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" |minuir la cantidad de 1{pidos y de 4cidos nucleicos, que es

mente por un contenido de Acidos nucleicos y lipidos.

en lg orina), Los lipidos limiten la capacidad para almace- |
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Bl invento concierne a un procedimiento para dis—

t4d contenida en células de microorganismos. Cada célula con
tiene hidratos de carbono, proteinas, lipidos y dcidos nu—-
cleicos, La posibilidad de wtilizacidén de masas celulares -

microbianas como alimentos y piensos es afectada negativa—-—

Un contenido de édcidos nucleicos es peligroso, ya

que conduce a estados patolégicos (golta o artrosis, piedras

namiento por enranciamiento y perjudican el sabor.

' Bs misién del presente invento, por lo tanto, dis
minuir el contenido de lipidos y 4cidos nucleicos en masas
celulares microbianas, Segun procedimientos bonociddé, los
lipidos son extraidos por disolucién desde las parcdes celu
iares Y las membrenas mediante disolventes orgénicos, o son
saponificados por tratamicnto con 4leazlis acuosos.

Un procedinmiento conocido para extraer los lipi-—-
dos por disolucifbn a partir de microorganismos trabaja con
mezclas de metanol y cloroformo. El procedimiento es caro y
puede conducir a productos téxicos. Extraccioncs de lipidos
con mezclas de alcohol y agua (de acuerdo con la DP-0S ~ -
2,405,593 o la DI-05 2137 038) son mel apropiades para bac-
terias y también son costosas en lz realizacibn a escala ——

téenica,
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Otros procedimientos conocidos para empobrecer -
en #cidos nucleicos y en 1lipidos a masas celulares micro--
bianes, wtilizen la disgregacién alcalina a temperaturas -
elevadas. En este caso es desventajosa la puesta en liber-
tad de los dcidos grasos libres que resultan en la hidréli
sis, los cuales .ge separan juntamente con la proteina,

Ademnds de ello, una parte de los aminodcidos —~ -
esenclales contenidos en la proteina, por ejemplo lisina,
se transforman en un estado no aprovechable por parte del
organisno. T

Se ha encontrédo aﬂbra urt procedimiento para dig
minuir el contenido de lipidos y dcidos nucleicos en masas
celulares microbianas, que estd caracterizado porque se --
trata a las masas celulares con wna mezcla de extracecién a
base de amoniaco o hidréxido de amonio y un disolvente or-

génico de la férmula general I
Rl - (CH2)n - 0R2 (1)

en donde Rl y R2 gignifican hidrégeno y n reﬁresenta los -
nlmeros wno, dos o tres, o en donde Rl significa el grupo
hidroxi y R2 significa hidrégeno, metilo o etilo y n repre
senta los nimeros dos o tres, y tras separar la mezcla de
extraccién se lava con agua el residuo de la mesa celuler,

se separa la fase acuosa y se seca — eventualmente después
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de extraccién con uvn disolvente orgénico de la férmula ge-
neral I—,

Como masas celulares microbianas se utilizan pre

ferentemente microorganismos, que son producidos por ejem~-

plo por cultivo sobre alcohol o n-parafinas en presencia'-
de un medio nutricio acuoso y de un gas que contiene oxige
no libre. Como microorganismos se pref;eren bacterias, le-
vaduras ¥y hongos.

Ejemplos de tales microorganismos son bacterias
que consumen metanol de la familia lMethylomonas, por ejem—
plo Methylomonas clara ATCC 31226, o levaduras tales como
Candida Lipolytica ATCC.20.383, que pueden ser obtenidas -
mediante cultivo sobré n-parafinas en presencia de un me--
dio nutricio acuoso. . A

También puedén utilizarse micelios secos de hon-
gos. Este material ceiular puede ser retirado de la recupe
racién de antibidéticos, por ejémpio, a partir de fermenta-
ciones de penicilina, después de que huyo sido extraldo el
antibidtico.

Como disolventes de la férmula I entran en consi
deracibn alcoholes tales como metanol, etanol, n-propanol
e isopropanocl. Se prefieren metanol y etanol, especialmente
metanol. Apearte de los alcoholes mencionados, son apropia~

dos glicoles y sus monoéieres de la férmula I, a saber gli

‘| eol y monometilglicol.




10

15

20

25

07067

=
ttoja nam. 2

L1 emoniaco puede ser afiadido & los disolventes

" | mencionados en forma de gas (NH3) 0o en Torma de solucién -

acuosa concentrada (NH4OH). La eleceién se efectia depen—
diendo del contenido de zgua del material celular seco asi
como dependiendo de la cantidad y del contenido de agua ~-
dél disolvente empleado. El NH40H es apropiado en el caso
de masas celulares con pequefio contenido de humedad (0 -

15%), y por el contrario el NH, es mds apropiado en el ca~

3
s0 de masas celulares con contenido de agua mds elevado —-—

(10 ~ 30%).

La porcibén de los lipidos, que es eliminada por
la extraccién con amoniaco y disolvente, depende del conte
nido total de agua, que es referido en % en peso a la can-
tidad uwtilizada de disolvente, y de la concentracién de ~-
NH3 en % en peso, referida al disolvente empleado.

Se pudieron lograr resultados de ensayos espe- -
cialmente buenos con uwna proporcidén ponderal de masa celu-
lar a disolvente de 1:3 hasta 1:6 en el caso de metanol y
etanol, y de 1:8 hasta 1:12 en el caso de propanol, glicol
¥y log monoglicoléteres. La concentracién de amoniaco, refe
rida a la cantidad de disolvente, fue de 1 a 10% en peso,
preferiblemente de 1 a 5%. La suma de las cantidades dé —
agua, que provienen de la masa celular, del disolvente y ~
eventualmente del amoniaco acuoso fue de 0 - 30% en peso,

preferentemente 0 - 20% en peso, especialmente 0 - 107 en
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peso, referido a la cantidad empleada de disolvente.

Cuando ‘'se trabaja o escala técnica se puede re—
nunciar a un secado'de las células después de ia fermenta-
cién hasta quedar sélo un pequefio contenido residual de —-
agua, de 4% o menor, Bs suficiente llevar la masa celular
a un peso en sSeco de células tal que despuéds de afiadir la
cantidad necesaria de disolvente el conteﬁido total de ~ -
ague ge encuentre en el margen 6ptimo; eventualmente, se -
afiadird al disolvente NH3 £a500S0,

La disolucién de las grasas & partir de las ma——
gas celulares microblanas se lleva a cabo suspendiendo el
material celular en el disolvente orgdénico de la férmula I
e introduciendo NH3 o afladiendo NH40H. Es conveﬁiente nez-
clar a fondo la suspensién por agitacién. ILas enperatures
de tratamiento se encuentran en general en el margen de --
~202 hasta +602C, siendo preferido un margen de 152 hasta
$502C y especialmente de 4102 hasta +302C, La durezcibén del
tratamiento es de 5 a 120 minutos y se encuentra preferi--
blemente en 25 a 35 minutos. Bl tratamicnto es llevado a -
cabo en general a presién normal, -

Después de terminado el tratamiento con disolven
te y amoniaco el material celular obtenido (proteina) es -
separado del disolvente de acuerdo con un procedimiento -—-
cualquiera,‘tal como centrifugacién, filtracién y sedimen-

tacidn.
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Se prefiere la filtracién. Bl material celular -
s6lido obtenido puede ser tratado de nuevo para la eliming
cibén més completa posible de los lipidos con uno de los di
solventes orgdnicos mencionados,

El residuo puede ger secado para la eliminacién
de restos de disolvente y amoniaco. Convenientemente esto

se lleva a cabo a presibén reducida, preferiblemente a - -~

180~150 Torr, y a temperatura elevada, preferiblemente - ~

40-502C, El1 producto desengrasado y, K secado de este modo es
inodoro. T .

La fase liquida separada del material celular sé
lido, de acuerdo con el procedimiento precedenﬁemente men-
cionado, contiene amoniaco y lipidos disueltos, EL diéol——
vente empleado puede ser separado de las grasas mediante -
destilacién en vacio y'puede ser empleado de nuevo.

A-continuacibn las masés celulares desengrasadas
y eventualmente secadas son recogidas en agua. Se prefie—-
ren cantidades de agua que estén con respecto a la masa ce
lular en la proporcién ponderal de 1l:1 ﬁasta 1:30, espe- -~
cialmente de 1:5 hasta 1l:15. La cantided de agua se dosifi
card por lo menos de manera tal que sea posible una agita-
cién de la suspensién. ’

' Ll valor del pH durante el tratamiento con agua
debe encontrarse en el margen de 5 a 8,5, preferiblemente

de 6 a 7,5, y eventualmentie es ajustado a este margen. Es-
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to es necesario egpecialmente cuando se utilizan masas ce-
lulares no secadas o no totalmente secadaé, procedentes de
la primera etapa, que entonces contienen adends también —-
céntidades residuales de amonizco, 1o cual puede conducir

a wn valor de pH demasiado alto.

Esta extraccidén con agua de los dcidos nucleicos,
sales, polisacdridos y metabolitos secundarios solubles en
agua, se realiza en general en un margen de temperaturas -
de 30 a 958C a presién normael, Se prefieren temperaturas de
40 a T0¢, ¥ especiaimente preferidas son las de 50 a 60°C,
La duracién de la extraccldn, dependiendo de la temperatu~
ra de extraccibén y la cantidad de agua, puede ser de 5 a -
120 minutos, y se logran buenos resultados con un tiempo -~
de extraccién de 25 a 45 minutos. Para la séparacién de --—
componentes sé6lidos y liquidos la suspensién es centrifuga
da, preferiblemente a temperaturas de 10-302C. Otros proce
dimientos apropiados de separacidén son sedimentacién y fil
tracidn,

Para la separacibn mds sencilla de la masa celu-—
lar, se afiade ventajosamente al agua de la segunda etapa -
hasta 20% e peso, preferiblemente 5 a 15% en peso, de un -
alcohol inferior, tal como etanol, metanol, y preferiﬁle——
mente metanol.

La fase sélida es liberada de restos de liquido

seglin procedimientos habituales, tales como liofilizacién,
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secado en vacio o secado por alomizaciobn. El producto po--
see agradobles propicdades de olor, un color mis claro gue
cl material de partida, y una capacided fijJudora de agua -
especialmente buena. Mediante la eliminacidén de loa lipi--
dos y &dcidos nucleicos ésle es especialmente apropiado pa-
ra la preparacibén de alimentos y piensos.

Asi, en el caso del producto de acwerdo con el -
invento se eliminan los lipidos hasta un contenido resi-~ -
dual de 0,5 a 3,5% en peso, y se eliminan los 4cidos nu~ -
cleicos hasta wn contenido residual de 0,5 a 4,5% en peso.

E1l procedimiento de acuerdo con el invento evita
las desventajas de los procedimientos conocidos tales como
tratamiento con disolventes o disgregacioén alcaiina. No se
necesitan hidrocarburos clorados. Bl desengrasado con mez-

clas de amoniaco y disolventes es, especialmente en el ca-

"s0 de bacterias, esencialmente mds completo que en el caso

de tratamiento de la masa celular con mezclas de disolven—
te y agua. Se evitan mdrgenes extremados -de temperatura y
de pH, que disminuyen la posibilidad de utilizacién del —-
producto. EL consumo de energla es menor que en 1os proce-
dimientos de disgregacidén alcalina conocidos. El enriqueci
miento en proteinas se logra sin que resulten grandes can-
tlidades de sales de neutralizacién.

La fase acuosa separada del material celular sé-

lido contiene, ademés de otros componentes solubles en - =
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agua, los 4cidos nucleicos, que pueden ser recuperados de
acuerdo con procedimientos cenoeidos, por ejemplo mediante
precipitacién en medios 4cidos, ultrafiltracibn, didlisis
o tratamiento con enzimas. ' '

Bl invento es explicado mediante los siguienteé

ejemplos.

Ejemplo 1

Se cﬁltiva en condiciones aerobias lMethylomonas
clara ATCC 31226 en una solucibén nutricia gue contiene me-
tanol como Ynico manantial de carbono, amoniaco, como Uni-
co menantial de nitrégeno, fosfato, sales de hierro y mag-
nesio, y otros elementos trazé usuales, La mass celular ——

bacteriana producida de este modo fue separéda de la solu~

cién y sometida al secado por atomizacidn.

100 g de esta masa celular fueron mezclados con -
300 g de metanol. Con agitacidén de la suspensién se intro-

dujeron y disolvieron 10 g de NH, gaseoso. Por enfriamien-

‘t0 se mantuvo la temperatura a 2%9 -~ 352C durante la intro
duccibn., L2 mezecla de metanol, amoniaco y masa celular fue
agitada durante 30 minutos a 20¢C.

Para la separacién de la fase sb6lida y la fase -
liquida, se filtré y el residuo sélido se lavé una vez con
300 ml de metanol. Despuéds de filtracibén renovada ambos —-

productos filtrados fueron reunidos. Esta solucién de co-~-
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lor pardo contenia los lipidos de la sustancia de partida

empleada. Se eliminaron metanol y amoniaco mediante desti-
lacién en vaclo (100 Torr, 402C). El residuo, que ascendla
a 9,50 en peso del material celular empleado, era una pas-
ta de color pardo oscuro, maloiiente, que consistia en dci
dos gragos libres, glicéridos, fosfolipidos y metabolitos

gsecundarios,

El residuo s6lido, obtenido en la filtracién, de
la masa celular extraida fue secado duwrante 5 horas a 402C
en vacio (100 Torr). De este modo se pudieron obiener 90 g
de masa celular desengrasada, -que era inodora y tenfa un -
color mds claro que el material de partida.

Para disminuir el contenido de &cidos nucleicos,
esta masa celular fue suspendida en 900 ml &e agua. Bl va-
lor del pH de la suspensién homogeneizada por agitacién —-
fue de 6,9.

Después de aumentar la temperatura a 552C se con
tinué agitando durante 20 minubos mds, se enfridé a 300C, y
se separd mediante centrifugacién en fase sélida y en fTase
liguida, Bl sedimento obtenide fue mezclado nuevamente con
900 m1l de agua y agitado durante 10 minutos a 20¢C, Des- ~
pués de ello se centrifugd de nuevo y se secd él sedimento
bajo presién reducida.

El rendimiento fue de 65 g, El contenido de dci-

dos nucleicos habia descendido desde originalmente 11,2% -
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| hasta 1,5%. El producto era inodoro en estado seco, y en -

estado humedecido con agua posefa un olor agradable y sim-

| pédtico..

Los resultados de este y de los otros sjemplos -
se recopilan en las siguientes Tablas Ia y Ib,

Ejemplo 2

Como material de partida sirvié la misma masa ce
lular bacteriana que se utilizd en el Ejemplo 1., Esta fue
sonetida a las mismes etapas de procediimiento y condicio——
nes, ‘pero en luzgar de NH3 gaseoso se uwtilizaron como reac-

tivo 30 ml de HH4OH concentrado (al 33%).

Ejemplo 3

Se procedidé como en el Ejemplo 2, pero se emplea

ron 60 ml de NH4OH concentrado (al 33%).

Ejemplo 4
En un modo de procedimiento como en el Ejemplo -

2, se utilizé etanol como disolvente en lugar de metanol.

Ejemplo 5
En un modo de procedimiento por lo demds igual -

al Ejemplo 3, se utilizé glicolmonometiléter en calidad de
disolvente en lugar de metanol.
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Ejemplo 6
Se procedié como en el Ejemplo 2. En lugar de me-

tanol se utilizé isopropanol como disolvente.

Ijemplo 7

Como material de partida sc utilizé una mosa celu
lar a base de lMethylomonas clarus tal como se describe en ~
el Ejemplo 1. 100 g del producto secado por atomizacién fug
ron disgregados y desengrasados tal como se describe en el
Ejemplo 1 (15 g de NH3). No obstante, sé renuncié a secar -~
totalmente el residuo, La torta de filtracibén filtrada con
suecién a fondo, con un contenido de sustancia sélida de ~=-
854 fue suspendida en 900 ml de agua. El valor del pH se —-
ajusté a 8,9, debido al amoniaco que habia quedado en la —-
biomasa humeda.

Las temperaturag de la suspensién fueron aumenta-
das a 652C con égitacién y después de 5 minutos se ajusté a
7,2 el valor del pH pbr adicibén de HCL, Después de ello se
continud agitande durante 15 minutos mds a 652C, luego se -
enfrié a 40°C y se centrifugé. El sedimento obtenido fue se

cado,

Ejemplo 8 ,
Una cepa consumidora de hidroczrburocs de la leva-

dura Candida lipolytica ATCC 20.383 fue cultivada sobre - -
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n-parafinas en presencia de un medio nutricio acuoso y de
un gas que contenia oxigeno. La masa celuler de levadura -
fue separada de la solucién nutricia y secada.

100 g de la masa celular secada de levadura fue~
ron suspendidos a la temperatura ambiente 2 presién normal

en 300 g de metanol y en esta mezcla se introdujeron 10 g

| de NH3 gaseoso en el transcurso de 15 minutos. En tal ceso
| 1a temperatura de lsz suspensibén se mantuvo a 152C por en—-

| friamiento, Después de introduccidén del;gas, se continué -

agitendo a 2292C durante 20 minutos mds y a continuacidn se
£iltré a través de una frita de succidén. Le torta de fil—-
tracién fue mezclada a fondo una vez con 300 ml de metanol
sobre la frita y a continuacién fue filtrada con sucecidn.
Los dos productos filtpados fueron reunidos. La solucién -
era amarilla y contenia los lipidos del material celular -
empleado. Se eliminaroh metanol y yﬂj 8 presién reducida -~
(14 morr).

El residuo que quedé después de la seguhda Lile—
tracién, que consistia en las células destruidas y desen—-
grasadas del microorganismo, Tue secado en una estufa de -
secado en vacio a 40°C (100 Torr) durente 5 horas. Bl pro-
ducto asi obtenido tenia un color mds claro que la masa ce
lular de levadura utilizade inicialmente, y era inodoro.

Para disminuir el contenido de 4cidos nucleicos

desde originalmente 7,5% en peso, referido a2l material de
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partida, se suspendieron 100 g de la levadure desengrasada
¥y secada en una solucién @ base de 1 litro de agua destila-
da y 1.000 ml de metanol. Con agitacién, la mezcla, con el
valor de pH de 6,8 que se ajusto, fﬁe llevada durante 15 mi
nutos a 502C y separade por centrifugacién en un sedimento,
que contenis la proteina de levadura y en una fase liquida
que contenfa dcldo nucleico solubilizado. Bl sedimento, des
pués de un nuevo lavado @ la temperatura ambiente, fue gome
tido a liofilizacibn.

E1l contenido de 4cidos nucleicos del materisl se-—
cado habla disminuido a 0,4% desde originalmente 7,5% en pe

50, "

Ejemplo 9 ’
En un procedimiento iguel que en el Ejemplo 8, se

emplearon etanol en lugar de metanol, y 60 ml de NH40H (al
33%) en lugar de 10 g de HH3 £ase080.

Ejemplo 10
Se cultivé de modo zerobio Penicillium chrysoge--—

num ATCC 10,238 en una solucién nutriciza que contenia lacto
sa, liguido de maceracién de maiz liquido, fosfato, cafbong
to y sulfato de magnesio segin métodos usuales. Después de

separar la penicilina producida quedé el micelio, que en es

tado secado sirvié como material de partida.
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Bl procedimiento se llevd a.cabo tal como se des-
se empleé NH, OH al -

) 3 4
33%. El micelio seco desengrasado fue lavado & 302C con - -

agua.

cribe en el Ejemplo 8. En lugar de NH

. BEjemplo 11
Como material de partida sirvié la misma masa ce~

lular que se describe en el Ejemplo 10. En lugar de metanol
se utilizdé etanol. La temperatura durante la extraccién con
agua fue elevada a 652C y se mantuvo en tal valor Qurante -
15 minutos.

En las sigulentes Tablas I se ekponen los resulta
dos de los Ejemplos 1 a 1l1. B
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Tabla I a

Eliminacién de los lipidos

07067

}OO g de masa celular empleada NH3 (e)
) % en peso : 2 '
Dia] a 5 /
Dieﬂ Tipo zeenrpe;o de dcidos |Disolvente| ° NH4OH
pLo : gras nuclelcos 300 g (a1 33%, ml)
Sy
1 (Methyl-
omonas 7 11,2 Metanol NH3 10
o " 7 11,2  |Metanol |NH JOH - 30
3 n 7 11,2 lMetanol NH4OH 60
4 " 7 11,2 Btanol NH4OH 30
5 " T 11,2 Glicolmono
metiléter 'NH4OH 60
6 " T 11,2  |Isoprops
nol NH4OH 30
T " 9,6 15,4 Metanol NH3 15
8 |Candida
lipolyti
ca 8,2 7,5 Metanol NH3 10
9 " 8,2 7,5 Etanol NH4OH 60
10 |[iIicelio '
seco 3,5 2,6. [letanol NH4OH 30
i1 " 355 2,6 Etanol NWH, OH 30

4
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Fliminacibn de los dcidos nucleicos

Agvuas de lavado

07067

Masa celular obtenida

Ejen| Cantidad | oo | TOIPoT8" | gontigag Grases holdos -
plo (1) (20) (g) % en pesol T peso
1| 0,9. |69 55 68 0,8 1,5
) 0,9 6,9 60 67 1,3 1,2
3 0,9 7,0 65 63 2,0 1,1
41 .0,9 6,9 50 " 67 2,2 1,5
51 0,9 |71 55 63 2,8 293
6| 0,9 |7,0 60 64 3.4 4,0
7 0,9 7,2 65 62 1,2 1,4
8{ 0,8 6,8 50 68 1,4 0,4
9| 0,8 6,5| 45 67 1,8 0,7
10| 0,9 6,5 30 78 1,1 0,5
111 0,9 6,51 85 79 1,3 0,8
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén cn Bspaiio, por VEINYE afios, son los que se reco-—

gen en lag reivindicaciones siguientes:

l2,~ Procedimiento para disminuir el conteﬁido de
lipidos y 4cidos nucleicos en masas celulares microbianas,
caracterizado porque se trata a las masas celulares con unz
mezcla de extraccidén a base de amonfzco o hidréxido de amo-

nio y un disolvente orgdmico de la férmula general I °

Rl - (CHQ)n - OR2 (D)
en donde Rl Y R2 significan hidrdégeno y n representa los nu
meros uno, dos o tres, o en donde Rl gsignifica el grupo hi-
droxi y R2 significa hidrégeno, metilo o etilo y n represen
ta los numeros dos o tres, y tras separar la mezcla de ex—-
traccibn se lava con agua el residuo de la masa celular, se
gepara la fase acuosa ¥y se seca — cventbualmente después de
extraceidn con un disolvente orgdnico de la férmula general
I, -

28,- Procedimiento segin la reivindicacién 12, ca

racterizado porque el contenido total de agua durante la --
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disgregacién asciende a O hasta 30% en peso, preferiblemen—

te O hasta 20% en peso, especialmente O hasta 10% en peso,.

' referido a la cantidad empleada de disolvente.

38,~ Procedimiento segtn las reivindicaciones 12
y 22, caracterizado porque el contenido de NH3 durante la -
disgregacién es de 1 a 10% en peso, preferiblemente 2 a 8%
en peso, especialmente 3 a 5% en peso, rcferido a la canti-
dad empleada de disolvente.

48,~ Procedimiento para disminulr el contenido de

lipidos y 4cidos nucleicos en masas celulares microbianas.

Tal y como se ha descrito en la lMemoris que ante-
cede y para los fines que se han especificado.
? Esta lemoria consta de veinte hojés escritas a md

quina por una sola cara.

Madrig, 20JUL1277
PUA.O

Alberfo de kzabury
Por Pofe,
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