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MEMORIA DESCRIPTIVA

Muchas naciones subdesarrolladas no pueden tener un minimo
nivel proteinico y &sta es la causa més importante del hambre en estos pafses. Estas
circunstancias han llevado a la bisqueda de nuevos caminos para conseguir nuevas
reservas de proteinas, como ocurre en EE.UU. que es el principal exportador de
semillas oleaginosas. En Europa Occidental el 80% de las proteinas de origen ani_
mal proceden de la importacion, siendo del orden del 90% en la Comunidad Econd
mica Europea. En vista de estos dates, la Comisién de Agricultura del Mercado Co

min se muestra pesimista al respecto y espera que en 1980 alin seguird importando

el 90%.

~

Por otra parte, el coste de los fertilizantes ha aumentado enorme
mente en los Gltimos cinco dfios, incidiendo por consiguiente en el mayor coste de
los alimentos y en la restriccion del suministro dietético de los paises mds subdesarro

llados.

También, el alto coste del proceso Haber para sintetizar amoniaco,
es consecuencia de la subida del petrdleo, pues el hidrégenc requerido en dicha sin
tesis procede del gas natural o de los crudos y requiere ademas una gran cantidad de
energia para su comSinucién, por cuya razon, el coste de los fertilizantes nitroge ‘

nados estd intimamente relacionado con el coste de los combustibles.

Podemos asegurar que para la produccién de proteinas es nece
sario conseguir ricos fertilizantes nitrogenados y que éstos, quimica o microbiold
gicamente proceden del nitrogeno atmosférico. Cerca del 25% del nitrdgeno fija
do es amoniaco sintetizado por el proceso Haber, el resto, que se estima en 150 mi
llones de toneladas métricas por.afio, proceden de la fijacién microbiolégica. El
proceso de la fijacion del N2, implica el consumo de una gran cantidad deener~
gia que es suministrada por el metabolismo de los glﬁcfdos mediante el ATP. La
molécula clave en la via de fijacidn del N2, es la nitrogenosa, que estd

formada por las hierro- sulfo - proteinas. El transporte de  electrones ==
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tiene lugar a través de los dos componentes de la nitrogenasa para llegar a la completa
reduccion del N2 y posterior conversion en glutamina por reaccion con el glutamato y
la glutaminsitetasa de la célula.

Todo el complejo sistema se puede resumir en una reduccion del N2 por
transferencia electronica mediante los dtomos de Fe y Mo,

Este método de aplicacion electronica a cultives de microorganismos
fijadores de N2 (Azotobacter), demuestra que es posible activar el complejo mecanismo
de la asimilacion del N2, consiguiendo aumentar en gran parte la biosintesis de amino~
acidos y dirigir su metabolismo segin el tipo de onda suministrada y la frecuencia de la
misma,

Esta activacion tiene lugar mediante los iones de hierro de las ferrodoxinas,

+3 de los liquidos metabolicos en los cul-

puesto que el equilibrio de los iones Fe+2 / Fe
tivos de Azotobacter, es alterado en el sentido de aumentar la proporcion de Fe"-2 cuan.
do son suministrados campos eléctricos.

En microorganismos que fijan N2 no se conocen experiencias en las que
sean aplicadas ondas eléctricas para estudiar sus efectos, por lo que este método propor-
ciona nuevos caminos para el estudio de la fijacidn del N2 y para la sintesis de proteinas
y aminodcidos que son altamente potenciados segin el tipo de onda electrica, potencial,
intensidad y frecuencia de la misma.

El rendimiento de obtencidn de proteinas y aminoacidos por microorga-
nismos que fijan N, con este método electronico puede ser aumentado al ir estudiando
todas las constantes eléctricas en los puntos en que influyen mds favorablemente en la bio
sintesis de aminodcidos.

Utilizando, Unicamente melazas de remolachas al 2% como sustrato y
aplicando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7V en fermentadores de 4 litros de medio,

es posible conseguir células de Azotobacter vinelandii (208 CECT) que contienenun -

56,3% de aminodcidos, siendo destacable por su importancia en la alimentacion la pro.
porcion de metionina (6,57%), lisina (4,85%) y otros aminodcidos esenciales, que por la
aceién de los campos eléctricos aplicados, fueron potenciades con relacion a los fermen
tadores testigo, 13,41 veces mds en la concentracion de metionina, 4,90 veces en la
tirosina, 1,92 en la alanina y un 60% mas en el total de todos los aminodcidos analiza-

dos.
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Empleando sacarosa al 1,5% como sustrato con la estirpe Azotobacter
vinelandii (382 DSM), y aplicando ondas sinusoidales de 5V, 7 mA y 20 Hz en matra-
ces con 100 ml de medio de cultivo conseguimos aumentar en un 258% el contenido en
peso de todos los aminoacidos del liquido metabdlico, destacando la arginina que fué
potenciada 11,67 veces, el acido glutamico 5,6 veces, la freonina 4,77 veces, la -

leucina 4, 14, la serina 4,16, el acido aspartico 3,36, la glicina 3,18, valina 3,27,

- la lisina 3,03, la tirosina 3,13, la fenilalanina 2,99, la isoleucina 2,90 y la alaning

2,53,

Aplicando ondas sinusoidales de 5V, 7 mA, y 200.000 Hz, lo mas des-
tacable es la valina que es potenciada 10 veces mds que en los cultivos tesﬁgo. Los cam-
pos eléctricos suministrados evitan la glucogénesis de los aminodcidos glucogénicos impi
diendo su degradacion en los cultivos de Azotobacter. En la aplicacion de los cultivos
como alimento, tanto las células como los liquides metabdlicos son perfectamente tole-
rados por los organismos, siendo muy grande su poder nutritivo.

Procedimiento

Para la obtencién de proteinas y aminodcidos esenciales para la alimenta
cion a partir del nitrdgeno atmosférico, empleamos nveve estirpes diferentes de Azoto-
bacter, de ellas cinco de A.chroococcum (203, 204, 205, 206 y 374 CECT), dos de -
A.vinelandii (208 CECT y 382 DSM), una de A.agile (210 CECT) y una de A.beijerin-
ckia (181 CECT).

La eleccidn de las estirpes estudiadas se hizo comparando sus coeficientes
de crecimiento, siendo elegida la estirpe 208 CECT de Azotobacter vinelandii cuando el

sustrato usado era la melaza de remolacha al 2% y la estirpe 382 DSM de A. vinelandii

cuando se utilizaron las siguientes fuentes de carbono: &cido benzoico al ‘l%, sacarosa
al 1,5%, acetato sodico al 0,5% y etanol al 1%. La composicion del medio de cultivo
era en g/l, K2HPO4, 0,4; KH2P04, 0,1; quMoO ¢ 0,001; FeC|3, 0,003y 2% de. -
melaza de remolacha. Cuando usabamos las otras fuentes de carbono la concentracion

de K2HPO4 erade 0,64 g/l y el KH2P04 de 0,16 g/1.

El sistema de aplicacion de los campos electricos en los cultivoes, fué -
realizado empleando electrodos de platino, colocados en los extremos de un matraz re-
dondo de tres bocas de 250 ml de capacidad, con 100 ml de medio mencionado anterior

mente,
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La superficie de los electrodos sumergida en el liquido metabdlico era
la correspondiente a un hilo de platino de 5§ cm de longitud y 0,40 mm de diametro.

Cuando aplicdbamos los campos electricos en un fermentador de 5 litros
de capacidad con 4 litros de medio de cultivo, instalamos electrodos de platino con una
superficie sumergida de 10 x 0,5 em.

Las ondas eléctricas suministradas o los cultivos procedian de un gene-
rador modelo Exact de un rango de frecuencias de 0 a 2 MHz, siendo las frecuencias -
5 Hz y 200 KHz de ondas sinusoidales aplicadas en los cultivos de Azotobacter, los pun-
tos dptimas en la activacion del proceso reproductivo de las células.

La temperatura de todos los cultivos fué de 282C durante todo el tiem-
po de incubacidn. Pasamos un caudal de aire estéril, saturado de humedad, de 150 [i-
tros /horas a una presion de 1 Kg/cmz, cuando los cultivos fueron incubados en un fer-
mentador de 5 litros de capacidad con 4 litros de medio de cultivo y los matraces de 250
ml, con 100 ml de medio se incubaron en un incubador orbital (Controlled Environment

Incubator Shaker N.B.S.) @ 170 r.p.m. y 282C,

REIVINDICACIONES

Se reivindica como de nueva y propia invencion la propiedad y explo.
cion exclusiva de:

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS -
ESENCIALES PARA LA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DE MI
CROORGANISMOS FIJADORES DE N ", caracterizado porque a un cultivo de micro~
organismos fijadores de N2, se le aplica un campo electrico de ondas sinusoidales y =
ondas cuadradas, cuyo rango de frecuencia oscila entre 0 y 2 MHz consiguiéndose un
elevado aumento en el contenido en peso de casi todos los aminodcidos del liquido me-
tabolico.

2) Un método, segin reivindicacion 1, y caracterizado por el empleo
de nueve estirpes de Azotobacter como microorganismo fijador de N 2

3) Un método, segin reivindicaciones 1y 2, y caracterizado porque el
microorganismo empleado es Azotobacter vinelandii 208 CECT y la composicion del me-

dio de cultivo es (g/1) K2HPO4, 0,4; KH2PO4, 0,1; Na2M004, 0,001; FeCls, 0,003
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¥ 2% de melaza de remolacha.
4) Un método, segin reivindicaciones 1y 2, y caracterizado porque el

microorganismo empleado es Azotobacter vinelandii 382 DSM y como fuente de carbono

se emplea acido benzdico al 1%.

5) Un metodo, segln reivindicaciones 1y 2, y caracterizado porque el

microorganismo empleado es Azotobacter vinelandii 382 DSM y la fuente de carbono es 7

sacarosa al 1,5%.

6) Un método, segin reivindicaciones 1y 2, y caracterizado por el ~

empleo de Azotobacter vinelandii 382 DSM y acetato sédico al 0,5% como fuente de

carbono.,

7) Un método, segin reivindicaciones 1y 2, y caracterizado por el
empleo de Azotobacter vinelandii 382 DSM y etanol al 1%. '

8) Un método, segin reivindicaciones 1,4,5,6 y 7, y caracterizado
porque el cultivo tiene una concentracion de K2HPO4 de 0,64 g/l y de KH2PO4 de
0,16 g/l. '

9) Un método, segin reivindicaciones 1y 2, y caracterizado por el -

empleo de las siguientes estirpes de Azotobacter: Azotobacter chroococcum, 203, 204,
205, 206 y 374 CECT; Azotobacter agile 210 CECT y Azotobacter beijerinckia 181 -
CECT.

10) Un método, segin reivindicacion 1, y caracterizado porque la fre-
cuencia electrica empleada varia de 5Hz a 200KHz.

11) Un método, segun reivindicacion 1, y caracterizado porque lo tem-
peratura del cultivo es de 282C. '

12) Un método, segin reivindicacion 1, y caracterizado porque el cam-
po eléctrico se aplica mediante la infroduccidn de unos electrodos de platino en el li-
quido metabdlico.

13) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS -
ESENCIALES PARA LA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DE ML
CROORGANISMOS FIJADORES DE N,", tal y como se describe en el cuerpo de esta



memoria y reivindicaciones que consta de 7 pdginas escritas por una sola cara.
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