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M E M O R !A  D E S C R tP U V A

Muchas naciones subdesarroHadas no pueden tener un mínimo 

nivet proteínico y ésta es ta causa más importante de! hambre en éstos países. Estas 

5 circunstancias han i ¡evado a ¡a búsqueda de nuevos caminos para conseguir nuevas

reservas de proteínas, como ocurre en EE.UU. que es e¡ principa! exportador de 

semütas o!eag!nosas. En Europa Occidenta] e¡ 80% de ¡as proteínas de origen ani 

ma¡ proceden de ¡a importación, siendo de¡ orden de¡ 90% en ¡a Comunidad Econó 

mica Europea. En vista de estos datos, ¡a Comisión de Agr!cu!tura de¡ MercadoCo 

i Q mún se muestra pesimista ai respecto y espera que en 1980 aún seguirá importando

el 90% .

Por otra parte, e¡ coste de ¡os fertüizantes ha aumentado enorme 

mente en ¡os ú¡timos cinco años, incidiendo por consiguiente en e! mayor coste de 

¡os atimentos y en ¡a restricción de¡ suministro dietético de ¡os países más subdesarro 

15 Hados.

También, e¡ a¡to coste de¡ proceso Haber para sintetizar amoníaco, 

es consecuencia de ¡a subida de¡ petróteo, pues e¡ hidrógeno requerido en dicha sín 

tesis procede de¡ gas natura] o de ¡os crudos y requiere además una gran cantidad de 

energía para su combinación, por cuya razón, e¡ coste de ¡os fertüizantes nitroge 

20 nados está íntimamente relacionado con e¡ coste de ¡os combustibtes.

Podemos asegurar que para ¡a producción de proteínas es nece 

sario conseguir ricos fertüizantes nitrogenados y que éstos, química o microbioló 

gicamente proceden de¡ nitrógeno atmosférico. Cerca de¡ 25% del nitrógeno fi¡a 

do es amoníaco sintetizado por e¡ proceso Haber, el resto, que se estima en 150 mi 

25 üones de tonetadas métricas por año, proceden de ¡a fijación microbio¡óg!ca. E¡

proceso de ¡a fijación de¡ N^, impüca e¡ consumo de una gran cantidad deeier- 

gía que es suministrada por e¡ metaboüsmo de los gíúcidos mediante e¡ ATP. La 

molécuta ciave en ¡a vía de fijación det es ¡a nitrogenosa, que está 

formada por ¡as h ierro-su !fo-proteínas. E¡ transporte de electrones
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tiene lugar a través de ios dos componentes de ia nltrogenasa para Negar a ia compieta 

reducción de! Ng y posterior conversión en giutamina por reacción con ei giutamato y 

ia giutaminsitetasa de ia céiuia.

Todo ei compie}o sistema se puede resumir en una reducción dei por 

transferencia eiectrónica mediante ios átomos de Fe y Mo.

Este método de apiicación eiectrónica a cuitivos de microorganismos 

fiadores de N2 (Azotobacter) , demuestra que es posibie activar ei compiejo mecanismo 

de ia asimüación de! Ng, consiguiendo aumentar en gran parte ia biosíntesis de amino­

ácidos y dirigir su metaboiismo según e! tipo de onda suministrada y ia frecuencia de ia 

misma.

Esta activación tiene iugar mediante ios iones de hierro de ias ferrodoxinas,
+ 2  + 3

puesto que ei equiiibrio de ios iones Fe / F e  de ios ifquidos metabóiicos en ios cui-
+ 2

tivos de Azotobacter, es aiterado en ei sentido de aumentar ia proporción de Fe cuan 

do son suministrados campos eiéctricos.

En microorganismos que fijan Ng no se conocen experiencias en ias que 

sean apiicadas ondas eiéctricas para estudiar sus efectos, por io que este método propor­

ciona nuevos caminos para ei estudio de ia fijación dei Ng y para ia síntesis de proteínas 

y aminoácidos que son aitamente potenciados según ei tipo de onda eiectríca, potencia!, 

intensidad y frecuencia de ia misma.

Ei rendimiento de obtención de proteínas y aminoácidos por microorga­

nismos que fijan Ng con este método eiectrónico puede ser aumentado ai ir estudiando 

todas ias constantes eiéctricas en ios puntos en que infiuyen más favorabiemente en ia bio 

síntesis de aminoácidos.

Utiiizando, únicamente meiazas de remoiachas ai 2% como sustrato y 

apiicando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V  en fermentadores de 4  iitros de medio, 

es posibie conseguir céiuias de Azotobacter vineiandii (208 CECT) que contienen un -  

56 ,3%  de aminoácidos, siendo destacabie por su importancia en ia aiimentación ia pro_ 

porción de metionina (6 ,57% ), iisina (4,85% ) y otros aminoácidos esenciaies, que por ia 

acción de ios campos eiéctricos apiicados, fueron potenciados con reiación a ios fermen 

tadores testigo, 13,41 veces más en ia concentración de metionina, 4 ,9 0  veces en ia 

tirosina, 1,92 en ia aianina y un 60% más en ei tota) de todos ios aminoácidos anaiiza- 

dos.
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Empleando sacarosa a! 1,5%  como sustrato con la estirpe Azotobacter 

vlnelandll (382 DSM), y aplicando ondas sinusoidales de 5 V , 7  mA y 20 Hz en matra­

ces con 100 m! de medio de cultivo conseguimos aumentar en un 258% el contenido en 

peso de todos los aminoácidos del líquido metabólíco, destacando la arglnlna que fué 

potenciada 11,67 veces, el ácido glutámlco 5 ,6  veces, la treonlna 4 ,7 7  veces, la -  

leuclna 4 ,1 4 , la serlna 4 ,1 6 , el ácido aspartleo 3 ,3 6 , la glicina 3 ,1 8 , vallna 3 ,2 7 , 

la Usina 3 ,0 3 , la tíroslna 3 ,1 3 , la fenllalanlna 2 ,9 9 , la isoleuclna 2 ,9 0  y la alanlna 

2 ,5 3 .

Aplicando ondas sinusoidales de 5 V , 7 mA, y 200.000 Hz, lo más des- 

tacable es la vallna que es potenciada 10 veces más que en los cultivos testigo. Los cam­

pos eléctricos suministrados evitan la glucogénesis de los aminoácidos glucogénicos !mp! 

dlendo su degradación en los cultivos de Azotobacter. En la aplicación de los cultivos 

como alimento, tanto las células como los líquidos metabóllcos son perfectamente tole­

rados por los organismos, siendo muy grande su poder nutritivo.

Procedimiento

Para la obtención de proteínas y aminoácidos esenciales para la alimenta 

clon a partir del nitrógeno atmosférico, empleamos nueve estirpes diferentes de Azoto­

bacter, de ellas cinco de A.chroococcum (203, 204, 205, 206 y 374 CECT), dos de -  

A.vlnelandll (208 CECT y 382 DSM), una de A .agite (210 CECT) y una de A .beljerln- 

ckla (181 CECT).

La elección de las estirpes estudiadas se hizo comparando sus coeficientes 

de crecimiento, siendo elegida la estirpe 208 CECT de Azotobacter vlnelandll cuando el 

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

cuando se utilizaron las siguientes fuentes de carbono: ácido benzoico al 1% , sacarosa 

a! 1 ,5% , acetato sódico al 0 ,5 %  y etanol al 1%. La composición del medio de cultivo 

era en g/1, K^HPO^, 0 ,4 ; KH^PO^, 0, 1;  Na^MoO^, 0 ,001 ; FeC ly 0 ,003  y 2% de -  

melaza de remolacha. Cuando usábamos las otras fuentes de carbono la concentración 

de KgHPO^ era de 0 ,6 4  g/1 y el KH^PO^ de 0 ,1 6  g/1.

El sistema de aplicación de los campos eléctricos en los cultivos, fué -  

realizado empleando electrodos de platino, colocados en los extremos de un matraz re­

dondo de tres bocas de 250 mi de capacidad, con 100 mi de medio mencionado anterior 

mente.



La superficie de ios eiectrodos sumergida en e¡ iiquido metabóiico era 

ia correspondiente a un hiio de piatino de 5 cm de [ongitud y 0 ,4 0  mm de diámetro.

Cuando apocábamos ios campos eiectricos en un termentador de 5 Otros 

de capacidad con 4 Otros de medio de cuitivo, instaiamos eiectrodos de piatino con una 

superficie sumergida de iO x 0 ,5  cm.

Las ondas eiéctricas suministradas a ios cuitivos procedían de un gene­

rador modeio Exact de un rango de frecuencias de 0 a 2 MHz, siendo ias frecuencias -  

5 Hz y 200 KHz de ondas sinusoidaies apiicadas en ios cuitivos de Azotobacter, ios pun­

tos óptimos en ia activación det proceso reproductivo de ias céiuias.

La temperatura de todos ios cuitivos fue de 28SC durante todo e! tiem­

po de incubación. Pasamos un caudai de aire estórii, saturado de humedad, de 150 !¡-
2

tros /horas a una presión de 1 Kg/cm , cuando ios cuitivos fueron incubados en un ter­

mentador de 5 iitros de capacidad con 4 iitros de medio de cuitivo y ios matraces de 250 

mi, con 100 mi de medio se incubaron en un incubador orbitai (Controiied Environment 

incubator Shaker N .B .S .)  a 170 r.p .m . y 28SC.

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

Se reivindica como de nueva y propia invención ia propiedad y expió 

ción exciusiva de:

1) "METODO DE OBTENCiON DE PROTEÍNAS Y AMiNOACiDOS -  

ESENCiALES PARA LA ALiMENTACiON, POR TRATAMiENTO ELECTRONiCO DE M¿ 

CROORGANiSMOS FiJADORES DE Ng " , caracterizado porque a un cuitivo de micro­

organismos fijadores de Ng, se ie apÜca un campo eiectrico de ondas sinusoidaies y -  

ondas cuadradas, cuyo rango de frecuencia osciia entre 0 y 2 MHz consiguiéndose un 

eievado aumento en ei contenido en peso de casi todos ios aminoácidos dei iíquido me- 

tabóiico.

2) Un método, según reivindicación 1, y caracterizado por ei empieo 

de nueve estirpes de Azotobacter como microorganismo fijador de N^-

3) Un método, según reivindicaciones 1 y 2 , y caracterizado porque ei 

microorganismo empieado es Azotobacter vineiandii 208 CECT y ia composición de! me­

dio de cuitivo es (g/i) K^HPO^, 0 ,4 ; KH^PO^, 0 ,1 ;  Na^MoO^, 0 ,001 ; FeCig, 0 ,003



-  ó -

y 2% de melaza de remolacha.

4) Un método, según reivindicaciones 1 y 2 , y caracterizado porque el 

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

se emplea acido benzoico a! 1% .

5 5) Un método, según reivindicaciones 1 y 2 , y caracterizado porque el

microorganismo empteado es Azotobacter vinelandii 382 DSM y )a fuente de carbono es 

sacarosa al 1 ,5% .

6) Un método, según reivindicaciones 1 y 2 , y caracterizado por el -  

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

10 carbono.

7) Un método, según reivindicaciones 1 y 2 , y caracterizado por el -  

empleo de Azotobacter vinelandii 382 DSM y etanol al 1%.

8) Un método, según reivindicaciones 1 ,4 ,5 ,6 y 7 , y caracterizado -  

porque el cultivo tiene una concentración de K^HPO^ de 0 ,6 4  g/1 y de KH^PO^ de

15 0 ,1 6  g/1.

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

empleo de las siguientes estirpes de Azotobacter: Azotobacter chroococcum. 203, 204, 

205, 206 y 374 CECT: Azotobacter aaile 210 CECT y Azotobacter bei¡erinckia 181 

CECT.

20  10) Un método, según reivindicación 1, y caracterizado porque la fre­

cuencia eléctrica empleada varía de 5 Hz a 200 KHz.

11) Un método, según reivindicación 1, y caracterizado porque la tem­

peratura de! cultivo es de 28^C.

12) Un método, según reivindicación 1, y caracterizado porque el cam-

25 po eléctrico se aplica mediante la introducción de unos electrodos de platino en el lí­

quido metabólico.

13) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y  AMINOACIDOS -  

ESENCIALES PARA LA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DE M¿ 

CROORGAN1SMOS FIJADORES DE N^", tal y como se describe en et cuerpo de esta

30
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memoría y reivindicaciones que consta de 7 páginas escritas por una sota cara.
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