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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invención se refiere a un procedimien­
to de realización de reacciones enzimáticas .que utilizan mi- 
croorganismos incluidos en una matriz de polímeros. -------

La importancia de las reacciones enzimáticas en el 
campo industrial no va a demostrarse ahora puesto que no 
existe prácticamente por ejemplo ningón campo de la química 
orgánica en el cual no se hayan introducido reacciones enzi- 
máticas. Sin embargo, la realización de estas reacciones pre 
senta ciertos problemas que no han sido, hasta el presente, 
resueltos de forma totalmente satisfactoria. Se pasará revis 
ta a continuación a los principales modos de realización de 
las reacciones enzimáticas sin dar ejemplos precisos, dado
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que éstos son muy numerosos y bien conocidos. -------------

El primer modo de realización de las reacciones en 
zimáticas consiste en aislar las enzimas a partir de los mi­
croorganismos y utilizarlas a continuación, • o bien en forma 
libre, o bien embebidas en matrices de polímeros como sim­
ples catalizadores. Estos procedimientos son, en general, 
muy onerosos puesto que en la mayor parte del tiempo el ais­
lamiento de la enzima reclama una técnica compleja. Estos 
son pues procedimientos reservados a síntesis a pequeñas es­
calas de productos tales como por ejemplo algunos medicamen­
tos. ---------- --------------------------------------------

Otro modo de realización de las reacciones enzima- 
ticas, utilizado cp particular para el tratamiento de los 
efluentes, consiste en hacer crecer las bacterias en una so­
lución que contiene los compuestos a degradar, por ejemplo 
el lactosuero de las queserías, y los elementos de un medio 
de cultivo, y se trata de una fermentación en estado no esta 
cionario. En este caso, se puede conservar una actividad en- 
zimática relativamente constante puesto que los microorganis 
mos muertos son reemplazados continuamente. Pero, además de 
los problemas referentes al cultivo de microorganismos li­
bres que hacen que se tenga en general que utilizar los pro­
cedimientos en discontinuo, el crecimiento se realiza bastan 
te a menudo en perjuicio de la actividad enzimática global 
de la reacción. Así, el rendimiento de la fermentación cítri 
ca de Aspergillus niger está condicionado por vina carencia 
del medio en nitrógeno y otros elementos. -----------------

j



Por ésto, en ciertos modos de realización de las 
reacciones enzimáticas con microorganismos libres, se prefie 
re utilizar como medio de reacción una solución que contiene 
el producto a tratar y un medio de cultivo pobre o incluso 
sin ningún medio de cultivo; ello se realiza para frenar el 
crecimiento de los microorganismos y favorecer su actividad 
enzimática y se trata de una fermentación en estado estacio­
nario; se constata sin embargo que la actividad enzimática 
decrece entonces bastante rápidamente en el tiempo. -------

En estos modos de realización, él inconveniente 
principal es sin duda que los microorganismos, en particular 
las bacterias, constituyen unos productos difíciles de mani­
pular y, en particular, no pueden constituir los rellenos de 
las columnas de reacción. ---------------------------------

A fin de evitar este inconveniente se han realiza­
do rellenos constituidos por vinos microorganismos adsorbidos 
sobre un soporte. Las experiencias han demostrado que se tra 
taba de cultivos no estacionarios, que presentan por tanto 
algunos de los inconvenientes citados más arriba. Es preciso 
observar además que este tipo de relleno, cuya actividad ti¿ 
ne lugar en la superficie, no tiene un coeficiente de efica­
cia tan grande como un relleno cuya actividad esté repartida 
por todo el volumen.-- ------------------------------------

Las investigaciones recientes se han centrado en 
la preparación de formas más manejables y más activas de mi­
croorganismos, incluyendo estos últimos en unas matrices de



polímeros, por ejemplo por polimerización de una solución 
que contiene el monómero y el microorganismo. Esto pone a 
disposición de la industria unos granulados de polímeros que 
presentan una actividad enzimática semejante a la de los mi­
croorganismos incluidos. Hasta ahora, estos granulados de p£ 
limeros eran considerados igualmente que las enzimas bloquea 
das en unas resinas descritas anteriormente con la diferen­
cia de que, bajo esta forma, por otra parte más económica, 
la actividad de los microorganismos incluidos es, en general, 
inferior a la de las enzimas bloqueadas. Se consideraba en 
efecto que, teniendo en cuenta el volumen del microorganismo 
en la matriz de polímeros, no podía desarrollarse y no pre­
sentaba interés más que como modo de utilización particular­
mente cómodo de las enzimas que contenía. Por ello, en las 
reacciones en continuo que utilizan polímeros que contienen 
microorganismos bloqueados, se alimenta el reactor con una 
solución que contiene únicamente el producto a tratar. Se ob 
serva' entonces, en general, un descenso de la actividad de 
los granos de polímeros al cabo de un cierto tiempo lo que 
obliga a renovar el relleno del reactor. - - - - - - - - - -

Ahora bien, se ha constatado, de manera totalmente 
sorprendente, que era posible realizar reacciones enzimáti- 
cas que utilizan microorganismos incluidos en una matriz de 
polímeros sin que, con el tiempo, hubiera descenso notable 
de la actividad enzimática de éstos. -----------------------

Para ello, la presente invención propone un proce­
dimiento para la realización de reacciones enzimáticas que
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utilizan unos microorganismos incluidos en «na matriz de po­
límeros, caracterizado porque se alimenta un reactor que con 
tiene los microorganismos incluidos en una matriz de políme­
ros con un medio de crecimiento de dichos microorganismos 
que contiene el o los productos a tratar y porque se extraen 
los productos de la reacción manteniendo los microorganismos 
incluidos en el reactor.---- ------------------------------

Este procedimiento es más particularmente intere­
sante cuando se realiza en continuo, es decir cuando se ali­
menta en continuo un reactor que puede presentarse en una 
forma cualquiera tal como una columna con relleno o un reac­
tor de desbordado con un medio de crecimiento de los microor 
ganismos que contiene el o los productos a tratar y en el 
cual se extrae en continuo los productos de la reacción man­
teniendo los microorganismos incluidos en el reactor. ----

Este procedimiento presenta numerosas ventajas.
Por una parte, los microorganismos incluidos en una matriz 
de polímeros pueden ser fácilmente manipulados e introduci­
dos en el reactor en forma de rellenos, por ejemplo. Por 
otra parte, se deduce de los conocimientos actuales del solí 
citante que los microorganismos incluidos no sufren práctica 
mente crecimiento y por tanto que la actividad enzimática 
global del medio no se modifica como se produce cuando se 
cultivan microorganismos libres en un medio de crecimiento. 
Pero no hay descenso de la actividad enzimática como puede 
observarse cuando se utiliza un medio de cultivo pobre. ---



Este fenómeno, a priori sorprendente, puede ser ex 
plicado al parecer de la forma siguiente (sin embargo, esta 
explicación teórica no puede en ningún caso limitar el alean 
ce de la presente invención): --------------------------- -

Los microorganismos incluidos en una matriz de po­
límeros están prácticamente en la incapacidad de proliferar 
por razones de volumen estérico y aunque sean alimentados 
por un medio de crecimiento, pero se ha constatado que estos 
microorganismos incluidos presentaban una tasa de renovación 
("tumover") de sus proteínas muy importante cuando se ali­
mentaban con el medio de crecimiento, lo que podría explicar 
el mantenimiento de la actividad enzimática. ---------------

Evidentemente, esta renovación de las proteínas no 
puede realizarse en un medio pobre de cultivo de bacterias 
libres en estado estacionario puesto que se han eliminado vo 
luntariamente, en este medio, algunos elementos que favore­
cen el crecimiento de los microorganismos y la síntesis de 
las proteínas.---------------------------------------------

En un modo de realización preferido del procedimien 
to según la presente invención, el polímero utilizado es una 
poliacrilamida. -------------------------------------------

Es posible realizar la utilización de este procedí^ 
miento por uno de los métodos bien conocidos en esta técnica, 
por ejemplo la de HICKS y UEDIKE (1966). -------------------

Desde luego, se pueden utilizar polímeros distin-



tos de la poliacrilamida, bajo reserva de cue se pueda in­
cluir en los mismos unos microorganismos sin que éstos sean 
destruidos y que además estos microorganismos puedan ejercer 
su actividad enzimática sobre una solución exterior a los po 
limeros.---- ----------------------------------------------

La solución de alimentación del reactor que contie 
ne el producto a tratar comprenderá además, en general, como 
es conocido en la técnica biológica: una fuente de carbono 
asimilable, tal como unos hidratos de carbono: glucosa, fruc 
tosa, lactosa, maltosa, sucrosa y pentosa,- melaza, almidón y 
los ácidos carboxílicos metabolizables; tina fuente de nitró­
geno asimilable, tal como los compuestos orgánicos nitrogena 
dos: peptona, extractos de levadura, extractos de carne, ami 
noácidos o bien unos compuestos inorgánicos nitrogenados, 
sal de amonio por ejemplo; y una fuente de sales inorgánicas 
como el monofosfato de potasio, el acetato de sodio, etc. Es 
ta solución podrá comprender, además, otros ingredientes ne­
cesarios para el crecimiento del microorganismo, tales como 
vitaminas, oligoelementos o factores de crecimiento. ------

Desde luego, en ciertos casos, el producto a tra­
tar realizará la función de fuente de carbono, de nitrógeno, 
etc., o bien contendrá ciertos elementos necesarios para el 
crecimiento.------------------------------------ ----------

Los otros parámetros de la reacción tales como el 
pH y la temperatura serán, en general, ajustados como cuando 
tiene lugar el cultivo en crecimiento de los microorganismos.
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En uno de los modos de realización del procedimien 
to según la presente invención, el microorganismo incluido 
es una bacteria del género Lactobacillus, en particular una 
bacteria Lactobacillus casei o Lactobacillus delbruckii que 
permite la preparación del ácido láctico a partir del ácido 
málico o a partir de azúcar. ----  - --  - - - - - - - - - -

En otro modo de realización de un procedimiento se 
gún la invención, se utiliza como microorganismo una bacte­
ria del género Pseudomonas y más particularmente Pseudomonas 
aeruginosa con el fin de efectuar una desnitrificación; para 
ello se adicionan, a la solución a tratar que contiene nitra 
tos, unos compuestos que permiten el crecimiento de esta baje 
teria, en particular una fuente de carbono. ---------------

En otro modo de realización del procedimiento se­
gún la invención, con el fin de realizar la fermentación al­
cohólica, el microorganismo incluido es una levadura del ti­
po Saccharomyces o Schizosaccharomyces, por ejemplo Saccharq- 
myees cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe. En este caso, 
se alimenta el reactor con una substancia que contiene azúca 
res tal como las melazas, mostos o zumos de frutas. En el ca 
so de las melazas, por no constituir éstas un medio de crecí, 
miento suficiente, se deberá adicionar una fuente de nitróge, 
no tal como el sulfato de amonio. - - - -  --  _ _ _ _ _ _ _

Desde luego, si los modos de realización del proce 
dimiento descrito precedentemente son particularmente intere, 
santes, el procedimiento según la presente invención puede



realizarse para otras reacciones enzimáticas que utilizan 
tanto "bacterias, como levaduras u hongos. -----------------

El procedimiento según la presente invención es 
más particularmente utilizable en la realización de reaccio­
nes enzimáticas que utilizan unos microorganismos mutantes 
que presentan unos equipos enzimáticos particularmente inte­
resantes pero, por otra parte, presentan en general una tasa 
de crecimiento bastante baja incluso sobre medios ricos y 
que, en las condiciones de la presente invención, darán unos 
resultados particularmente interesantes. - -----------------

EJEMPLO T

Preparación de los microorganismos incluidos en un
gel de poliacrilamida

Estos geles se preparan por el procedimiento des­
crito por HICKS y UPDIKE (1966). Se cultiva el microorganis­
mo en un medio de crecimiento, llamado medio rico, que con­
tiene el producto a tratar a fin de inducir la síntesis de 
la enzima correspondiente. Las células son a continuación la 
vadas y centrifugadas en un tampón fosfato a pH 7 . --------

Se efectúa a continuación la polimerización propia 
mente dicha de la forma siguiente: el microorganismo es puejs 
to en suspensión en un tampón fosfato 0,05 M (pH 7) a la tera 
peratura de 159C, conteniendo por 100 rnl de solución, 8,2 g 
de monómeros: acrilamida + N,N-metilen-bis-acrilamida (81$ 
de acrilamida) y como catalizador 200 mg de persulfato de
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amonio y 40 microlitros de N,N-N'^'-tetrametilendiamina. La 
polimerización se efectúa por mantenimiento de la solución a 
152c durante de 1 a 2 minutos con inyección de nitrógeno. -

•

El gel así obtenido es entonces abundantemente 
5 . aclarado con una solución acuosa y después molido a partícu­

las de unos milímetros que constituirán el relleno de los 
reactores descritos en los ejemplos siguientes. - ----- —

EJEMPLO 2

Transformación del ácido L-málico en ácido 
10. L-láctico

El reactor utilizado en esta experiencia es un 
frasco de cultivo de tejido (Celstir) en el cual la extrac­
ción de los productos de la reacción se efectúa por desborda 
do a través de un filtro recubiert'o por una membrana de 

15. nylon que permite la retención de las partículas en el me­
dio. La agitación del medio se obtiene con la ayuda de una 
barra magnética suspendida, lo que evita pulverizar los gra­
nos de polímero que descansan en el fondo del reactor. ----

El microorganismo utilizado en este procedimiento 
20. es una cepa de Lactobacillus casei depositada en la colec­

ción, del I.N.R.A. de Montpellier bajo el N2 C A P ^ .  Estas 
bacterias son cultivadas sobre un medio de cultivo que pre­
senta la composición siguiente: ---------------------------

Extracto de levadura (Difeo) ....  4 g
25. Triptona (Difeo) .......... . 2 g
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KH2P04 ..........................  2 g-
Solución de sales minerales de
SKEEGS y Y/RIGHT (*) ............. 5 mi
Zumo de tomate clarificado......  80 mi

5» Glucosa................ ......... 10 g
Acido DL-málico.... ............. 8 g
Agua, q.s.p......................  1 litro
- pH ajustado a 4,7 con sosa 10 H

(x) MgS04,7H20: 40 g/l; IvnS04 ,4H20: 2 g/l; FeCly 0,4 g/1 y 
10. 1 ml/1  de HC1 puro;

esterilizados 20 minutos a 1102C. Dh litro de este medio pro 
porciona al cabo de 48 horas 950 mg de bacterias en peso se­
co que sirven para la preparación de 50 mg de partículas de 
polímero como ha sido descrito en el ejemplo 1. ---- ;-----

15* El reactor es alimentado por un medio (A) que tie­
ne la composición siguiente: -------------------------------

Extracto de levadura (Difeo) ....  4 g
Triptona (Difeo) ................  2 g
Zumo de tomate ................... 80 mi

20. KH2?04 ..........................  2 g
Glucosa.........................  1 g
Acido DL-málico .................  8 g
Solución de sales minerales de
SKEEGS y WRIGHT .................  5 mi

25. Etanol 959 ....................... 90 mi
Cicloheximidina.................  50 mg
Agua, q.s.p......................  1 litro
- PH : 3,5



Se trata efectivamente de un medio de cultivo del 
tipo del descrito anteriormente que contiene el compuesto a 
tratar, es decir el ácido DL-málico y, además, cicloheximidi 
na y etanol, habiendo sido introducidos estos dos últimos 
compuestos a fin de evitar las contaminaciones por las leva­
duras y las otras bacterias. A la tasa de dilución utilizada 
en la experiencia no ha sido observado desarrollo de bacte­
rias lácticas libres, por lo que el ácido málico transforma­
do lo ha sido tínicamente por las bacterias fijadas. Las med_i
das de decarboxilación del ácido málico en ácido láctico han

\

sido efectuadas por el método manométri'co de WARBURG bajo at 
mósfera de nitrógeno a la temperatura de 302C; se recuerda 
que la reacción de base utilizada es la siguiente: - - - - -

HO -  CH -  C -  OH +  Enz 

0

CH0 -  C -  OH¿ ii
0

*• HO -  CH -  C -  OH + CO,

Las dosificaciones enzimáticas de ácido L-láctico 
y de ácido L-málico se han efectuado segtín los métodos preco 
nizados por BARRE (1966) y POÜX (1969) utilizando el malatc 
de deshidrogenasa de músculo de cerdo (comercializado por la 
firma Boehringer). La dosificación enzimática de la glucosa 
se ha efectuado segtín el método de KEILIN et al (1948) segtín 
STAUB (1963). ---------------------------------------------

Se han realizado, en paralelo, m a s  experiencias 
en las cuales los medios de cultivo eran los siguientes: --
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Medio (B)

Zumo de tomate ........... ....... 10ml

KH2P04 ...........  2 g
Glucosa .............    1 g

5. Acido DL-málico .................  8 g
Solución de sales minerales de
SKEEGS y WRIGHT .................  5 mi
Etanol 956 ......................  90 mi
Cicloheximidina .........   50 mg

10* Agua, q.s.p.................... .. 1 litro
- el pH es de 3*5

Medio (C)

KH2P04 ..........................  2 g
Glucosa ........................  1 g

15. Acido DL-málico ................  8 g
Solución de sales minerales de
SKEEGS y WRIGHT .........  5 mi
Etanol 952   90 mi
Cicloheximidina ................  50 mg

20. Agua, q.s.p. .................... 1 litro
- el pH es de 3,5

El volumen útil del reactor utilizado es de 150 mi 
(volúmen del líquido + volúmen de las partículas) y el cau­
dal de alimentación es de 38 ml/hora.

25. Los resultados obtenidos están representados por



el gráfico de la figura 1 que representa la evolución de la 
concentración en ácido L-málico del efluente en función del 
tiempo.-------- ------------------------------------------

Se constata que en el procedimiento según la pre­
sente invención, con el medio (A) la actividad permanece 
constante o incluso aumenta mientras que, al cabo de 5 días 
con el medio (C) y de 15 días con el medio (B), la actividad 
resulta prácticamente nula. ----------------------- -------

El aximento de actividad observado con el procedi­
miento según la invención es muy general. Así, en la trans­
formación del ácido láctico, al cabo de 9 meses de utiliza­
ción en continuo del reactor, la actividad de las partículas 
es más de 5 veces superior a la que tenía al principio de la 
experiencia. Este aumento de actividad ha sido medido toman­
do las partículas contenidas en 1 mi de solución y comproban 
do su actividad sobre una solución de ácido málico: ------

- el 21.11.73, esta actividad es de 130 /¿I COg/ml.h
- el 13.06.74, esta actividad es de 150 /¿l COg/ml.h;

se trata, desde luego, del CO2 desprendido cuando tiene lu­
gar la reacción. - - - - - - - - - - - - -  _ _ _ _ _ _ _

El aumento de esta actividad puede ser explicado 
por el hecho de que el medio de alimentación favorece las 
transformaciones en un sentido siempre favorable a la reac-



Esto constituye una ventaja muy interesante del pro 
cedimiento segdn la presente invención. --------------  --

EJEMPLO 3

Transformación del ácido L-málico en ácido 
L-láctico

Un reactor semejante al del ejemplo 2 es alimenta­
do con una solución (A) (ver ejemplo 2) con un caudal de 
38 ml/h.------ ------- - - - --------------------

Este reactor funciona desde hace 10 meses con una 
tasa de productividad constante de 14,4 m/í-V'l.h y permite la 
transformación de 1,9 g/l.h de ácido L-málico. Se recuerda 
que la tasa de productividad se calcula de la forma siguien­
te: -------------------------------------------------------

V

C = concentración en producto del efluente para las sínte­
sis; o la diferencia entre la concentración de producto 
de la alimentación y la concentración de producto del 
efluente para las degradaciones;-----------------------

D = caudal;-----------------------------------------------

V = volúmen del líquido en el reactor.------------------ --

Doblando la concentración celular cuando tiene lu­
gar la polimerización del gel, se puede, en este caso preci-
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so, doblar la productividad del reactor. ----  - - - - - - -

Se ha llegado así, aumentando la cantidad de bacte 
rias incluidas en el gel, a transformar 7 g de ácido nálico/ 
l.h a partir de la misma solución que anteriormente. --  - -

Este tipo de reacción sería particularmente intere 
sante de realizar en el curso de la vinificación a fin de ob 
tener unos vinos menos ácidos.---------------------------

EJEMPLO 4

Desnitrificación por P3eudomonas aeruginosa

La bacteria es cultivada en un medio "Nutrient 
Broth” que contiene 500 mg/1 de nitrato de potasio. Después 
de 3 días se recoge un volumen de 2 litros que representan 
1 g de bacterias en peso seco. -----------------------------

Estas bacterias son entonces embebidas en una ma­
triz de polímeros por el procedimiento descrito en el ejem­
plo 1 para obtener 50 mi de partículas. Se utiliza, para la 
realización de la reacción, un reactor del tipo del descrito 
en el ejemplo 2, que tiene un volámen de 150 ml¿ que se ali­
menta con un medio que tiene la composición siguiente: - - -

Nitrato de potasio..............  2 g
Glucosa.............    2 g
Fosfato monosódico ..............  5 g
Solución de sales minerales de
SKEEGS y WRIGHT .................. 5 mi
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Solución de oligoelementos (1) ... 1 mi
Agua, q.s.p......................  1 litro
- pH = 6,5 ajustado con sosa 10 lí

. (1) Solución de oligoelementos:
t

5. Molibdato de potasio ............. 0,05 g
Borato de sodio .................. 0,05 g
Percloruro de hierro ............  1 gota
Nitrato de cobalto ........ .....  0,05 g
Sulfato de cadmio ................ 0,05 g

10. Sulfato de cobre ................. 0,05 g
Sulfato de zinc .......... ..’..... 0,05 g

. Sulfato de manganeso..... ....... 0,05 g
Agua destilada, q.s.p............  1 litro

El caudal de alimentación es de 48 ml/g. Se obser- 
15. van los resultados siguientes:-- --------------------------

Días

12

32

42

Contenido en nitrato del efluente
(g/D

1,03

0,98
0,68

72 0

152 0



Como se puede constatar, a partir del séptimo día,
la desnitrificación es total. 

EJEMPLO 5

Fermentación alcohólica del zumo de uva

La cepa utilizada en esta experiencia es una leva­
dura Saecharomyces cerevisiae aislada en una fermentación 
alcohólica de vino y depositada en el I.N.R.A. de Bijon bajo 
el número STV III.-----------------------------------------

El medio de cultivo de la levadura es una malta 
Wickerham que contiene 50 g/1 de glucosa. Después de 48 ho­
ras se extraen las levaduras procedentes de un litro de este 
medio para preparar 70 mi de partículas poliméricas por el 
procedimiento del ejemplo 1. - - - - - - - - - - - - - - - -

El fermentador está constituido por dos reactores, 
del tipo descrito en el ejemplo 2, en cascada, que presentan 
cada uno una capacidad de 250 mi. - - -  --

Este fermentador es alimentado a 80 ml/h con un zu 
mo de uva blanca que tiene un pK de 3»1 y un contenido en 
azúcar de 126 g/1 . ---------------------------

Este reactor funciona desde hace un mes producien 

d o : -----------------------------------------------

- en el reactor 1, 0,40 mlY/ml de etanol;-------------------
- en el reactor 2, 0,85 mN/ml de etanol. -------------------
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La tasa de productividad de estos reactores es por 
tanto d e : -------------------------------------------------

. - T = 18O mH£/l.h para el reactor 1;
- T = 210 mlVV'l.h para el reactor 2. ------ ,--------- ------

5. Este ferraentador permite obtener 18 g/l.h de eta-
nol.---------------------------.------------------------- --

Ensayos comparativos con células libres en fermen­
tación normal han demostrado que la tasa de productividad ón 
tima es entonces de 16 ml̂ V'l.h de etanol.-------------------

10. Es de destacar que la fermentación normal se desa­
rrolla a 302C mientras que la fermentación según la inven­
ción ha sido realizada a 252C, por lo que se puede esperar me 
Ó orar aún la productividad. -------------------------------

Se observan, además, unas diferencias notables en 
15. los productos secundarios de fermentación del procedimiento

normal y del procedimiento según la invención para unos con­
tenidos de etanol próximos. --------------------- - -------
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COMPOSICION FERMENTACION POR LAS 
CELULAS LIBRES

FERMENTACION POR LAS 
CELULAS INCLUIDAS

Etanol (mN/1) 472 795 388 776
Glicerol (g/1) 3,87 4,67 4,18 5,48
Alcoholes supe­
riores (mg/l) 117 200 70 107
Propanol (mg/l) 6,26 8,15 11,3 14,1
Isobutanol
(mg/l) 38,8 63 7,8 19
Alcoholes iso­
amílicos (mg/l) 65,5 122 17,8 40,5

Se puede pues prever razonablemente la multiplica­
ción por 5 de la velocidad de producción de etanol. -------

EJEMPLO 6

Fermentación alcohólica del zumo de uvas

Se utilizan en este ejemplo una levadura Schizosa- 
ccharomyces pombe cultivada en las mismas condiciones que la 
levadura Saccharomyces cerevisiae del ejemplo 5. - - - - - -

Se extrae 1 litro del medio de cultivó para prepa­
rar 70 mi de partículas de polímeros según el procedimiento 
del ejemplo 1. ---------------------------------------------

La ventaja de esta levadura es que permite no sola 
mente la fermentación del azúcar en etanol sino también la 
fermentación del ácido málico en etanol.---- -- —  - —  -
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Se alimenta el reactor de 250 mi con un zumo de 
uva blanca que contiene 126 g/1 de azúcar y que tiene un pH 
de 3,1. Este zumo de uva contiene 12,5 mM/1 de ácido málico. 
El caudal de alimentación es de 47 ml/h, la concentración 

5. del reactor en etanol es entonces de 600 yu. filial y el efluen­
te no contiene más que 1,2 ml̂ /l de ácido málico. la tasa de 
productividad de este reactor es por tanto de 165 mM/l.h. -

EJEMPLO 7

Fermentación alcohólica de melazas de remolachas

10. La cepa utilizada es una levadura Saccharomyces
cerevisiae industrial que resiste al fluoruro, depositada en 
la entidad francesa "Asociación Interprofesional de Producto 
res de Remolachas y de Alcoholes de Remolachas" bajo el n9 

CCB 248.--------------------------------------------------

15. Esta levadura es cultivada en un medio de creci­
miento constituido por dos litros de malta de Wickerham que 
contiene 50 g/1 de glucosa y 50 mg/1 de NaF. Después de 48 

horas de cultivo se extraen las levaduras obtenidas para pre_ 
parar 70 mi de partículas polimerizadas.---- ----------- -

20. El reactor utilizado es semejante al del ejemplo 2
y presenta un volúmen de 250 mi. ---------------------------

Se alimenta con una solución que tiene la composi­
ción siguiente: - - - -  ----  _ _ _ _ _ _  --  _ _ _ _ _ _ _

s
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Melaza.............................  286 g
Sulfato de amonio........   2 g
NaF ...........      40 mg
Agua, q.s.p...........................  1 litro
- pH ajustado a 4,5 con ácido fosfórico.

Las tasas de productividad observadas en función 
del caudal son las siguientes:-----------------------------

- T = 286 ml.'/l.h D = 47 ml/h
- T = 320 mli!/l.h D = 65 ml/h.

En los ejemplos presentados, las transformaciones 
no necesitaban una gran aireación pero el comportamiento de 
las partículas de acrilamida es satisfactorio en las colum­
nas de fermentación con aire insuflado. - --  _ _ _ _ _ _ _

Los ensayos precedentes han sido realizados en 
reactores puesto que se producen en estas reacciones despren 
dimientos gaseosos (C02) pero desde luego, en ausencia de 
desprendimiento gaseoso, es preferible operar en columnas de 
reacción. -------------------------------------------------

La presente invención permite por tanto utilizar 
microorganismos incluidos en unas partículas de polímeros 
conservando al mismo tiempo la actividad del reactor puramen 
te enzimático.---------------------------------------------

Este procedimiento es utilizable para la realiza­
ción de reacciones enzimáticas cualesquiera tales como pro-



flucción fle ácidos aminados y síntesis de antibióticos o de 
corticoides, por ejemplo.---------------------_ _ _ _ _

EJEMPLO 8

Fermentación alcohólica de mosto que sirva tiara la 
fabricación de cerveza

La cepa utilizada es una levadura Saccharomyces 
cerevisiae industrial depositada en la Escuela de Cervecería 
de Nancy bajo el n 9 H 59. ---------------------------------

Esta levadura es cultivada en un medio de creci­
miento que contiene 2 litros de malta Wickerham que contiene 
10 g/1 de glucosa.-----------------------------------------

Después de 48 horas de crecimiento, se extraen las 
levaduras para preparar 70 mi de partículas polimerizadas

fque contienen las levaduras incluidas.---------- -------

El reactor utilizado es idéntico al del ejemplo 2 
y se mantiene a la temperatura ambiente. -------------------

Se alimenta estérilmente con una soluc-ión de mosto 
de 13,74s plato y a pH 4,95.-----------------------:------

Las tasas de productividad observadas son las si­
guientes: -- ----_ _ _ _ _ ------------------------------- _

- para un caudal de 38 ml/h: T = 167 mliV'l.h
- para un caudal de 60 ml/h: 1 = 218 ml/l.h
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La solución efluente contiene aproximadamente 80 
mg/ 1  de alcohol superior. - - - --------------------------

EJEMPLO 9

Producción de ácido láctico

5* El microorganismo utilizado en la realización del
procedimiento es una levadura Lactobacillus delbruckii ATCC 
9649. -----------------------------------------------------

Esta bacteria es cultivada a 402C en el medio si­
guiente: ---------- --------------------------------------- -

10. leche descremada ........ ........ 100 g
Extracto de levadura ............  5 g
Glucosa . . . ....... .............. 100 g
Zumo de tomate ......... ’........  100 mi
Agua, q.s.p......................  1000 mi

15. - pH : 7,

4 litros del medio precedente sirven para preparar 70 mi de 
partículas que contienen la bacteria incluida. --  - -------

El reactor utilizado es idéntico al del ejemplo 2 
y su temperatura se mantiene a 452C con termostato y es regu 

20. lado a pH 5,8 por sosa 2 N . ---------------------_ _ _ _ _

Se alimenta este reactor con la solución siguiente:

Glucosa 100 g/1
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Extracto de levadura........ . 20 g/1
Solución de sales minerales de
SKEEGS y WRIGHT (x) .............  5 ml/1
Acetato de sodio..... ........... 1 g/1

5. KgHP04 ......................... . 2 g/ 1

Para un caudal de 108 ml/1 la tasa de productividad 
es de 21,5 g/ 1  de ácido láctico. - - - - -  --  _ _ _ _ _ _ _

EJEMPLO 10

Desnitrificación por Hyphomicrobium

10. . L a  cepa utilizada es una bacteria Hyphomicrobium
proporcionada por el Instituto PASTEUR Hyphomicrobium W.C. -

La bacteria es cultivada durante 5 días en 4 litros 
de medio que contiene por litro:---- ----------------------

15

20

KH2P04

Na2HP04,7H20
(n h 4)2so4

MgS04,7H20
FeS04,7H20: 5 mg; IfoSO^^O

1,36 g 
2,13 g 
0,5 g
0,2 g ; CaCl2,2H2Q 

2,5 mg; Na2Mo04>2.H20

10 mg;
2,5 mg;

KNO^ : 5 g; metanol : 0,5 $>\ pH : 6,7.---------------------

Las bacterias son a continuación embebidas en una 
matriz de polímero por el procedimiento descrito en el ejem­
plo 1 para obtener 30 mi de partículas. ------------------

La ventaja de esta bacteria es que permite obtener
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la desnitrificación utilizando el metanol como fuente de car 
bono.-------------------- ------------------------------ -

, Se alimenta el reactor de 250 mi del ejemplo 2 con
el mismo medio que el medio de cultivo exceptuando que no 

5. hay (KH^JgSO^ y que el contenido en KNO^ es llevado a 3 S por
litro. - - ---------- -- - ---------------------

Este reactor ha funcionado durante un período de 2 
meses alimentado con 40 ml/h, transformando los nitratos en 
nitrógeno con una productividad de 20 mg de nitrógeno produ- 

10. cidos por litro y por hora.-------------------------------

EJEMPLO 11

Transformación de leche en yogurt

Las cepas de Lactobacillus bulgaricus y de Strep- 
tococcus termophilus utilizadas son las cepas proporcionadas 

15. por los Laboratorios VISBY bajo formas liofilizadas y mante­
nidas durante 72 h en 3 1 de medio "leche digerida a la pá- 
paína" que tiene la composición siguiente por litro: - ----

papaína 1 g, leche en polvo 30 g, glucosa 2 g, z’umo de toma­
te 100 mi, triptona 4 g, extracto de levadura 6 g, NaH2? °4 

20. 6 g, pH 7 ajustado con sosa.------------------------ - - -

Las bacterias son a continuación embebidas en una 
matriz de poliacrilamida (ejemplo 1) para obtener 40 mi de 
partículas. -------- - - - -------



-  27 -

Se alimenta un reactor de 180 mi mantenido a tem­
peratura de 40-C con leche reconstituida (leche en polvo + 
agua) cuyo caudal de alimentación está regulado por un regu­
lador de pH cuyo punto de consigna es de pH 4,8 (a fin de 
que la leche no coagule en el reactor). El funcionamiento ha 
sido seguido en un período de 10 días, el caudal medio es de 
120 ml/h y la acidez de la leche es de 832 Domic. - -------

EJEMPLO 12

Depuración por digestión anaerobia

• Los microorganismos que han servido para esta exp«3 

riencia se recuperan en un digestor anaerobio de la ciudad 
de Dijon. Los lodos son filtrados y a continuación centrifu­
gados para concentrar los microorganismos. Se opera como en 
el ejemplo precedente, colocando 170 mi de partículas embebí, 
das en un reactor de 300 mi mantenido a 35SC y a pH 7,2. - -

El medio a depurar es una D.C.O. de 17.700 y tiene 
la composición siguiente: almidón soluble 8 g, glucosa 1 g, 
extracto de levaduras 3 g, peptona 4 g, (NH^)2S0^ 0,5 g, 
KH2P04 0,57 g, K 2HP04 1 g, MgS04,7H20 100 mg, CaCl2,2H20 
7,5 mg, MnS04 10 mg, PeCl^,6H20 0,5 mi, pH7. ------------

La alimentación a 40 ml/h da a la salida una D.C.O. 
bruta de 5.800 y los azúcares dosificados por el método de 
la antrona pasan de 9,4 g/1 a 0,47 g/1. Se verifica por cro­
matografía en fase gaseosa la producción de metano. -------
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Se declaran de novedad y propiedad para España, 
sus territorios y plazas de soberanía, las siguientes: ----

R E I V I N D I C A C I O N S  S

1. - Procedimiento de realización de reacciones en- 
zimáticas, que utilizan microorganismos incluidos en una ma­
triz de polímeros, caracterizado porque se alimenta en conti 
nuo -un reactor que contiene les microorganismos incluidos en 
una matriz de polímeros con un medio de crecimiento de dichos 
microorganismos que contiene el o los productos a tratar y 
porque se extraen en continuo los productos de la reacción 
manteniendo los microorganismos incluidos en el reactor. - -

2. - Procedimiento según la reivindicación 1, carao
terizado porque la matriz de polímeros es una matriz de po- 
liacrilamida.---------- ---------------------------------

3. - Procedimiento según una de las reivindicaciones
1 y 2, caracterizado porque el microorganismo incluido es 
una bacteria o una levadura. -------------------------------

4. - Procedimiento según la reivindicación 3, carac 
terizado porque el microorganismo incluido se elige entre 
las bacterias de los géneros Lactobacillus y Pseudomonas. -

5.- Procedimiento según la reivindicación 3, carac
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terizado porque el microorganismo incluido se elige entre 
las levaduras de los géneros Sacch.arom.vces y Schizosaccharo- 
myees. -- -------------------------- ---------- -- -----

6 . - Procedimiento según la reivindicación 4, cara£
5. terizado porque el microorganismo incluido se elige entre

Lactobacillus casei, Lactobacillus delbruckii y Pseudomonas 
aeruginosa.---- ------------- - - --------------------

7. - Procedimiento según la reivindicación 5» carac
terizado porque el microorganismo incluido- se elige entre 
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. ----

8. - Procedimiento según cualquiera de las reivin­
dicaciones 1 a 7, caracterizado porque el microorganismo uti 
lizado es un mutante de poco crecimiento. - - - - - - - - -

9. - Procedimiento según una de las reivindicacio-
15. nes 1, 2, 3, 5» 7 y 8, caracterizado por preparar alcohol

etílico a partir de soluciones que contienen azúcares. - - -

10. - "PROCEDIMIENTO DE REALIZACION DE REACCIONES
ENZIMATICAS". ---------------------------------------------

Todo ello conforme se describe y reivindica en la 
20. presente memoria que consta de veintinueve hojas foliadas y

mecanografiadas por una sola de sus caras, y de una lámina 
de dibujos que la ilustra.

MADRID » 5 ASO. 1976
& cmu suflos

maf.
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