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Estz invencidén se rela2ciona cor un procediciento
pera el culiivo de células ¥ en particular se relzcions con un
procedimiento para cultivar microorganismes por ejerplo bacterias,
levaduras y hongos. Sin embargo, el proceso no se limita al cul-
tivo de microorgenismos, pudiendose aplicar, por ejemplo, al cul-
tivo de tejidos,

El rendimiento en términos de biomasa produciagf ”
2 energfz suministrada en nuestros procesos microbiolégicoﬁ-i .
prédcticos, es frecuentemente inferior al rendimriento méximoiéﬁé
como se sabe puede ser alcanzado, por lo que nosotros indenfifin
camos como causa de lo anterior la naturaleza intermitente de -
la disponibilidad de energia hacia las células. En esta memoriu
¥ cuando se hace referencia a una fuente de energia, se quieré
dar a entender una fuente de energle que constituye un factor -
limitativo de la velocidad de crecimiento del cultivo relacicrado.’
De este modo, cuando la fuente de energiz es la fuente de car-

bono, se estd refiriendo a un crecimiento de cultive con limita.

cién de carbono,

Mediante el término naturaleza intermitente de
disponibilidad de energfa, se quiere dar a entender las variacip-
nes en la concentracién de la fuente de energfa en ei cultivo en
crecimiento, que resultan de las desviaciones de un suministro
establecido de fuentes de energfe en el sustrato. Estos cambios
de concentracién en.el cultivo se traducen en variaciones en la
velocidad especifica de crecimiento o viceversa. La_aparicién

de estos periodos de crecimiento especifica prdcticamente cero

constituye el factor que afecta a la aficacia bioenergética glo

bal del organismo, més que los efectos aparentes de variabilida

1=

de suministro de energfa al amltivo total.

Nosotros aplicamos esto ltimo mediante la provi
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gién de dispositivos mecdnicos que pueden suministrar fuentes
de energfa por impulsos al cultivo microbiol&gico.

Cuzndo se suministra una fuente de energfa a un
cultivo por impulsos, la misma se suministra en cantidades dis-
cretas en determinados periodos de tiempo. Cada  periodo de su-
ministro viene seguido por un periodo durante el cual la energif

gue ha sido suministrada es disponible para utilizarse por 2l

cultivo. Cuando se ha empleado toda la energia suministrada;'viene

entonces un periodo durante el cual no se suministra energia
o durante el cual no es disponible al cultivo., En esta memoria,
por el término tiempo de impulso se guiere dar a entender el

periodo de tiempo durante ei cual se suministra energia al Eul-

tivo mds el siguiente periodo durante el cual la energfa que h
gsido suministrada es disponible para ser utilizada por el culti
Por el término tiempo de ciclo se gquiere dar & entender el tiem
Ge impulso mds el siguiente intervalo de tiempo durante el cual
no es disponible ninguna energia exogena al cultivo, es decir
el periodo total entreel inicio de un periodo de suministro de
energia y el inicio del siguiente periodo de dicha naturaleza,
incluyendo necesariamente el cifado periodo total un periodo en
donde no es disponible energia exogena a2l altivo.

Se han llevado & cabo experimentos en los cuales
se hace disponible una fuente de energia, tal como una fuente
de carbono, en un cultivo de crecimiento de microorganismos en
impulsos de frecuencia tanto regular como irregular, Por im-
pulsos de frecuencia regular se quiere dar a entender impulsos
que comprenden cantidades iguales de fuente de energia, por ejem
plo fuentg de carbono, adicionados en periodos de igual tiempo

¥y separados por oitros periodos de tiempo iguales. Por impulsos

O

0

de frecuencia irregular se'quiere dar a entender periodos de fue

e
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.un sistema biolégico (como masa delante se define), obtenida en

-computo del factor extraido mediante una consideracién del pro-

R ~4-
te de energfa disponible de un modo distinto al definido ante-
riormente como regular, por eiemplo periodos cuya frecuencia ve-
ria al azar y también periodos de frecuencia distinta, siguiendd
las frecuencias distintas un modelo o disefio repetitivo. 4 partir
de los resultados de estos experimentos, se ha construido el
gréifico mostrado en la figura 1 de los dibujos adjuntos., En el
grifico, la ordenadas represen%a la relacidén de eficacia de diomgsa
(que varia de 0 a 1) para el cultivo, y que consiste en la re-

lacién de la eficacia de .. conversién de energfa observada 3e

un ambiente sometido a una disponibilidad intermitente de ener-
gla, a la eficacia de conversién de energfa de un sistema simi-
lar sometido & una disponibilidad continua de fuente: de energfa.
En el gréfico, las abscisas, gue se encuentran a escala logar{tmi-
ca, representa:el tiempo de ciclo.

Las abscisas constituyen también el tiempo de
ciclo en media arftmetica cuando los ciclos son irregulares. Cuan-
do dichos ciclos irregulares ho estédn amﬁliamente distribuidos
alrededor delﬂﬂpromeQio, la relacién de eficacia medida estd
précticamente de acuerdo con el grdfico mostrado eﬁ la figura
1. Sin embargo, cuando existe una amplia distribucién de los
ciclos alrededor del promedio, la rélacién de éficacia medida

no estd de acuerdo con este gréfico pero estd de acuerdo con un

medio de peso de las relaciones de eficacia pertenecientes a
ciclos individuales, El grdfico muestra las siguientes tres re-
giones particularmente:

Una primera regién en la cual el tiempo de ci-

clo es bajo, es decir la velocidad de impulso (ciclos/unidad

de tiempo) es elevada, siendo la relacidén de conversién de ener



5.

10.

15-

20,

25.

30,

-5

gia a eficacia de biomasa -précticamente unitaria y constante.
De este modo, no se observa ningin efecto superficial sobre la
eficacia energética.

Una segunda regidn en la cual el tiempo de ciclo
es superior que en la primera regién, es decir la velocidad de
impulso es inferior y la relacién de energla a eficacia de bioma-
83 disminuye en primer lugar hasta un minimo y a continuacién.
aumenta, con el tiempo de ciclo, hasta alecanzar un valor supefi?r
corsbante, es decir forma wuna depresidén en el gréfico. -

Una tercera regién en la cual el tiempo de ciclo
es superior que en la segunda regién, es decir la velocidad dg
impulso es inferior y la‘relacién de eficacia es précticaméﬁté‘
constante. La relacién de eficacia en esta regién puede ser igual
o inferior a su valor en la primera regién. Este tercera re-
gién termina cuando la velocidad de impulso llega a ser tan baja
que la eficacia global del cultivo desciende z medida que los
microorganismos presentes en el cultivo mueren en cantidades
apreciables.

El gréfico descrito anteriormente se relaciona
con aquel caso en donde el tiempo consumido por el crecimiento

de cultivo & una elevada velocidad durante un ciclo, en respuesta -

a la disponibilidad de fuente de enérgia, es précticamente infe
rior al tiempo de ciclo total. Con fines précticos, la fraccién
del tiempo agotado en el crecimiento puede rgpresentarse, poxr
aproximacién, por la relacién de la velocidad de erecimiento
expecifica global impuesta (n) a la velocdidad de erecimiento
especifico miximo (Pmax) (pm) alcanzable mediante aquel cultivo
cuando no estd limitado por la disponibiiidad de fuentes de

carbono y energfa. Se ha descubierto que a medida que la velow-

cidad de crecimiento especifica global impuesta alcanza Pp o8
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medida que /om S© reduce de modo que se aproxime a /% entonces
la influencia de la relacidn de eficacia sobre la eficacia enep
gética de los cultivos aumenta para cualquier velocidad de im-
pulso constante. Podrd apreciarse que los cdmbios en la velo-
cidad especifice de crecimiento del cultivo con disponibilidad
continua pero con limitacidn de fuente de energfa, puede causar
cdmbios en la eficacia energdtica de un cultivo. La relacidn da
eflcacia previamente descrita se relaciona exclusivamente con
los efectos adiciénales causados por una fuente de energia dig
ponible intermitentements. Por el contrario, la disminucidn en
la relacidn de u & /lm R un cultivo cuando la fusnte ds ener-
gla es digponible de modo intermitente, proporciona una efica-
cia energdtica disminuide para cualquier velocidad de impulsﬁ
congtante, cuando se compars con el correspondiente cultivo en
el cual la fpente de energfa es disponible de forma continua.
Estos resultados se muestran en un seguﬁdo gréfico (figura 2)
que tiens las mismas coordenadas de la figura 1 y estdn repre-
sontadas por una serie de lineas para diferentes valores de 2
que indican el efecto de cembiar la proporcidn del tiempo ago-
tado en el crecimiento rdpido para cualquier ciclo.

Un tercer gréfico, figura 3, musstra el efecto qus
pusde obtenerse cuando los ciclos de disponibilidad de energia
son éxtriotameﬁte regulares. Se observa una reduccidn signifi-
cativa en el efecto .causado por la disponibilided intermitente
de energfa. En esta memoria, la eficacia de conversidn de ener
gla ha de entenderse como la relacidn de fuente de emergia que
se conserva para formar biomasa dividido por la fuente de ensr
&la total utilizade; por ejemplo, cuando la dnice fuente de

energla es un compuesto obteniendo carbdn, dicha relacidn es

la de la masa de carbono que se incorpora en la biomasa produ~-



10.

15.

25,

'_valentes de una fuente impulsada de energia.

cida dividido por la masa total de carbono utilizado.

Lag variaciones 0 impulsos en la energfa suministrada
al cultivo, pueden resultar en los ciclos citados de disponibi-
lidad de energfa y no disponibilidad de energia al ecultivo cuap
do los impulsos del suministro son suficientes para permitir
que el organismo agote las reservas de fusnte de energle en el
medio de cultivo. Los impulsos de suministro de energia al cul-
tivo, es decir la apericidn de intervelos de tiempo entre Su0e~
sivos swinistros al cultivo, pusde suceder de dos formas dife~
rentes 0 mediante cuslquier combinacidn de estas dos formas dim
ferentes. Segin la primera forma, la energla se puede suminis-
trar 2 un cultivo, por ejemplo en un fermentador de tangue, ea
impulsos separados por intervalos de tiempo, los cuales pueden
ser controlados. Altermativaments, en la segunda forma, pusdsn
exisgtir intervelos espaciados entre los sucesivos puntos del sul
ministro de energfa a un cultivo que fluye a lo largo de una
trayectoria definida por limites fisicos, suministréndose conti
nuamente la.fuente de energla en los puntos de suministro. E
dos formas pueden ser combinadas suministrando la energia en
pulsos geparados por intervalos de tiempo en los puntos de sum
nistro espaciados de la segunda forma. En la segunda forma, el
efecto consiste en causar que cdlulas individuales del cultivo
& medida que las mismas fluyen a lo largo de la trayectoria de-
finida, se expongan a cémbios de concentracidn que-sonvlos equi]

En la segunda forme, la distancia entre-puntos de su-
minigtro de energla sucesivos y la velocidad de flujo del cul~
tivo entre los puntos, determinan el equivalente del tiempo de
ciclo en la primeras forma. Este tiempo de ciclo equivalente se
denonminard a continuacidn tiempo de ciclo. La segunde forma se
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puede utilizar en los fermentadores de las patentes britdnices
nes, 1.353.008, 1.417.486 ¥ 1.417.487 o en las solicitudes de
patentes britdnicas n®s. 35754/74 y 21288/75, relacionandose la
Wltima memoriz con un fermentador que tiene unz pluralidad de
5. puntos de adicién de nuiriente.
‘ De ecuerdo con una primera modalidad de un primer as-
pecto de la invencidén, se proporciona un procedimiento para el
cultivo de ¢élulas, en donde un cultivo de células se hace
fluir a lo largo de una trayectoria definida por limites fisich

10. ¥y se suministra una fuente de energia al cultivo en uno o mds’
puntos, causando con ello que las células individuales del cul-
tivo, a medida que fluyen & lo largo de la trayectoria, se ex—

pongan a cambios de concentracidén gque o bien son eficazmente

negligibles. o bien son equivalentes a una fuente impulsada de .
15. energia, de modo que el %iempo de ciclo (como anteriormente se
ha definido) es eficazmente cero o desciende dentro de la citada
primera regién de uwn grdfico de tiempo de ciclo contra relacién
de eficacia de biomasa bajo las condiciones ambientales apliéa—

bles 2l cultivo o descienden en la parte de la segunda regién
20. del grdfico que sigue inmediatamente a la primera regidn, siendo
~tal que la relacidén de eficacia de energia se encuentra dentro

del 15% del valor de la primera regién. .

" De acuerdo con una segunda modalidad del primer aspece-
to de la ip#encién, se proporciona un procedimiento para cultivar
25. células en donde un cultivo de células se hace fluir a lo largo
de una trayectoria definida por limites fisicos y se suministra
una fuente de energfa al cultivo en uno o mds puntos, causando
con ello que las células individuales del cultivo, a medida que

fluyen & lo large de la trayectoria, se expongan a cambios de
30.

concentracién equivalentes a una fuente impulsada dehenergia

S —— . e
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que €s tal que el tiempo de ciclo (como anteriormente se ha de-
finido) desciende dentro de dicha primera regién de un grifico
del tiempo de ciclo contra la relacidén de eficacia de biomasa,
bajo las condiciones ambientales aplicables al cultivo, o des-
5 ciende en la perte de la segunda regién del grdfico que sigue
inmediatamente a la primera regidén, siendo tal que la relacién
de eficacia de energia se encuentra dentro del 15% del valor
para la primera regién.

De acuerdo con una ° tercera modalidad del primef as<
10. pecto de la invencidn, se proporciopa un procedimiento para cgln
tivar células en donde se hace fluir un cultivo de células a lo
largo de una trayectoria definida por limites fisicos y se su-
ministra una fuente de energfa al cultivo en uno o mds punfoé
causando con ello que las células individuales del cultivo,
15. a medida que fluyen .a lo largo de la trayectoria, se expoﬁgan
a cambios de concentracidén que o bien son efectivamente negli-
gibles o bien son equivalentes a una fuente impulsada de energl
de modo que el tiempo de ciclo (como anteriormente se ha definiIo)
o_bien es eficazmente cero o bien, para un valor determinado de
20, %% ‘no es superior-al ofrecido en la siguiente tabla; estando
los tiempos de ciclo méximos, para valores de iim que caen entre
cualquier par sucesivo de los valores tabulados; en proporeién

lineal a los tiempos de cielo para dicho par:

” ﬁim tiempos de ciclo (segundos)
5 superior a 0,5 30

0,2 6

0,1 ' ' 4

0,05 3.

inferior a 0,02 ' 2,5

Preferiblemente, en el primer aspecto, el tiempo de

30.

ciclo & un valor determinado deﬁ%m no es superior al tabulado. &
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continuacidn, estando los tiempos de ciclo mdximo, para valores

deﬁ% gue caen- entre cualquier par sucesivo de los valores tebula-
m

dos, en proporcién lineal a los tiempos de ciclo para dicho par:

ﬁ% tiempos de ciclo (segundos)
superior a 0,5 15
0,2 5
0,1 3,5
0,05 2,5
inferior a 0,02 2

El primer aspecto de la invencién es adecuado para
procedimientos en los cuales se requiere una elevada efieacig
de conversién de carbono a células, por ejemplo, en los procesos
para la produccidén de proteinas de célula vnicz mediante cultive
de microorganismos sobre una fuente de carbono adecuada, por
ejemplo metanol. Dicho proceso se deseribe en la patente bri-
tdnica n? 1.370.892. El primér aspecto se efectua adecuadamente
en un fermentador como el ﬂescrito en las patentes britdnicas
n¢s, 1.353.008, 1.417.486 6 1.417.487 y en las solicitudes bri-
t&nicas copendientes néos: 35%54/%4 y 21288/%5 que se refieren a
un fermentador que tiene una pluralidad de puntos de adicidn df
nhtriente.

Fn la realizacién de los procedimientos en los cua~
les se requiere una elevada eficacia de conversién de carbono
a células en un aparato en el cual un cultivo fluye & lo largo fe
una trayectoria definida por limites fisicos, es preferible su-
ministrar la fuente de carbono de un modo.continuamente eficaz

al cultivo para proporcionar una distribuecién homogénea ins-

conocidas en la téenica, esta situacién no se puede conseguir

bajo ciertas e¢ircunstancias, por ejemplo cuando el sustrato es
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un fluido altamente soluble y/o cuando el organismo tiene una
elevada afinidad para la fuente de energfa. En la prdctica del

primer aspecto de la invencidn, es preferible suminisirar la

energfa, por ejemplo la fuente de carbono, al cuvltivo, en un tiem-

po de ciclo tan corto como sea posible, teniendo en cuenta los
1imites existentes en cualquier proceso particular. Preferible-
mente, debe proporcionarse una pluralidad de puntos de suministy
de fuente de energfa, Las distancias entre puntos de suminiétfq
sucesivos alrededor de la trayectoria, necesarios para consééui
un tiempo de ciclo adecvado, dependerdn de la velocidad del ‘

fluio del cultivo & lo largo de la trayectoria,

"0

Se pueden resolver a veces las dificultades existentés

en el suministro de una fuente de energia de un modo continua-
mente eficaz a un cultive, utilizando un sustrato escasamenfé
soluble, tal como un z2lcano, alcohol de cadena larga o un hidro-
carburo suministrado como un gas o vapor mediante atrapado en
un vehieulo o mediaﬁte modificacidén de la afinidad del organis-
mo para el sustbato.

Los tiempos de ciclo anotados anteriormente resultan
muy adecuados para procedimientos de obtencién de proteinas de
célula dnica & partir de metanol, usando preferiblemente cepas

de las especies Methylophilus methylotrophus (anteriormente co-

nocida como.Pseudomonas methylotropha), cuyas caracteristicas
se describen en la patente britdnica n? 1,370.892. Como cepas
muy adecuadas de esta especie pueden citarse las cepas NCIB
Nos, 10508 & 10515 y 10592 a 10596 (equivalentes a NRRL Nos. B
5352-64 y FERM 1215-27). Preferiblemente, la velocidad del cul-
tivo a lo largo de la trayectoria se controla y/o se controla

también la velocidad de adicién de la fuente dé energla, por

ejemplo fuente de carbono, en1os puntos de suministro.
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7 De acuerdo con una primera modalidad ég“gn~aegundo

aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para

el tratamiento bioldégico de un liquido que tfanSporta material

biolégicamente degradable en solucibén y/o suspensién, que come

prende una etapa en donde el lfguido se suministra continuament
y/o por impulsos = uno o més puﬁtos de un recipiente de trata-
miento que contiene un cultivo de microovganismos) exponiendo
con ello los microorganismos individuales del cultivo a una fuen-
te impulsada de material bioldgicamente degradable o a cambigs
de concentracién equivalentes a dicha fuente impulsads, la cual
es tal que el tiempo de ciclo (coho enteriormente se ha definide)
cae dentro de la segunda regidén de un grdfico de tiempo de cicil
contra eficacia de biomasa bajo las condiciones ambientales
aplicables al eultivo.

Segqin una segunda modalidad del segundo aspecto de
la invencién, se proporciona un procedimiento para el tratamiento
biolégico de un 1fiquido que transporta material biolégicamente
degradable eﬁ solucién y/o suspensién, que comprende una etapa

en la cusl el lfquido se suministra continuamente y/o por impul.

sos & un recipiente de tratamiento que contien un cultivo de’
microorganismos, en uno o méds puntos, exponien@o con ello a los
microorganismos individuales del cultivo, & unafuenté impulsada
de material biolégicamente degradablé 0 a cambies de concéntra—
cién equivalentes a dicha fuente impulsada, la cual es tal-qge
el tiempo de ciclo (como anteriomente se ha definido) pare un

valor dado de £ se encuentra dentro de la gama tabulada a

Pm
continuacién para dicho valor de %, estando las gamas de los
m
valores de B que caen entre cualquier par sucesivo de los va-

P

lores tabulados, en proporcidén lineal a los tiempos de ciclo

para dicho par:
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ﬁ; . | Tiempos de ciclo (segundos

superior a 0,2 8 a 60

0,1 4,5 a 120

0,05 3,5 a 240

0,02 2,5 a 600

inferior a 0,01 © 2a 1200

Preferiblemente, en el segundo aspecto, el tiemgp de
ciclo para un valor dado de ﬁ- se encuentra dentrod la gama

m
tabulada a continuacién para dicho valor de ﬁ' y estando las’

10. gamas para los valores de }Elm, que caen entre Icl:ltm.fl.quier par su-
cesivo de los valores tabulados, en proporcidn lineal a los
tiempos de ciclo para dicho par:
ﬁin Tiempos de ciclo (segundos
_ superior a 0,1 8 a 40

0,05 5 a 80

0,02 3,5 a 200

0,01 3 & 400

inferior a 0,005 2,5 a 800

El segundo aspecto de la invencidén resulta més ade-

15,

0, -
2 cuado como unz etapa de cualquier procedimiento para el trata-

miento bioldgico de aguas residusles. Se puede utilizar en un
proceso aerobico productor de biéxido de carbono. Como un ejem=—
plo de este tipo de procedimiento, se pﬁede mencionar el pro-
ceso de las solicitudes britdnicas copendientes n®s, 23328/;3
2. ¥y 53921/73. En el tratamiento de aguas residuales, es convenien+
te gue la produccién de lodos se reduzes ‘al minimo y que | igual-
mente sea baja la eficacia de conversidn de carbono de los mi-

eroorganismos implicados en el tratamiento bioldgico; Por con-

giguiente, es preferible que la fuente de energfa, como en este

0.
3 cagso suministros de agua residual conteniendo material biolégica~
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mente degradabie, se suministre en la forma anteriormente des-
crita, Sin embargo, podrd observarse, a partif del gréfico de
la figura 3, que el empleo de impulsos irregulares podria ser
més ventzjoso que el empleo de impulsos fegulares en esta aplica-
5, cién, ' ‘

De acuerdo 06n una primera modalidad de un tercer
aspeeto de la invencidén, se proporciona un procedimiento para
la fermentécidn de un cultivo de células para producir un di-
solvente orgénico y/o moléculas orgdnicas simples, en donde se
10, | suministra una fuente de energfa continuémente y/o por impulsos
al cultivo en uno o mds puntos, exponiendo con ello las células
individuales del cultivo a una fuente impulsada de energia o &
cambios de cqnceﬁtracién equivalentes a una fuente impulsada de
energia, que es_tal que el tiempo de ciclo ( como anterioimente
15, | se ha definido) cae dentro de la segunda regibn de un grifico
de tiempo de ciclo contra la relacién de eficacia de biomasa .
bajo las condiciones ambientales aplicables al cultivo.

De acuerdo con una segunda modalidad del tercer as-'
pecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para
20. | producir un disolvente orgénico y/o moléculas_orgénicas simplés
mediante cultivo de células, en donde una fuente de energfa se
suministra continuamente y/o por impulsos al cultivo, en uno o

mds puntos, exponiendo con ello a las células individuales del

cvultivo a una fuente impulsadali’de enmergfa o a cambios de concens
25, tracién equivalentes & una fuente impulsada de energfa que es
| tal que el ciclo de tiempo, para un valor dado de P , se en-
cuentra dgntro de la gama tabulada a cﬁntinuacién ﬁ§§a el : vaw|
lor de'%;, estando las gamas para los valorgs defi ; que caen

- m
entre cualquier par sucesivo de los valores tabulados, en pro-

30, poreibn lineal a los tiempos de cicle para dicho pars
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ﬁ; tiempos de ciclo (segundos)
superior a 0,2 8 a 60 |

0,1 , 4,5 a 120

0,05 3,5 a 240

0,02 2,5 a 600

inferior & 0,01 2 a 1200

.

Preferiblemente, en el tercer aspecto, el tiempone;
ciclo para un valor dado de ﬁim se.encuentra dentro de la gamé
tabulada a continuacién para dicho valor %; , estando las gaﬁas
para los valores de g; que caen entre cualguier par sucesi;b"’
de los valores tabulados, en proporcidén iineal a los tiempos -

de ciclo para dicho par:

gin - Tiempos de ciclo (segundos)
superior a 0,4 | 8 a 40
0,05 5 a 80
0,02 3,5 a 200
0,01 . 3 a 400
inferior a 0,005 2,5 a 900

Ejemplos de fermentaciones con disclvente en donde
puede utilizarse convenientemente el tercer aspecto, incluyen
lasg fgnmeﬁtaciones para‘producir etgnol, otros aleoholes, decidos
orgénicoé, cetonas, dioles y aldehiﬁos. La fuente de energfa es
normalmente la fuente carbonada. |

Los aspectos segundo y tercero de la invencién son

similares ya que en los procedimientos que los utilizan es con
veniente quese mantenga en wn bajo valor la eficacia de la
conversién de carbono a células, Por consiguiente, los suminis-

tros de material biolégicamente degradable en el segundo aspect

A4

o de energfa en el tercer aspecto, deberdn impulsarse de tal

modo que los procedimientos operen en o cerca de los valores mi:
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nimos de la relacidn de eficacia de energia. Con rreferencia,
el material bioldégicamente dezradable o energle, se suministra
en impulsos irregulares con el fin de maximizar el efecto desea-
do.

Con preferencia, en los aspectos segundo y tercero,
el tiempo de ciclo es tal que cae en una varte de la segunda
regién del gréfico en donde la relacién de eficacia es inferior
a2l 85% de los valores en las regiones primera y tercera respec—
tivamente, .

De acuerdo con unz piimera modalidad de un cuarto
aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para
cultivar células en donde una fuente de energfa se suministra
continuamente y/o por impulsos al cultivo, en uno o més punfos,
haciendo con ello que las células individuales del cultivo se
expongan a una fuente impulsada de energfa o a cambios de con-
centracidn equivalentes a una fuente impulsada de energia
que es tal que el tiempo de ciclo (como anteriormente se ha de-
finido) cae dentro de la tercera regién de un grdifico del tiem-
po de eciclo contra la relacién de eficacia de biomasa bajo las
condiciones ambientaies aplicables al ecultivo o cae en 15 parte
de la segunda regidn del grdfico inmediatamente precedente a
la tercera regién, siendo tal mue la relacién de eficacia se
encuentra dentro del 15% del valor para la tercera regién.

Segin una segunda modalidad del cuarto aspecto de la

| invencién, se proporciona un procedimiento para cultivar célula

en donde se suministra una fuente de energfa, continusmente y/o

" por impulsos a2l cultivo en uno o més puntos, causando con ello

el que las células individuales del cultivo se expongen 2 une
fuente impulsada de energia o a cambios de concentracién équi—

valentes a una fuente impulsada de energfa, que es tal que el
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tiempo de ciclo (eomo anteriormente se define)p;ra un valor dadc
de ﬁ;, se encuentra dentro de una gama entre el mfnimo tabuladd
a continuacién y el méximo en el cual la eficacia global del

cultivo disminuye y los microorganiémqs presentes en el cultivo
mueren en numeros apreciables, estando el minimo para los valorgs

dej%m que caen entre cuélquier par sucesivo de los valores ta-

bulados, en proporcién lineal a los tiempos de cicld para diého

par:
ﬁin tiempo de ciclo’ (segundos)
superior a 0,5 40
0,2 120
0,1 230
0,05 450
0,02 1000
inferior a 0,01 2000

Con preferencia, y en el cuarto aspecto, el tiempo

de c¢iclo minimo para un valor dado dej&m es el tabulado 2 con-
B que caeL

tinvacién, estando el tiempo minimo para valores de

entre cualquier par sucesivo de los valores tabulados, en pro-

P

porcién lineal a los tiempos minimos para dicho par:

jin tiempo de ciclo (segundos)
superior a 0,5 65

0,2 170

0,1 350

0,05 700

0,02 1800

inferior a 0,01 3600

El cuarto aspecto de la invencién se puede utilizar en

losprocedimientos para la produccién de proteinas de eéluls

dnice, preferiblemente en procedimientos . que utilizan fermen-
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el liquido o fuente de energia se suministra al cultivo que flu
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tadores como los descritos anteriormente en conexién'qon la pri<
mera modalidad, Sin embargo, el cuarto aspecto se utiliza més
convenientemente en procesos para la produceién de metabolitos
extracelulares o intracelulares, por ejemplo, dcido citrico,
aminodcidos y sustancias antibiéticas, Estos procedimientos se
efectuan también convenientemente en los fermentadores mencio-
nados anteriormente en conexién con el primer aspecto.

Con preferencia, en el cuarto aspecto de la invéﬁéiﬁ
se suministra energfa, normalmente fuente carbonada, al culfiv
en impulsos regulares,

Los aspectos segundo, tercero y cuarto, se pueden
realizar en cualquier aparato adecuado incluyendo reactores.
de tipo tanque y en aparatos en donde el cultive fluye a lo
largo de una trayectoria definidas por limites f{sicos. Debe

entenderse que cuando el aparato es un reactor tipo tanque, .
el 1lfquido o fuente de energia se suministra al cultivo del
mismo eén impulsos en uno o més puntos y que cuando el cultivo

fluye a lo largo de una trayectoria definida pr limites fisicos

ye & lo largo de la trayéctoria en uno o més puntos, de forma
continua y/o por impulsos.
De este modo, el proceso de la invencién es aplicable

ampliamente y resulta muy til en aguellos procedimientos que

comprenden el cultivo continuo de microorganismos. Se puede uti:
lizar para aumentar o disminuir la eficacia de produccién de
células en términos de energla utilizada, en funcién del tipo
de proceso en el cual se utilize,

Para la produccién de proteina de célula vnica o

metabolitos celulares, esta eficacia deberd ser mdximizada., Comp

anteriormente se ha mencionado, dicha eficacia debe reducirse al
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minimo en el caso de tratamiento de aguas residuales y en la
produccién de disolventes orgénicos.

ILa fuente de energla es adecuadamente una fuente cars
bonada,., Sin embarge, puede ser una fugnte ligera en una reacciéi
5, fotosintética o hidrdgeno en cultivos que pueden utilizar el
hidrégeno como fuente de energfa y otras fuentes de energia inor
génicas reducidas en microorganismos quemolitrépicos,

Los experimentos que han sido realizados y a partir
de los resultados obtenidos se deriven los gréficos mostrados
10, | en las figuras 1'y 3 de los dibujosg, son basicamente de cuafrd‘
tipos:

1. Experimentos en los cuales un culbtivo de microor-
ganismos se hace circular alrededor de un sistema que compréndé
un par de fermentadores idénticos enlazados. Se suministra una
15. | fuente de carbono al cultivo de diversos modos, especialmentes -
(2) A una velocidad igual pare cada fermentador.
(b) A uﬁ fermentador solamente.

(¢) A cada fermentador pero siendo la velocidad
para un fermentador distinta de la del otro.
20, 2, Experimentos en los cuales se impulsa una fuente
de carbono en una serie de distintos modos a un cvltivo en un
fermentador de laboratorio convencidnal de dosg litros,

3. Experimentos en los cuales se alimenta continua-
mente una fuente de carbono & una serie de. puntos en un fer-.
25, | mentador circulatorio de 50.000 litros de capacidad,

4, Experimentos en los cuales ‘se alimenta agua re-
sidual a'. un sistema de lodo activo circulaforio de ZOOOjStros
‘de capacidad,

En un cultivo contfnue, en donde se suministran ore

30, | ganismos de crecimiento con una fuente de carbono y/o energia
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t.es el tiempo de ciclo como anteriormente se ha definido y

20—

de modo que se presenten periodos de inanicién de energia,

se cree que cuando se suministra energia a las células después
de un periodo de inanicién de energia, se emplea inicialmente
una proporcidén de la energia suministrada por las células en
un periodo de adaptacién a un estado de crecimiento y, por lo
tanto, no es disponible eficazmente para un crecimiento eficaz,
Esto representa una caida global en la eficacia de produccién
de biomasa en términos de la fuente de energfa consumida en w
periodo prolongado.

Puede argumentarse que las células sometidas a un
verdadero suministro continuo de una fuente de energfa, tal
como una fuente de carbono, crecen en un verdadero estado cons=
tante cuando los conjuntos de metabolitos y actividades enzimé
ticas se encuentran a niveles eficazmente constantes comensurad
dos con wna formaeidn de biomasa eficaz. Dichos cultivos pueden

hacerse ineficaces suministrando la fuente de energia por im-

pulsos separados en intervalos de tiempo., Ia relacién de efica-|

cia introducida,~se puede definir ampliamente mediante una ecua-

cién de la forma simplificada:
X/(X + £ip /pt)

en donde X se relaciona con la energia requerida para unge bio-

sintésis dtil bajo condiciones constantes de crecimiento a una

velocidad igual a B, la cantided Y estd relacionada con la
energiarequerida para reorganizar el aparato metabélico después

de un periodo prolongado de indisponibilidad de energia exogena

f es un factor que oscila entre 0 y 1 ¥y que descridbe la propor-

cién de la energia reorganizacional requerida como una funcién |

del tiempo agotado sin energis exdgena disponible.

Y
Cuando el término };ﬁn es pequefio, la relacidén de
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eficacla se aproxima a la unidad, Esto se puede conseguir me-
diante: aumento de p a Pm constante; disminucidn de‘um an
constante o mediante el valor de la funcidn f que cambia con
el tiempo de ciclo. La funeidén £ es una funcidn compleja que
5, describe la fraccidén de conjuntos metabdlicos degradados durante

un periodo sin energfa exbégena disponidble y que como tal conties

ne; constantes de wvelocidad (k) para conjuntos metabdlicos;

un tiempo de respuesta (tr) entre el agotamiento de energia'y':
el inicio de la degradacién de metabolitos; el tiempo de ciclo
10, | total (t) y el factor de crecimiento proporcional p/ﬁm;
Suponiendo que después del agotamiento del suminisfrg

de energfa, el organismo permanezca sin afectar durante un tiemd

po de respuesta (tr) y después de utilizarse los conjuntos de -~
metabolitos a una velocidad proporcional a su concentracidén
15. | residual, se puede demostrar entonces que:
£f=1=-exp (kt, -kt (1-p/p))

(a condicidén de que £ = 0 se sustituye cuando se derivan valores
inferiores a cero).

Esto es como médximo una aproximacién pero proporciona
20, | una buena representacién, excepto al final del tiempo de respuesg-
ta cuando se predice un cambio instdntaneo desde cero a una ve-—
locidad finita de utilizacién de metabolitos. Esto no estd de
acuerdo con el presente entendimiento de los sistemas microbio-
18gicos reales, por lo que se ha impuesto cierto allanamiento
25, | de la funcién en esta regién. ”

. Cuando el valor de f se introduce en la ecuaciébh:

Relacidn de eficacia= X/(X + Y ji /ut)

la ecuacién resultante describe una serie de lineas como las

mosiradas en la figura ‘2. Todos nuestros .datos se encuentran

30, | en estas’. 1fneas,
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En la figura 1; la primera regidén del gréfico pre-
viamgnte descrito se interpreta del siguiente modo; Para estos
tiempos de ciclo cortos, la influencia del tiempo de respuesta
aplazado -~de los organismos es tal que f.tiende;anero y la re-
5; lacidén de eficacia se encuentra en un mdximo, En la segundaAre-
gién del grédfico, f ha incrementado debido & que el tiempo de
ciclo excede ahora sﬁstancialﬁente a2l tiempo de respuesta del .
organismo y de este modo diSminuyé la relacién de eficacia. Sin
emﬁargo, a medida que t continua aumentando disminuye la inflzene:
10. cia de f sobre la ecuscibn y t se convierte en la influencia
dominante con el resultado de que aumenta la relacidn de efica-
ggg:_ﬁp,ggta.regiéqz,el.g?é§§gg $ipico pare impulsos regulares
diverg; de“aquel utiliéaao para iﬁ%ulsos-irfegulares como en

la figura 3,

4

15, |’ Para impulsos regulares, la aproximacidén a un valo:
’ consfante se desplazalacia tiempos de ciclo mds corto. La.razén
de esta Wltims observacidn consiste problablemente en que las
oscilaciones naturales de frecuencia regulaf que utilizan las
células para regular eficazmente las actividades'métabdlicas,
20, | pueden ser atrapadas por la frecuencia constante correcta de
impulsos del sustrato (es decir impulsos regulares). Cuando se
utilizan impulsos irregulares, la frecuencia constante natural
de las oscilaciones metabélicas se destruye y se presentan va-
riaciones ineficaces al azar de la actividad. La experiencia,
25, con cultivos puros que crecen sobre una ﬁnica‘fuente de energfa
(organismo protefnico) sobre metanol y cultivos mixtos (pro-
cariotos y eucariotos) que crecen sobre una fuente de energia
mixta (efluente domestico), demuestira que la teéria y la préc-

tica se acoplan al modelo matemdtico que se ha derivado en esta

30; -inveneidn. Se eree que la tedria es aplicable a la mayoria de
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microorganiémos que crecen del cultivo continuo de energia 1i-
mitada, habiendose denominado‘dicha tedria como " Tebria d¢
perdida de energfa por reorganizacién”.

EJENMPLO 1

Se hace crecer un cultivo de Methylophilus

methylotrophus en un pegquefio fermentador de ciclo a presiéh.J'

(tal como el descrito en la patente britdnica n? 1,353.008) de.
165 1itros, trabajando con volfmen 1fquido a 402C y D= 0,25 K1)
El medio es el descrito como medio I en la patente briténicai
ne 1.370.892. Le velocidad de circulacién dentro del fermentador
es de 30m3h"1 proporcionando un tiempo medio de circulaciédn de
20 segundos., El peso en seco de las célﬁlas estd relacionadovc§$ _
la velocidad de adicién de metanol, de modo que 14 g/1 consti%ﬁye
la concentracién constante de las ¢élulas secas., Se distribqy;n
cinco puntos .de adicidén de metanol alrededor del fermentador

de modo que, mientras los flujos de metanol a través de cada

punto son diferentes, los flujos de metanol son proporcionales

al volumen de lfquido contenido en aquella porcién del fermentas
dor.

La distribucién fisica de los puntos de -
adicidén del metanol es tal que las células en circulacién se
someten a un circulo consecutivo deipresenqia y ausencia de )

sustrato cada 3 segundos o & un ciclo similar cada 20 segundes

cuando se afiade en un punto la totalidad del metanol suministra

do al fermentador. Los resultados se muestran en la tabla I,

TABLA I
Tiempo de ciclo de adicién| C a cells 1| C e 6022 c S/N
de metanol
20 segundos 57,8 38,6 | 4,3
3 segundos 65,1 30,9 3,2
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TABLA 2
Velocidad de dilucidén (h™1)| Tiempo de ciclo | %C células (%)

' (segundos)
0,07 2,75 56,2
- 5,5 o 49,3
11,0 _ 47,5
22,0 - 42,3
0,20 1,0 64,4
2,0 . 62,4
2,5 ‘ 61,0
3,0 59,5
4,0 54,5
8,0 _ 53,0
11,0 47,1
20,0 46,2

04—
1. C a células representa el porcentaje de carbone
metandlico convertido & carbono celular.

2, Ca 002 representa el porcentaje de carbono me<
tandélico convertido a carbono Co,.
3. C a S/N representa el porcentaie de carbono
metanélico convertido a carbono sobrenadante,
EJENPLO 2

Un cultivo de Methylophilus methylotrophus en .

fermentador de laboratorio continuo (voldmen lfquido 1,5 litroT
¥ peso seco constante 10 g/1) se desarrolla a diversas velocida+
des ae dilucién con flujos constantes de medio. Se utiliza un

sistema de adicién separada para metanol de modo que el metanpl
suficiente requerido para el eijemplo, 3 segundos de crecimieﬁto
ap-= O,Eh""1 pueda suministrarse como un impulsc de metanol su-
ministrado en . 0,3 segundos. Esta relacién del tiempo de suﬁi—
nistro al tiempo de ciclo total se mantiene en 1 & 10 durante

todas las variaciones del tiempo de ciclo. La composicidén media
y condiciones de crecimiento son igusles a las descritas en el

ejemplo 1, Los resultados se muestran en la tabla 2.
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33,0
0,4 2,75
5,5

* % (p/p) de carbono metanélico incorporado en carbono celular,

-,

48,8
62,1
61,5

El contenido en carbono de las células permanece constante du=~

rente todo el experimento.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,

as{ como la manera de realizarlo en la prdetica, debe hacerss

constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-

ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren su

principio fundamental.
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_. REIVINDICACIONES' |
18,- Procedimiento para el cultivo de células, carag| "

terizado porgque se hace fluir un cultivo de edlulas a lo largo
de una trayectoria definida por constrefiimientos fisicos y se

suministra wna fuente de energfe al cui%ivo'en una o mds posgi-
ciones, haciendo con ello que las célulaé individualeg dsl cul
tivo, 2 medida que fluyan a lo largo de ls traysctoria, s ex—

pongan a cémbios de concentracidn que o biéh son eflicazmente

energia, de modo qus el tiempo de cieclo sea eficazmente cero o
céiga dentro de la primera regidn de un grdfico del tiempo do
ciclo contra le proporcidn de eficacia de biomesa bajo las con
diciones ambientables aplicables al cunltivo, o caiga en la pag
te de una segunda regidn del grdfico inmediatemente despuds de
la primera regidn, y de modo que la proporcidn de eficacia de
ensrgfa se encusnire dentro del 15 % del valor en la primera
regidn.

28,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porgque el tlempo de ciclo es 0 blen eficazmente cero,
o0 bidn, a un velor dsiterminado de ;i?, no sea superior a 1os
velores indiocafos en la sigulente tabla; egtando los tiempos
médximos ds eiclo, para valores de ﬁ; que caen entre cualquier
par sucesivo ds los valores tabulados, en proporcidn lineel &

log tiempos de ciclo para dicho par:
>

iﬁf Piempos de ciclo (segundos)
Superior a 0,5 3

0,1
0,5 . 3
inferior a 0,02 2,5
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b 88.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 7, carac-

=2 7=

38,- Procedimiento segin le reivindicacidn 2, carag
terizado porque el tiempo de clclo, a un valor dado de }-E-, no
es superior a los valores indicados en la siguiente tabla, es-
tando los tiempos mdximos de ciclo, para valores de ﬁﬁm que
caen entre cualquier per sucesivo de los valores tabulados,

en proporcidn lineal & los ‘tiempos de ciclo para dicho par:

-Pg- Tiempos de ciclo (segundos)
superior a 0,5 15 |
0,2 5

0,1 353

0,05 | 2,5
inferior a 0,02 2

4%,- Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caclones anteriores, caracterizado porque para la produccidnrh
de proteinas de cdlula unica, se cultivan micrcorganismos so;-
bre unea fusnte de carbono adecuada.

5&.~ Procedimiento seguin la reivindicacidn 4, carac-
terizado porque la fuente de carbono es metanol.

68.- Procedimiento segin cuslquiera de las reivindi~
caciones anteriores, caracterizado porque la fuente de energia
se suministra al cultivo en una pluralidad de puntos alrededor
de la trayectoria. _

_T8.- Procedimiento segin la reivindicacidn 5, carac-
terizado porque les cdlulas pertenscen a la especile Methilog:hi-

lus pethylotrophus (anteriormente conocida como Pseudomonas
methilotropha). '

terizado porque las cdlules pertenecen a cualquiera de las ce-
pas NOIB nos. 10508 a 10515 y 10532 a 10596.
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- 0,05 450
/ 0,02 1000
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9.- Procedimiento seghn las reivindicaciones anteriores
caracterizado porque se suministra una fuente de energia conti-

nuamente y/0 en impulsos él cultivo, en uno o mds posiciones,

expongan & una fusnte impulsada de energia o s cdmbios de cop
centracidn equivalentes a una fuente impulsada de enerzfa, la
cual es tal que el tiempo de ciclo cae dentro de la tercera re

gidn de un grdfico del tiempo de ciclo contra la proporcidn de

p* 4

eficacia de biomasa bajo las condiciones ambientales aplicables

al cultivo, o cae en la parte de la gegunda regidn del grdfico| .

inmediatamente anterior a la tercera regidn, y es tal qus la

proporeidn de eficacia estd dentro del 15 % del valor de 2z ter

cera regidn.

10 .~ Procedimiento segin la reivindicacidn 9, :e~
racterizado porque el tiempo de ciolo, para un valor dado de
u%ﬁ, 80 ‘encuentra dentro de uné gama ‘entre el véior minimo ta-
bulado & continuacidn y un valor mdximo en el cual cas la efi-
cacia global del cultivo y mueren en nﬁmeros apreciables los
microorganismos presentes en el cultivo, estando los minimos
para valorss de -%; que caen entre cualquier par sucesivo de
los valores tabulados en proporcidn lineal a los tiempos de ci

clo para dicho par:

-%%; Tiempos de ciclo (segundos
Superior'a 0,5 40
0,2 120
0,1 A 230

Inferior a 0,01 A 2000
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11 o~ Procedimiento gsegun la reivindicacidn 10, ca-
racterizado porque el tiempo minimo de cielo, para un valor
dado de “5; y 6s el tabulado a continuacidn, estando el tlempo

minimo para valores de —E; que caen entre cualquier par sucesi

vo de los valores tabulados en proporcidn lineal a los tiempos
minimog para dicho par:

2 : Tiempos de ciclo (segundos)
\Jg .

Superior a 0,5 65

0,2 170

0,1 350

0,05 T00

0,02 1800
Inferior a 0,01 3600

12 +~ Procedimiento segin cualquiera de las reivin-

Ly s

.-dicaciones 9 a 11,. caracterizado porque se lleva a cebo para

la produccidn de metabolitos extracelulares o intracelulares.
13 ‘o= Procedimiento segin cualquiera de las relvir-
dlcaclones anteriores, caracterizado porque la fuente de ener-

gla es una fuente de carbono.

14.~ Procedimiento para el cultivo de cdlulas, tal
y como queda sustancialménte descrito en la presente Memoria
e llugtrado en los adjuntos dibujos.

Esta Memoria consta de 29°hojas, escritas a mdquina

por una sola cara.

Madrid o 1 NaR. 1978
- IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES LIMITED .

-

Gl S WP rvevpee

L. rhmmaor Jo LT
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