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PATENTE DE INVENCION

.o . por VEINTE afios

solicitada en Espafia a favor de INSTITUT NATIONAL DE LA
RECHERCHE AGRONOMIQUE (I.N.R.A.), de nacionalidad francesa,
domieiliada en 149 Rue de Grenelle, 75 Paris 7, Francia, por
"Procedimiento de realizacién de reacciones enzimfticas",
con prioridad de la solicitud francesa 75 24509 de fecha 6
Agosto 1975 = = =~ = = = = = & - .- - - ad R

VEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a un procedimien-
to de realizacién de reacciones enzimiticas.que utilizan mi-

croorganismos incluidos en una matriz de polimeros. = = = -

La importancia de las reacciones enzimiticas en el
campo industrial no va a demostrarse ahora puesto que no
existe prdcticamente por ejemplo ningtin campo dé la quimica
orgdnica en el cual no se hayan introducido reacciones enzi-
méticas. Sin embargo, la realizacidn de estas reacciones pre
senta ciertos problemas que no han sido, hasta el presente,
resueltos de forma totalmente satisfactoria. Se pasard revis
ta a continuvacién a los principales modos de rezlizacién de

las reacciones enzimdticas sin dar ejemplos precisos, dado
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que éstos son muy numerosos y bien conocidos. = = = = = = =

El primer modo de realizacidén de las reacciones en
zimdticas consiste en aislar las enzimas a partir de los mi~
croorganismos y utilizarlas a continuacién, - o bien en forma
libre, o bien embebidas en matrices de polimeros como sim~
ples catalizadores. Estos procedimientos son, en general,
muy onerosos puesto gue en la mayor parte del tiempo el ais-
lamiento de la enzima reclama una técnica compleja. Estos
son pues procedimientos reservados a sintesis a pequefias es-

calas de productog tales como por ejemplo algunos medicamen-—

$0Se = = = = = = . m - o mm = T S

Otroc modo de realizacién de las reacciones enzimi-
ticas, utilizado én particular para el tratamiento de los
efluentes, consiste en hacer crecer las bacterias en una so-
lucidén que contiene los compuestos é degradar, por ejemplo
el lactosueroc de las queserias, y los elementos de un medio
de cultivo, y se trata de una fermentacidn en estado no esia
cionario. En este caso, se puede conservar wa actividad en-
zimitica relativamente constante puesto que los microorganig
nos muertos son reemplazados continuamente. Pero, ademds de
los problemas referentes al cultivo de microorganismos li-
bres que hacen que se tenga en general gue utilizar los pro-
cedimientos en discontinuo, el crecimiento se realiza bastan
te a menudo en perjuicioc de la actividad enzimdtica global
de la reaccién. Asf, el rendimiento de la fermentacién citri
ca de Aspergillus niger esti condicionado por una carencia

del medio en nitrégeno y otros elementos, — = = = = = = - ~
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Por esto, en ciertos modos de realizacién de las
reacciones enzimdticas con microorganismos libres, se prefie
re utilizar como medio de reaccién umna solucién que contiene
el producto a tratar y un medio de cultivo pobre o incluso
sin ningﬁn medio de cultivo; ello se realiza para frenar el
crecimiento de los microorganismos y favorecer su actividagd
enzimdtica y se trata de una fermentacién en estado estacio-
nario; se constata sin embargo que la actividad enzimdtica

decrece entonces bastante rdpidamente en el tiempo. - - - -

En estos modos de realizacidén, el inconveniente
principal es sin duda que los microorganismos, en particular
las bacterias, consiituyen unos productos diffciles de mani-

pular y, en particular, no pueden constituir los rellenos de

las columas de reaccidn, = = = = = = = & = o o - - o - - -

A fin de evitar este inconveniente se han realiza-
do rellenos constituidos por unos 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 mds arriba. Es preciso
observar ademis que este tipo de relleno, cuya actividad tig
ne lugar en la superficie, no tiene un coeficiente de efica~

cia tan grande como un rellenc cuya actividad esté repartida

por todo el vVolumen.: = = = ='= = = = « = = - - .- -—- - -

Las investigaciones recientes se han centrado en
la preparacién de formas mds manejables y mds activas de mi~

croorganismos, incluyendo estos Ultimos en wnas matrices de
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polimeros, por ejemplo por polimerizacién de wna solucién
que contiene el monémero y el microorganismo. Esto pone a
disposicién de la industria wnos granulados de polimeros que
presentan una actividad enzimdtica semejante a la de los mi-
croorganismos incluidos. Hasta ashora, estos granulados de po
l{meros 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 mds econdmica,
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 polimeros, no podfa desarrollarse y no pre-
sentaba interés mds que como modo de utilizacidn particular-
mente cémodo de las enzimas que contenlia. Por ello, en las
reacciones en continuo que utilizan polimeros que contienen
microorganismos bloqueados, se alimenta el reactor con una
solucién que contiene Unicamente el producto a tratar. Se ob
gerva entonces, en general, un descenso de la actividad de
los granos de polimeros 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 enzimdti-
cas que utilizan microorganismos incluidos en una matriz de
polimeros sin que, con el tiempo, hubiera descenso notable

de la actividad enzimdtica de 63108, = = = = = = = = = = = =~

Pars ello, la presente invencién propone un proce-

dimiento para la realizacién de reacciones enzimdticas que
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utilizan unos microorganismos incluidos en wna matriz de po-
1lImeros, caracterizado porque se alimenta un reactor que con
tiene los microorganismos incluidos en una matriz de polime~
ros con un medio de crecimiento de dichos mieroorganismos

que contiene el o los productos a tratar y porque Se extraen
los productos de la reaccién manteniendo los microorganismos

incluidos en el reaCtors = = = = = = = = = =« = = = = = - = -

Este procedimiento es mds 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 colwma con relleno o un reac-
tor de désbordado 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 reaccién man-

teniendo los microorganismos incluidos en el reactor. - - -

Este procedimiento presenta numerosas ventzjas.
Por una parte, los microorganismos incluidos en una matriz
de polimeros pueden ser ficilmente manipulados e introduci-
dos en el reactor en forma de rellenos, por ejemplo. Por
otra parte, se deduce de los conocimientos actuales del soli
citante que los microorganismos incluidos no sufren préctica
mente crecimiento y por tanto que la actividad enzimdtica
global del medioc nc se modifica como se produce cuando se
cultivan microorganismos libres en un medio de crecimiento.
Pero no hay descenso de la actividad enzimdtica como puede

observarse cuando se utiliza un medio de cultivo pobre. - -



Este fendmeno, a priori sorprendente, puede ser ex
plicado al parecer de la forma siguiente (sin embargo, esta
explicacidén tedrica no puede en ningn caso limitar el alcan

ce de la presente invencidn): = = = = = = = = - - - - - « -~

5 Los microorganismos incluidos en una matriz de po-
limeros estdn pricticamente en la incapacidad de proliferar
por razones de volumen estérico y aunque sean alimentados
por un medio de crecimiento, perc se ha consiatado que estos
microorganismos incluidos presentaban una tasa de renovacidn

10. {"turnover") de sus proteinas muy importante cuando se ali-
mentaban con el medio de crecimiento, lo que podrfia explicar

el mantenimiento de la actividad enzimdtica. = = = =« = = - =~

Evidentemente, esta renovacién de las proteinas no
puede realizarse en un medio pobre de cultivo de bacterias
15. 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 sintesis de

las protelnas. = = = = = = = = = = = e w -0 .- - - -~

En un modo de realizacién preferido del procedimien
20. to segin la presente invencidn, el polimero utiiizado es una

poliacrilamida. = = = = = = =~ el R i

Es posible realizar la utilizacién de este procedi
miento por wmo de los métodos bien conocidos en esta técnica,

por ejemplo la de HICKS y UPDIKE (1966)s = = = = = = = = = =

25. Desde luego, se pueden utilizar polimeros distin-
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tos de la poliacrilamida, bajo reserva de cue se pueda in-
cluir en los mismos unos microorganismos sin que éstos sean
destruidos y que ademds estos microorganismos puedan ejercer
su actividad enzimitica sobre una solucidn exterior a los po

1imeros. = = = = = = = = = = = = - el

La solucidn de alimentacién del reactor que contig
ne el producto a tratar comprenderi ademéds, en general, como
es conocido en la técnica bioldgica: una fuente de'carbono
asimilable, tal como unos hidratos de carbono: glucosa, fruc
tosa, lactosa, maltosa, sucrosa y pentosa, melaza, almidén y
ios dcidos carboxflicos metabolizables; wna fuente de nitré-
geno asimilable, tal como los compuestos orgénicos nitrogena
dos: peptona, extractos de levadura, extractos de carne, ami
nodcidos o bien unos compuestos inorginicos nitrogenados,
sal de amonio por ejemplo; y una fuente de sales inorgénicas
como el monofosfato de potasio, el acetato de sodio, etc. Es
ta solucién podrd comprender, ademds, 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 realizard la funcidén de fuente de carbono, de nitrégeno,
etc., o bien contendri ciertos elementos necesarios para el

crecimiento. = = = = = = = - - - o m - e oL L oL Lo

Los otros pardmetros de la reaccidén tales como el
pH y la temperatura serdn, en general, ajustados como cuando

tiene lugar el cultivo en crecimiento de los microorganisnos.
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En wno de los modos de realizacién del procedimien
to segtin la presente invencién, el microorganismo incluido

es wna bacteria del género Lactobacillus, en particular una

bacteria Lactobacillus casei o lactobacillus delbruckii gue

permite la preparacién del dcido ldctico a partir del dcido

milico o a partir de azlicar. = = = = = = « = = = = = - - = =

En otro modo de realizacién de un procedimiento se
gin la invencién, se utiliza como microorganismo una bacte-
ria del género Pgeudomonas y mds particularmente Pseudomonas
aeruginosa con el fin de efectuar una desnitrificacién; para
ello se adicionan, a la solucién a tratar que contiene nitra
tos, wos compuestos que permiten el crecimiento de esta bac

teria, en particular una fuente de carbono., - - = - = - - -

En otro modo de realizacién del procedimiento se-
gin la invencidn, con el fin de reglizar la fermentacién al-
cohélica, el microorganismo incluido es una levadura del ti-

po Saccharomyces o Schizosaccharomyces, por ejemplo Saccharo-

myces cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe. En este caso,

se alimenta el reactor con una substancia que contiene azlica
res tal como las melazas, mostos o zumos de frutas. En el ca
g0 de las melazas, por no constituir éstas wn medic de creci
miento suficiente, se deberd adicionar una fuente de nitrége

no tal como el sulfato de amonio, — — - - - . m -

Desde luego, si los modos de realizacidn del procg
dimiento descrito precedentemente son particularmente intere

santes, el procedimiento segin la presente invencién puede
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realizarse para otras reacciones enzimdticas que utilizan

tanto bacterias, como levaduras u hongos, — = = = = = = - ~

El procedimiento segin la presenie invencidn es
mds particularmente utilizable en la realizacién de reaccio-
nes enzimdticas que utilizan unos microorganismos mutantes
que presentan unos equipos enzimiticos 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 invencién, dardn wnos

resultados particularmente interesantes, —= = = = = = = = - ~

EJEMPLO 1

Preparacidn de los microorganismos incluidecs en wn

gel de poliacrilamida

Estos geles se preparan por el procedimiento des-
erito por HICKS y UPDIKE (1966). Se cultiva el microorganis-~
mo en wn medio de crecimiento, llamado medio rice, que con-
tiene el producto a tratar a fin de inducir la sintesis de
la enzima correspondiente. Las células son a continuacidn la

vadas y centrifugadas en un tampén fosfato a pH 7e = = ~ - =

Se efectia a continuacién la polimerizacién propia
mente dicha de la forma siguiente: el microorgénismo es pues
to en suspensién en un tampén fosfato 0,05 M (pH 7) a la tem
peratura de 152C, conteniendo por 100 ml de solucién, 8,2 g
de mondmeros: 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!',N'-tetrametilendiamina. La
polimerizacién se efectda por mantenimiento de la solucién a

152C durante de 1 a 2 minutos con inyeccién de nitrégeno. -

El gel as{ obtenido es entonces abundantemente
aclarado con una solucién acuosa y después molido a particu-
las de unos milimetros que constituirdn el relleno de los

reactores descritos en los ejemplos siguientes. = = = = - -

EJEMPLO 2

Transformacién del dcido I-mdlico en dcido

I-ldctico

El reactor utilizado en esta expgriencia es un
frasco de cultivo de tejido (Celstir) en el cual la extrac-
cién de los productos de la reaccidén se efectia por desborda
do a través de un filtro recubierto por una membrana de
nylon que permite la retencién de las particulas en el me-
dio. La agitacién del medio se obtiene con la ayuda de una
barra magnética suspendida, lo que evita pulverizar lds gra-

nos de polimero que descansan en el fondo del reactor. - - -

El microorganismo utilizado en este procedimiento
es una cepa de lLactobacillus casel depositada en la colec~-
cién.del I.N.R.A. de Montpellier bajo el N2 CAP1C1. Estas
bacterias son cultivadas sébre un medio de cultivo que pre-

senta la composicidén siguiente: = = = = = = = = =« = = = =~ =

Extracto de levadura (Difco) cees. 4 g

Triptona (Difco) seecescvesvcooncs 2 g
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KH2P04 ®EO SOV TLIISEONEIN NS P OTGES e 2g

Soluciébn de sales minerales de
SKEEGS y WRIGHT () veeeeeosvcconce 5 ml

Zumo de tomate clarificado ..ee... 80 ml
GlUCOSE cesnescvecascossccessannas 10 g
Acido DI-milico .................l 8 g
ASUA,; QeSeDe secvevsssccesscacscan 1 litro
~ pH ajustado a 4,7 con sosa 10 N

(%) MgSO4,'7H20: 40 g/1; MnSO4,4H20: 2 g/1; FeCl3: 0,4 g/1 y
1 ml/1 de HCl puro;

esterilizados 20 minutos a2 1102C. m litr5 de este medio pro
porciona al cabo de 48 horas 950 mg de bacterias en peso se-
¢o que sirven para la preparacién de 50 mg de particulas de

polimero como ha sido descrito en el ejemplo 1. = = = = = =~

El reactor es alimentado por wn medio (4) que tie-

ne la composicidén siguiente: = = = = = = = = - & - - - - -
Extracto de levadura (Difco) ..... 4 g
Triptona (Difco) ® 9 20 00 B¢ SO SO SR OEITN 2 g

Z‘mo de tomate ¢ 0 00 OO OV OB EOEBEIEPEPITE 80ml
KH2PO4 ® ¢ 8 008 S0 00 E OO Ce EEDEIVTROEDTSOODN zg
GlucoSa seceecearcssccsevecsnanens 18
Acido DL"rm'ilico D 6s GO OOGECOSENBPOETDRPE 8g

Solucidén de sales minerales de
SKEEGS y WRIGHT veeevecocesccsansee 5 ml

Etanol 952 tevevceenensnascnnenene 90 ml
Cicloheximiding seessesacsceanaces 50 nmg
ASU2, QeSiPe setncescscnssscnncas 1 litre
- pH : 3,5
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Se trata efectivamente de un medic de cultivo del
tipo del descrito anteriormente que contiene el compuesto a
tratar, es decir el 4cido DL-milico y, ademds, cicloheximidi
na y etanol, habiendo sido introducidos estos dos Wltimos
compuéstos a fin de evitar las contaminaciones por las leva-
duras y las otras bacterias. A la tasa de dilucién utilizada
en la experiencia no ha sido observado desarrollo de bacte-
rias ldcticas libres, por lo que el dcido mdlico transforma-~
do 1o ha sido Unicamente por las bacterias fijadas. Las medi
das de decarboxilacién del Acido médlico en 4cido léctico han
gido efectuadas por el método manomét;ibo ae WARBURG bajo at
mésfera de nitrégeno a la temperatura de 302C; se recuerds

que la reaccién de base utilizada es la siguiente: ~ - - - -

HO - CH-C - 0H + Enz, ——» HO - CH = ﬁ - 0H + 002«//’
0 . CHy 0

Las dosificaciones enzimdticas de 4cidc I~léctico
y de écido.L—mélico se han efectuado segin los métodos preco
nizados por BARRE (1966) y POUX (1969) utilizando el malato
de deshidrogenasa de misculo de cerdo (comercializado por la
firma Boehringer). La dosificacién enzimdtica de la glucosa
se ha efectuado segtn el método de KEILIN et al {1948) segin
STAUB (1963)s = = = = = = = = = = = = = = = = == = = = - =

Se han realizado, en paralelo, unas experiencias

en las cuales los medios de cultivo eran los siguientes: - -



Zumo de tomate S0 0 s 00 ewB IR eBsOPer e
m2P04 S €S 80 000N OPOLIOEPRSIOOODPOEPIPOIECETOTES
Glucosa S veveessssrsTE RO OCESEARIOLNIRGTEOTYDP
ACidO DL—mé.liCO s secossvsssasnsRIOO e

Solucién de sales minerales de
SKEEGSy‘vRIGHT ® 9 ¢ 9 & USSP OOGOIOGSEOIEETESTOIOTES

Eta.nOl 959 Pe eV e IININECECEERLSILIOEOEIERNTOSIOE TGOS
CiClchGXimidina ®eveasss0ecrcaee

Agla’ q's.p. .....'............-..
- el pH es de 3,5 »

KH2P04 % 0 % 0 P e O R OB B OE G ONE EE OGRS LSIGLOSES
Glucosa LB 2R B B BN BN BN I BN I BN I BN I B A AR W R . e
£cid0 DL-ME11iCO eeveceonevovcnoceasse

Solucién de sales minerales de
SKEEGSY?\"RIGHT * 5% 0O NS CeOOO RSSO DN

Etarlcl 959 s 8SPPsOCIeN OISO ORVTOOIILES
CiCIOheXiMidina ®¢s a9 B seetse o

A.gua, q‘s.p. & O8O SVSO OGSO EPINPSEOIBT TS
- el pH es de 3,5

10 ml
2 g
18
8 g

5 ml
90 ml
50 mg

1 litro

2 g
1g
8 g

5 ml
90 ml
50 mg
1 litro

El volumen Wtil del reactor utilizado es de 150 ml

(voltmen del liquido + voltmen de las partfculas) y el cau-

dal de alimentacién es de 38 ml/hora.

Medio (B
5.
10.

Medio (C
15.
20.
25.

Los resultados obtenidos estén representados por




5e

10.

15.

20.

- 14 -

el grifico de la figura 1 que representa la evolucidén de la

concentracién en dcido IL-milico del efluente en funcidn del

Se constata que en el procedimiento segin la pre-
sente invencién, con el medio (A) la actividad permanece
constante o incluso aumenta mientras que, al cabo de 5 dias
con el medio (C) y de 15 dfas con el medio (B), la actividad

resulta pricticamente nula. = = = = = = = = = = = = = - « -

E1 aumento de actividad observado con el procedi-
miento segln la invencién es muy general. Asi, en la trans-
formacién del dcido lictico, al cabo de 9 meses de utiliza-
cién en continuo del reactor, la actividad de las‘particulas
es mis de 5 veces superior a la que tenfa al principio de la
experiencia. Este aumento de actividad ha sido medido toman-—
do las particulas contenidas en 1 ﬁl de solucién y comproban

do su actividad sobre una solucibn de 4cido milico: = — - -

- el 21.11.73, esta actividad es de 130 ul COZ/ml.h
~ el 13.06.74, esta actividad es de 150 nl Cog/ml..;

se trata, desde luego, del 002 desprendido cuando tiene lu-

gar la reaccifn. — = = = = = = = = = = = = = - =~ =~ - -~

El aumento de esta actividad puede ser explicado
por el hecho de que el medio de alimentacién favorece las

transformaciones en un sentido siempre favorable a la reac-
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Esto constituye una ventaja muy interesante del pro

cedimiento segin la presente invencidn. = = = = = « = « = =

EJENMPLO 3

Transformacibn del 4dcido I-mdlico en dcido

I~ldctico

Un reactor semejante al del ejemplo 2 es alimenta-

do con una solucibn (4) (ver ejemplo 2) con un caudal de

Este reactor funciona desde hace 10 meses con una
tasa de ﬁroductividad constante de 14,4 m/¥/1l.h y permite la
transformacién de 1,9 g/l.h de 4dcido I-milico. Se recuerda

que la tasa de productividad se calcula de la forma siguien-

¢ = concentracidn en producto del efluente para las sinte-
sis; o la diferencia entre la concentracién de producto

de la alimentacién y la concentracién de producto del

efluente para las degradaciones; = = = = = = = = = = - -
D=caudal; = = = =~ = = = = == === === == - -~
V = voltmen del liquido en el reactor. = = = = = = = = ~ « -

Doblando la concentracién celular cuando tiene lu-

gar la polimerizacién del gel, se puede, en este caso preci-
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so, doblar la productividad del reactor. — = = = = = = =« = -

Se ha llegado asl, aumentando la cantidad de bacte
rias incluidas en el gel, a transformar 7 g de dcido mdlico/

1.h a partir de la misma solucién que anteriormente. - - - -

Este tipo de reaccibn serfa particularmente intere
sante de realizar en el curso de la vinificacifn a fin de 0D

tener unos vinos menos £cidoS. = = = = = . - - - = - —— -

EJEMPLO 4

Desnitrificacién por Pseudomonas aeruginosa

La bacteria es cultivada en un medio "Nutrient
Broth" que contiene 500 mg/l de nitrato de potasio. Después
de 3 dfas se recoge un volimen de 2 litros que representan

1 g de bacterias en peso SeCO. = = = = = = = = = = = = = — =

Istas bacterias son entonces embebidas en una ma-
triz de polimeros por el procedimiento descrito en el ejem-
plo 1 para obtener 50 ml de particulas. Se utiliza, para la
realizacidn de la reacciédn, un reactor del tipo del descrifo
en el ejemplo 2, que tiene wn voltmen de 150 ml; que se ali-

menta con un medio que tiene la composicién siguiente: - - -

Nitrato de potasio ..eececvesss ‘o 2 g
Glucosa 0 0 00 5 0 G B O 0SB O SRS P b s 2g
Fosfato monosSSAdico seceseroesvavas 5 g

Solucién de sales minerales de
SKEEGS ¥y WRIGHT eveescoseovcvscans 5 ml
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Solucién de oligoelementos (1) ... 1T mi
AUB, QeS.Pe eocecasccnccncscsanse 1 litro
- pH = 6,5 ajustado con sosa 10 N

(1) Solucién de oligoelementos:

4
>

5. e Molibdato de potasio teeescccaases 0,05 g
BOI‘a‘tO de sodio QQUQOOQOUOOOD.IQOVOO 0,05 g
Percloruro de hierro ceeeececeeeces 1 gota

Nitrato de cobalto seececeeesensse 0,05 g

Sulfato de cadmio cveeeseoceveosss 0,05 g

10, Sulfato de cODre vesvecsccescenecs 0,05 g
Sulfato de ZiNC eevrevvasssacencss 0,05 g

. Sulfato de manganeso ceeesceceaces 0,05 g

Agua destilada, GeSePe cevecoacness 1 1litro

El caudal de alimentacién es de 48 ml/g. Se obser—

15. van los resultados siguientes: = = = = « = = 0 & o o o - -~

Contenido en nitrato del efluente

Dias (g/1)

T’ 1,03
3¢ ’ 0,98
49 0,68
70 0

15¢ 0
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Como se puede constatar, a partir del séptimo dfa,

la desnitrificacién es to0tale = = = = = = = = = = = = = = =

EJENMPLO 5

Permentacién alcohblica del zZumo de uva

la cepa utilizada en esta experiencia es una leva-

dura Saccharomyces cerevisiae aislada en wna fermentacién

alcohdlica de vino y Gepositada en el I.N.R.A. de Dijon bajo

el nimero STV JII. = = = = = = = = = = e e v e = m o =

El medio de cultivo de la levadura es una malta
Wickerham que contiene 50 g/1 de glucosa. Después de 48 ho-
rag se extraen las levaduras procedentes de wn litro de este
medio para preparar 70 ml de partfculas poliméricas por el

procedimiento del ejemplo 1. = = = = = = = = = = = = = = = =

El fermentador estd constituido por dos reactores,
del tipo descrito en el ejemplo 2, en cascada, que presentan

cada uno wa capacidad de 250 ml. = = = = = = = = = - = - -

Este fermentador es alimentado a 80 mi/h con un zu
mo de uva blanca que tiene un pH de 3,1 y w contenido en

aglcar de 126 g@fl. = = = = = = = = = = = = = = = = = = = - =

Este reactor funciona desde hace un mes producien

- en el reactor 1, 0,40 mM/ml de etanol; = = = = = = = = = =
- en el reactor 2, 0,85 mM/ml de etanol, — = = = = = = = = =
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La tasa de productividad de estos reactores es por

-~ T = 180 mM/1.h para el reactor 1;

- T = 210 mM/1.h para el reactor 2, = = = = = = = = = = - =
Este fermentador permite obtener 18 g/l.h de eta~

NOL: = = = = = e -t et e - - - - -

Ensayos comparativos con células libres en fermen-—
tacién normal han demostrado que la tasa de productividad 6p

tima es entonces de 16 mi/1l.h de etanol, = = = = = = = = = =

Es de destacar que la fermentacién normal se desa~
rrolla a 309C mientras que la fermentacién segin la inven-
cién ha sido realizada a 252C, por lo que Se puede esperar me

jorar aln la productividad. = = = = = = - - .- - o - - -

Se observan, ademds, unas diferencias notables en
los productos secundarios de fermentacidén del procedimiento
normal y del procedimiento seglin la invencién para unos con-

tenidos de etanol préximoS. = = = @@ = = « - - - - m - - - -
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FERMENTACION POR LAS [FERNENTACION POR LAS

COMPOSICION CELULAS LIBRES CELULAS INCLUIDAS
Etanol (md/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/1) 38,8 63 7,8 19
Alcohocles iso-
amilicos (mg/1l) 65,5 122 17,8 40,5

Se puede pues prever razonablemente la multiplica—

cién por 5 de la velocidad de produccién de etanol. - - - -

EJEMPLO 6

Fermentacién alcohflica del zumo de uvas

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

levadura Saccharomyces cerevisize del ejemplo 5. = = = = = =

Se extrae 1 litro del medio de cultive para prepa—
rar 70 ml de particulas de polimeros segin el procedimiento

10. del ejemplo 1¢ = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = -~

La ventaja de esta levadura es que permite no sola
mente la fermentacién del azdcar en etanol sino también la

fermentacién del dcido mdlico en etanol, = = « = = =« = = =« -
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Se alimenta el reactor de 250 ml con un zumo de
uva blanca que contiene 126 g/l de azicar y gue tiene wn pH
de 3,1. Este zumo de uva contiene 12,5 mM/1l de 4cido mflico.
El caudal de alimentacién es de 47 ml/h, la concentracién
del reactor en etanol es entonces de 600 wly/ml y el efluen-
te no contiene més que 1,2 mM/l de dcido milico. Ia tasa de

productividad de este reactor es por tanto de 165 mi/l.h. -

EJENPLO 7

Fermentacién alcoh6lica de melazas de remolachas

La cepa utilizada es una levadura Saccharomyces

cerevisiae industrial que resiste gl fluoruro, depositada en
la entidad francesa "Asociacidn Interprofesional de Producto
res de Remolachas y de Alcocholes de Remolachas" bajo el n?

CCB 248, = = = = = = = = = =~ « - - - - - -

Esta levadura es cultivada en un medio de creci-
miento constituido por dos litros de malta de Wickerham gue
contiene 50 g/l de glucosa y 50 mg/l de NaF. Despuds de 48
horas de cultivo se extréen las levaduras obtenidas para pre

parar 70 ml de partfculas polimerizadasS. = = = = = = = = =

El reactor utilizado es semejante al del ejemplo 2

¥y presenta un voltmen de 250 mls = = = = = = = = = — = = = =

Se aliments con una solucidn que tiene la compcsi-

cién siguiente: - - = = = = = = = = - = - - % = = - - - & -
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Melaza P 0O GOV SO IEOD SO CI U IO EEBIINIVNTLRE 286g

Sulfato de amonio sesesscossssenscccsss 2 g
Na-F ® S & B DSBS BP OO VOO SO PP OIE POV NP 40 mg
ABUA, QeS.De svecsossncansssenosnscsnen 1 litro

-~ pH ajustado a 4,5 con 4cido fosférico.

Las tasas de productividad observadas en funcidén

del caudal son las siguientes: = = = = = ¢ 4 - - - - - o -
- T = 286 m}/l.h D = 47 ml/h
- T = 320 mii/1.h D = 65 ml/h.

En los ejemplos presentados, las transformaciones
no necesitaban una gran aireacién pero el comportamiento de
las particulas de acrilamida es satisfactorio en las colum-

nas de fermentacidn con aire insuflado. = = =~ = = = = = = -~

Los ensayos precedentes han sidc realizados en
reactores puesto que se producen en estas reacciones despren
dimientos gaseosos (002) pero desde luego, en ausencia de
desprendimientc gaseoso, es preferible operar en columas de

TEECCILON, = = = = ® = = = e e m e o . e

La presente invencién permite por tanto utilizar
nmicroorganismos incluidos en unas partfculas de polimeros
conservando al mismo tiempc la actividad del reactor puramen

te enzimdticos = - = = = - =~ = = - - - - e e - e - - e

Este procedimiento es utilizgble pars la realiza-

c¢ién de reacciones enzimdticas cualesquiera tales como pro=-
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duccibn de 4cidos aminados y sintesis de antibidticos o de

corticoides, por ejemplo, = = = = = = = = = = - - - - - - =

EJEMPLO 8

Fermentacidn alcohélica de mosto gue sirva para la

fabricacién de cerveza

La cepa utilizada es wma levadura Saccharomyces

cerevisiae indusirial depositada en la Escuels de Cerveceria

de Nancy bajo el n2 H59. = = = = = = ¢ ;e e e m e e e = o

Esta levadura es cultivada en un medio de creci-
miento que contiene 2 litros de malta Wickerham que contiene

10 g/1 de gluc0Sa. = = = = = = = = = = & - = = - - - - - -

Después de 48 horas de crecimiento, se extraen las
levaduras para preparar 70 ml de particulas polimerizadas

Lo, .
que contienen las levaduras incluidas. — = = = = = = = = = =

El reactor utilizado es idéntico al del ejemplo 2

¥ se mantiene a la temperatura ambiente., = = =« = = =« = = = -

Se alimenta estérilmente con wma solueién de mosto

de 13,742 plato y 2 pH 4,95, = = = = = = = = = = = = = = = =

Ias tasas de productividad observadas son las si-

gulentesS: = = = = = = = =« - - - - - m .- o o m .- -

- para w caudal de 38 ml/h:

=]
1t

167 mM/1.h

- para un caudal de 60 ml/h: ? = 218 mi/1.h
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Ia solucién efluente contiene aproximadamente 80

mg/l de alcohol SUDEIior. = = = = = = = = = = = = = - = = =

EJEMPLO

Produccidn de dcido ldctico

El microorganismo utilizado en la realizaciédn del

procedimiento es una levadura Lactobacillus delbruckii ATCC

Esta bacteria es cultivada a 4092C en el medio si-

guiented = = = = = = = . - . - - - . . - - mm .. - .-
Leche descremada ccescesecvonceoss 100 g
Extracto de levadura ceeeveveseses 5 &
Glucosa ..OQ.I..OU'Q...'....'.'.lit 100g
Zumo de tomate -ocfovoooc.o--o-uooo 100 ml

Agua, q-Sapo (A A RXE RN R IN N XN XN N 1000ml
- pH : 7)

4 litros del medio precedente sirven para preparar 70 ml de

particulas que contienen la bacteria incluida. = = = = = = =

El reactor utilizado es idéntico a2l del ejemplo 2
¥y su femperatura se mantiene a 452C con termostato y es regu

lado a pH 5,8 por sosa 2 Ny = = = = = = = = = = & = = = =~

Se alimenta este reactor con la solucibn siguiente:

Glucosa LA R NN N NN N RN NN NN NN NN 100 yl
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Extracto de levadura cesvececcssesne 20 g/1

Solucidén de sales minerales de

SKEEGS y WRIGHT (%) civevevccncoes 5 ml/l

ACetato de Sodio L BN B B B BN IR BR Y BN B NK BN BN A BN ] 1 g/l
5‘ K2HP04 '..'l......’.‘.I.'........-. 2g/1

Para wn caudal de 108 mi/1l la tasa de productividad

es de 21,5 g/l de 4cido ldeticoe - = = = = = = = = = - - - -

EJEMPLO 10

Desnitrificacién por Hyphomicrobium

10. . La cepa ubilizada es una bacteria Hyphomicrobium

proporcionada por el Instituto PASTEUR Hyphomicrobium W.C. -

Ia bacteria es cultivada durante 5 dfas en 4 litrecs

de medio que contiene por 1itro: = = = = = = = = = = = = - =
KH2PO4 1,36 g
15. NazHPO4,7H20 . 2,13 g
(NH4)2SO4 0,5 g
MgSO4,7H20 0,2 g ; Ca012,2H20 : 10 nmg;
FeSO4,7H20: 5 mg; MnSO4,4H2O : 2,5 mg; Na2M004,2H20 t 2,5 mg;
KNO3 : 5 g; metanol : 0,5 %3 PpH ¢ 6,7s = = = = = = = = = = ~
20. . Las bacterias son a continuacién embebidas en wna

matriz de polimero por el procedimiento descrito en el ejem—

plo 1 para obtener 30 ml de particulas. = = = = = = = = = =

Ia ventaja de esta bacteria es que permite obiener
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la desnitrificacidn utilizando el metanol como fuente de car

Se alimenta el reactor de 250 ml del ejemplo 2 con
el mismo medio que el medio de cultivo exceptuando gue no
hay (NH4)2SO4 ¥ que el contenido en KNO3 es llevado a 3 g por

1itr0e = = = = = = = = - - - - - = = e - -

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

cidos por 1litro ¥y pOr hora. = = = = = = = = = = = = = = = =

EJEMPLO 11

Transformacibn de leche en yogurt

Las cepas de Lactobacillus bulgaricus y de Sirep-
tococcus termophilus utilizadas son las cepas proporcicnadas
por los laboratorios VISBY bajo formas liofilizadas y mante-

nidas durante 72 h en 3 1 de medio "leche digerida a la pa-

papaina 1 g, leche en polvo 30 g, glucosa 2 g, zumo de toma-
te 100 ml, triptona 4 g, extracto de levadura 6 g, NaHZPO4

6 g, pH 7 ajustado con 5082, = = = = = = = = = = = = = — = =

Las bacterias son a continuacidén embebidas en una
matriz de poliacrilamida (ejemplo 1) para obtener 40 ml de

particulas. — = = = = = = = = = - - - - - - —-—-— - = - - -
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Se alimenta un reactor de 180 ml mantenido a tem-
peratura de 409C con leche reconstituida (leche en polvo +
agua) cuyo caudal de alimentacién estd 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 perfodo de 10 dfas, el caudal medio es de

120 ml/h y la acidez de la leche es de 832 Dornic. - = — - -

EJEMPLO 12

Depuracidn por digestidén snaerobia

Los microorganismos que han servido para esta expe
riencia se recuperan en un digestor anaercbio de la ciudad
de Dijon. Los lodos son filtrados y a continuacién centrifu-
gados para concentrar los microorganismos. Se opera comc en
el ejemplo precedente, colocando 170 ml de partfculas embebi

das en wn reactor de 300 ml mantenido a 35¢C y a pH 7,2. - =

El medio a depurar es wna D.C.0. de 17.700 y tiene
la composicién siguiente: almidén soluble 8 g, glucosa 1 g,
extracto de levaduras 3 g, peptona 4 g, (NH4)2SO4 0,5 g,
KH,PO, 0,57 g K HPO, 1 g, MgS0,,TH,0 100 mg, CaCly,2H,0

7,5 mg, MS0, 10 mg, FeCl

A 6H,0 0,5 ml, pH 7. - = = = = - =

3,
La alimentacién a 40 ml/h da a la salida wna D.C.O.

bruta de 5.800 y los azlcares dosificados por el método de

la antrona pasan de 9,4 g/1 a 0,47 g/1. Se verifica por cro-

matografia en fase gaseosa la produccién de metano, = = = =
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Se declaran de novedad y propiedad para Espafia,

‘ sus territorios y plazas de soberanfa, las siguientes: - -~ -

REIVINDICACTIONES

5 1.~ Procedimiento de realizacidén de reacciones en-
zimdticas, que utilizan microorganismos incluidos en una ma-
triz de polimeros, caracterizado porgue se alimenta en conti
nuo un reactor que contiene lcs microorganismos incluidos en
wa matriz de polimeros con un medio de crecimiento de dichos

10. microorganismos que contiene el o los productos a iratar y
porque se extraen en continuo los productos de la reaccién

manteniendo los microorganismos incluidos en el reactor. - =

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac
terizado porque la matriz de polImeros es una matriz de po-

15. liscrilamida, = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

3.~ Procedimiento segin una de las reivindicaciones
1 y 2, caracterizado porque el microorganismo incluido es

una bacteria o una levadura. = = = = =~ « « = « - - - - -- -

4.~ Procedimiento segiin la reivindicacién 3, carac
20. terizado porque el microorganismo incluido se elige entre

las bacterias de los géneros Lactobacillus y Pseudomonas. -

5.= Procedimiento segin la reivindicacidén 3, carac
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terizado porque el microorganismo incluido se elige entre

las levaduras de los géneros Saccharomyces y Schizosaccharo-

6.- Procedimiento segln la reivindicacién 4, carag

terizado porque el microorganismo incluido se elige entre

Lactobacillus casei, Lactobacillus delbruckii y Pseudomonas

BEYULCINOSA, = = = = = = = - - - . e e e e .- e - - -

7.- Procedimiento segin la reivindicacién 5, carac

terizado porque el microorganismo incluido se elige entre

Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. - - -

8.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 7, caracterizado porque el microorganismo uti

lizado es un mutante de poco crecimiento. = = = = = — — - -

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

etflico a partir de soluciones que contienen azdcares. — — -

10.~ "PROCEDIMIENTO DE REALIZACION DE REACCIONES
ENZIMATICAS": = = = = = = = = = = = = =~ =~ = = = - - - =

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de veintinueve hojas foliadas y
mecanografiadas por una sola de sus caras, y de una ldming

de dibujos que la ilustra.
MADRID = 5 &G0, 1978
By M CURELL SUNOE

"maf.
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