali, y
(B) calentar el medic a una temperatura del orden de 50 a 2002C; |

. siendo seguida la etapa (A) y/o (B) por la etapa adicional de
" rebajar el pH hasta un valor de 2 a 5 mediante tratamiento con

15 | wm Scide, tras lo cual las células .Eloc\ﬂ.ada; son separadas
del “diOo : : :

: ~ Se ha"encontrado ahora que el nétodo de la p;ten-
. te brit&nica No. §¢381.306 puede ser adaptado’ para proporciom N
- u.n proceso por el(cnal pueden producirse proteinas de células
20 | sinples qne tienen un contenido reducido en &cido nncléico.

L sagfm 1a presente invencibn, se proporciona un
proceso para el tratamiento de préteina de c&lula simple en don-
‘de un medio acwoso, que comtiene células de nimrganims, se
. somete a las etapas de (A) tratamiento con un Scido para reba-
25 Jar su pH a un valor no superior a 5 y (B) calentamiento a wna
tupeutuz-a de al menos 602C, siendo efectuadas las etapas (A)
y: (B) en cualquier orden o al mismo tiempo, y a contimuacién
(c) tratamiento con un §1cali para elevar el pH del medio a un
. valor de como ninino 6 mientras se mantiene la temperatura
© 30 del medio a un valor de por lo menos 608C, y a continuacién las

oy
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células son separadas del medio.

Mediante el proceso de la invencidn, el contenie-
do en &cidos nucldicos de las células de microorganismos que
constituyen la proteina de célula simple, se reduce sin recw-
rrir a la fragmentacién meclnica de las células lo cual es in-
deseable. Se cree que este resultado deseable se coamsigue por
la siguiente razbn. El tratamiento con calor y Acido seguide
por el tratamiento con &lcali hace que las células sean peraecz-
bles a los &cidos nucléicos posiblemente por separaciénm de par
tes de las capas exteriores de las paredes de las células. Los
dcidos nucléicos penetran a través de las paredes debilitadas
de 1as células al medio circundante y el contenido em Acidos
nucléicos de las células se reduce con ello. Cuando las cilulas |
son separadas del medio, las mismas se separan de los &cidos
ucléicos.

it e S bt # Ay a1t =

7 Las célglas de microorganismos que comstituyan
la prafeina de célula simple, pueden ser células de levadura
o bacferiales, preferiblemente estas filtimas. El proceso es
muy adecuado para el tratamiento de células bacteriales de
los géneros Pseudomonas, Alcaligenes y Bacillus, por ejemplo

cepas de las especies Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aerg—
ginosa, Psewdomonas diminuta, Alcaligenes faecalis, Bacillus
cereus y particularmente Pseudomonas methylotropha. Esta time
es una especie cuyas caracterisficaé se describen en la Patente
briténica No, 1.370. 892, Cultivos de ciertas cepas de esta fi-
tima especie ya han sido depositados y se encuentran dispomiblas
en National Collection of Industrial Bacteria (NCIB), Torry
Research Station, Aberdeen, Escocia, UK, habiéndose efectuado
los correspondientes depdsitos en las colecciones del US Deparge
ment of Agriculture (NRRL) en Peoria, Illinois y Fersentation
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Research Institute (FRI) en Japdn. Las designaciones numéricas
dadas a estos criterios som las siguientes:

NCIB Nos, 10508-15 y 105926
NRRL Nose B 5352~64
FRI Nos. FERM 1215 = 27.

Otras especies bacteriales que pueden ser trata-
das mediante el procedimianto son Pseudomonas rosea, Microcylus
polymorphum y gxghbmicrobium variabile, Las caracteristicas
de estas especies se ofrecen también en la Patente briténica
No. 14370.892 y han sido depositados cultivos de ciertas cepas
en las anteriores colecciones encontrindose disponibles en NCIB.
Las designaciones numéricas de estos filtimos cultivos som las

siguientes:

NCIB Nos. 10516=7 y 10597-612
NRRL Nos. B' 5381=2 y B 5365=80
‘PRI Nos. FERM 1228«45

En la realizacibn del proceso de. esta inveﬁci6n. la
etapa de tratamiento con &lcali (en la cual el pH del nedio se
eleva a un valor del orden de 8 a 11 mediante tratamiento con
ws dlcali) el método de la Patente britémica No. 1.381.306, se
puede llevar a cabo antes del calentamiento y tratamieato con

&cido, sin que ello se produzca desventaja alguna.

Durante el calentamiento del medio (etapa B), la
temperatura se eleva adecuadamente a 60-1002C, con preferencia
70-902C. El tratamiento con Acido (etapa A), disminuye adecuada=-
mente el pH hasta el orden de un valor de 2 a 5, con preferene
cia de 2,5 a 4,5. El1 ulterior tratamiento con alcali (etapa )
eleva convenien;enente el pH hasta un valor del orden de 6 a
10, con preferencia de 6 a 8. Antes del tratamiento com flcari
(etapa C), el medio se calienta y mantiene preferiblememge al

4
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pH mis bajo adecuadamente durante un periodo de al méuos 1 minye

to, con preferencia dé¢ 2 a 10 minmutos,

Después de mantemer el medio a una temperatura
elevada y 2 un pH rebajado durante un periodo, la temperatura
puéde mantenerse en al menos 602C durante el tratamieato con

1 &léali. Bs comreniénte separar parte del medio antes del trata-

miento con élca;i, al objeto de reducir el costo del tratamien-

to. -

El Scido usado para tratar el medio puede ser
convenientemente un &cido inorgimico tal como &cido sulffirice,
clorhidrico o fosférico, o un gas &cido tal como dibxido de

carborio o didxido de azufre, Cuando el proceso forma uma etapa

en un proceso global para 1a produccifn de proteina de célula
simple, el 8cido es con preferencia una mezcla de &cido PosPé- ’
rico/sulflirico. en proporciones adecuadas para permitir que el
medio, después de la separacién de las. células floculadas, sea

. recirculado a la etapa. de fezmentac:.tSn del proceso. Después
'de 1a acidificacién y cédlentamiento, es. preEer:.ble que el tra-

tamiento con &lcali sea tan suave comd Sea posible para reducir
al minimo la disgregacibén de los grandes £lSculos formados duw-
rante la acidificacién y tratamiento de calentamiento. Alcalis

.adecuados incluyen hidr&xz.do s6d1c:o, ‘Hidebxido chlcico, carbo-

na.to séd:.co y amoniacos

Par-a el tratam:.ento mediante el proceso de la
invenci&n, el medio cont:.ene ‘preferiblemente de 0,05 a 2 % p/v

' dg una sai, adecwadamente cloruro sbdico o £os£ato anbnico.

Después del tratamiento con élcali la separa-
ci6n de las células floculadas se puede efectuar por técnicas
convencionales tales como centrifugado o filtraci&n 0 nediante

flotaciﬁn.
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La invencidn se ilustra por los siguientes ejem~

plos:

EJTEMPLO 1
Una suspensibn al 10 ¥ de c&lulas floculadas de

un organismo de la especie Pseudomonas methylotropha, formada
como se describe en la Patenté britinica No. 1+381.306, sa tra-
ta del siguiente modo:

Se afiaden 50 g de cloruro sbdico a 5 litros de meg
dio v el pH se eleva de 4,3 a 7 utilizando solucibn dilufda de
sosa chustica. La temperatura se eleva a 802C y se mantiene
durante 5 minutos. El1 medio tratado se mezcla con 35 litros
de agua caliente y la SCP (proteina de de célula simple) se re—
cupera por centrifugacibn. La SCP se seca en un hormo de vacfo
a 502C,

El anflisis de la muestra tratada se muestra
en la tabla 1 en la cual los resultadoé se comparan conr 1os
proporcionados por una muestra similar de células floculedag,
que no habfan sido tratadas para reducir su contenido em 4cidos
nucléicos. A partir de la tabla puede observarse que el conteni~
do en agidos‘nucleicos de la muestra tratada es mucho ms bajo.




TABLA 1

Anflisis Muestra tratada - Muestra sim tre-
tar

Pérdida a 1052C 2,9 % 4ed %
Ceniza a 550¢C 3,1 % 8,3 %
P Total 0,8 % 2,6 % f
s Total 0,2 % 0,99 %
CL Total 0,64 % <0,02 % :
Ca Total 0,18 % 0,12 % |
Na Total 0,38 % 1,13 %
X Total 0,02 % 0,22 %
N, Amoniaco 0,006 % 0,08 %
N, Total 13,4 % 13,0 %
Acido mucléico 1,8 % 14,7 %
Acido total 6,8 % 5,9 %
Aminoacidos anhidros totales 69,9 % 5753 %
Acido asphrtico 8,3 % 7,2 %
Treonina 4,3 % 3,7 %
Serina 3,2 % 2,7 %
Acido glutéimico 10,2 % 8,4 %
Prolina 3,3 % 2,7 %
Glicina 4,9 % 4,2 %
Alanina 6,6 % 5,6 %
Valina. 507 % 4,5 %
Metonina 2,6 % 2,0 %
Isoleucina 4,7 % 3,8 %
Leucina 75 % 5,8 %
Tirosina 3,1 % 2,6 %
Fenilalanina 3,7 % 2,9 %
Histidina 149 % 1,6 %
Lisina 6,4 % 5,4 %
Arginina 5,1 % 4,0 %
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Tabla - El anflisis de mue¢stras de Pseudomonas methylotropha
con y sin tratamiento para reducir el &cido nuciléico.

EJEMPLO 2

Se cYecen en matraces sacudidos, para preporciemar
1 1itro de cultivo, siete cultivos, cada umo de los cuales
de las cepas Pseudomonas methylotropha ASI (NCIB 10515), Pseu~
domonas diminuta, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas fluores-
cens, Pseudomonas alcaligenes, Alcaligemes faecalis, y Bacillus
cereus, Cada cultivo se divide em dos partes y wna de las par-
tes se diluye con un volfmen igual de agua, se centrifuga y se
seca en un horno de vacfo a 502C. Esta parte constituye el
contrel. La otra parte se calienta a 80?0 con la adicibm de
1 % p/v de cloruro sbdico. El PH se rebaja entonces a 4 durante
10 minutos y a continuacibn el cultivo se remeutraliza durante
5 nminutos; se dilu&e dos.veces de #dlﬁmen,‘se centrifuga y se
seca en un horno de vacio a 502C. Se llevan a cabo las determi-
naciones de &cidos ﬁucléicos.iLos resultados se ofrecen en la
Tabla 2, - B

TABLA 2
A

Cepa Contenido en 4cido Contenido en &cido
' nucléico del conw nucléico del cultivo

trol (% p/p) de lehsayo (% p/P)
P. methylotropha As-1 | . 10,1 | 3,5
P, dimimata | .92 | 3,9
| P. aeroginosa . 721 : 7,0
P fluorescens 11,7 h 4,7
| B, alcaligenes 11,6 : 4,9
| Alcaligenes faecalis 10,3 g 6,2
Bacillus cereus @ 4,5 ‘ 2,2
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EMPLO 3
Dos cultivos, cada uno de los cuales de las cepas
Ps. fluorescens y Ps.'alcaligenes, se tratan como en el ejemplo
2 a excepcidn de que se omite la adicibn de cloruro sbdico. Los

resultados son los siguientes:

Contenido en &cido Contenido en 4cide
nucléico del con- nuciéico del cule

trol (¥ p/p) tive de ehsayo
(% »/p)
Ps. fluorescens . .- 10,9 7,0
Ps. Alcaligenes 9,3 448

Descrita suficientemente la naturaleza del ingentg,
ast como 14 manera de realizarse em la préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus—
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su
principio fundamental. '

et o
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REIVINDICACIONES

1e= Procedimiento para el tratamiento de protefna de .

c&lula simple, caracterizado porque un medio acuoso que con-
tiene células de microorganismos se somete a las etapas de

(A) tratamiento con un 4cido para rebajar su pH a un valer me
superior a 5 y (B) calentamlento a una temperatura de zl menss
608C, efectulndose las etapas (A) y (B) en cualquie» ardem ¢
al mismo tiempo, y a continuacidn (C) tratamiento conm ws S1oe-
1i para elevar el pH del medioc a un valor de al menos 6 wicwm
tras se mantieme la temperatura del medio en un valor de al
menos 602C, tras 1o cual las cflulas se separan del medie,

2.~ Procedimiento segfin la reivindicacibn 1, carac-
terizado porque las células son bacteriales.

3.= Procedimiento segfn la reivindicaciln 2. caYac-
terizado porque las cflulas son de los g&ms Pseudomonas,
A:Lcal.igem © Bacillus.

4.~ Procedimiento segfn la reivimdicacibn 3, carac-
terizado porque las células som de cualquiera de las especies
Pgewdomonas fluorescens, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas
diminuta, Alcaligemes faecalis o Bacillus cereus.

5e= Procedimiento segfn la reivindicacién 3, carac-

terizado porque las células son de la especie Pseudomonas metlky-

lotme »

6.~ Procedimiento segin la reivindicacibén 5, carac—
terizado porque las células son de cualquiera de las cepas
NCIB 10508-15 & 10592~6.

7em Proced.imiento segin la reivindicacibn 1, carac-
terizado porque las células son de cualquiera de las especies
Pseudomonas rosea, Microcyclus polymorphum o Hyphomicrobium
variabile,

ik Srmm e
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8.= Procedimiento segin la reivindicacibn 7, CAPACe
terizado porque las cllulas son de cualquiera de las cepas
NCIB 10516=7 & 10597-612,

9.- Procedimiento segfin cualquiera de las reivindi-
caciones anteriores, caracterizado porque antes de la etapa
(4) y/o (B), el pH del medio se eleva a un valor del ordea de
8 a 11 por tratamiento con un &lcali. '

10.- Procedimiento segfin cualquiera de las relvin-
dicaciones anterioréé, caracterizado porque durante la etapa
(B), la temperatura del medio se eleva a un valor de 60 a 1002C.

Tle= Procedimiento seglin 1a reivindicacién 10, carace
terizado porque durante la etapa (B), la temperatura se eleva
a un valor de 70 a 902C.

12.~ Procedimiento segﬁ.u cualquiera de las reivine
dica:c:l.ones anteriores, ca.z-acterizado porque duraate la etapa
(A), el pH del medio se baJa a wn valor de 2 a 5.

130~ Procedimiento segln la reivindicacidn 12. carac
terizado porque durante la etapa (A), el pH del medio se baja
a wn valor de 2,5 a 4,5.

14e~ Procedimiento segin cualquiera de las reivise
dicaciones anteriores, caracterizado porque durante la etapa
(C) &l pH del medio Se eleva a un valor de 6 a 10.

15= Procedimiento segfin la reivindicacién 14, carac
terizado porque durante la etapa (C), el pH del nedio se ele-

) vaaunvalordeSaS.

16.~ Procedimiento segln cualquiera de las reivin-
dicaciones anteriores, c?racterizado porque antes del trata=-
mieato con &lcali em la etapa (C), el medio se caliemta como
en 1la etapa (B) y se mantiene a wn pH inferior como en la

W

-

.o

-
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etapa (A) durante un periodo de 2 a 10 mimutos.

' 17.- Procedimiento segfin cualquiera de las reivindi-
caciones anteriores, caracterizado porque el &cido usado en
la etapa (A) es &cido swiffirico, &cido clorhidrico y/o &eido

£osfbrico.
18.~ Procedimiento segln cualquiera de las reivindi-

caciones anteriores, caracterizado porque el &lcali usado en
la etapa (C) es hidréxido sbdico, hidréxido cllcico, carbouate

s&dico y/o amoniaco.

19~ Procedimiento segim cualquiera de las reivindi-
caciones anter:l.ores, caracterizado porque el medio contiene
de 0,05 a 2 % p/v-de wma sal.

20.~ Procedimiento para el tratamiento de proteina
de cblula simple, tal y como queda sustancialmente descrito
en la presente Memoria.

~ Esta Memoria consta de 12 hojas escritas a mbquina
PoOPr una sola caras

e UC): 1976
Madrid,

TMPERTAL CHEMICAL m ES LIMITEDs

LEUMEZ AceERD ¥ nMugL,
Ge o Flemador L. Gaaln Fernéadss
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