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DESCRIPCION

Procedimiento para la fabricacién biotecnolégica continua de solutos compatibles a partir de sustancias téxicas.

La presente invencion se refiere a la sintesis biotecnoldgica de solutos compatibles de sustratos escogidos entre hi-
drocarburos o materiales arométicos alifiticos C1 y C2, o bien sustratos ecotdxicos, que son potencialmente téxicos, y
que, cuando son utilizados como fuente de carbono y energia para crecimiento y multiplicacion, muestran el fenémeno
de inhibicién de crecimiento (reduccién del crecimiento del substrato) incluso para pequefias concentraciones.

La capacidad de mantener el equilibrio osmético con respecto al medio circundante mediante la sintesis de solutos
compatibles estd muy extendida en bacterias, hongos, levaduras, algas, algas rojas u organismos superiores (Brown
1976). Esta acoplada o bien a un determinado sustrato o a un determinado tipo de nutricién. Los solutos compatibles
pueden ser conseguidos tanto mediante fototropos o quimiolitotrofos de CO,, y también de compuestos organicos
quimiorganoheterétrofos. Ademads de aziicares y alcoholes se pueden tener en consideracién principalmente compues-
tos organicos tal como hidrocarburos, dcidos orgdnicos o compuestos aromdticos. Hasta el momento, se han probado
numerosas sustancias dependiendo principalmente del tipo y composicién de los solutos compatibles sintetizados de
los organismos, de la fuente de carbono y del tipo de preparacién de energia. Pertenecen a los solutos compatibles
diferentes sustancias (Galinski 1995), entre ellas disacaridos, dcidos de tetrahidropirimidina, betaina, glicerol, glu-
cosilglicerol, dimetilsulfoniopropionato, prolina, Nd-acetilornitina, Ne-acetilisina, Nec-carbamoilglutaminamida, Noc-
acetilglutaminilglutaminamida.

Son conocidos procedimientos econémicos para la sintesis biotecnoldgica de algunos solutos compatibles. Los so-
lutos de sintesis compatibles estan unidos frecuentemente a las caracteristicas enzimaticas de microorganismos vivos.
En principio, existen dos procedimientos de sintesis para estas sustancias. El primero utiliza organismos modificados
genéticamente GVO, que producen en exceso solutos compatibles y se mezclan en el medio hasta concentraciones de
0,1 M (Grammann y otros, 2001). El segundo procedimiento (Galinski y otros, 1992, Sauer and Galinski 1997), el
ordefio bacteriano (“bacterial milking”), basado en la capacidad de las bacterias alofilicas de superar el estrés de dilu-
cién, por la separacién rdpida de solutos compatibles para evitar de esta manera la rotura de las celdas. Por un cambio
ciclico con una fase de sintesis generada por una elevada concentracién de sales, se puede organizar el procedimiento
de forma econémica. En la fase de sintesis se tiene interés en elevadas tasas de conversion, que permiten elevadas
concentraciones de sustratos. Dado que muchas sustancias, incluso glucosa, reducen el crecimiento a elevadas con-
centraciones, para conseguir a pesar de ello elevadas densidades de células, se puede colaborar con velocidades de
alimentacion exponencialmente y continuamente crecientes (Keller y Dunn 1978). Los sustratos que muestran el fené-
meno de inhibicién de exceso de crecimiento del sustrato, incluso para concentraciones reducidas, no son apropiados.

Tal como es sabido, las sustancias potencialmente téxicas presentan un problema para la eliminacién de los mate-
riales.

De manera sorprendente se ha descubierto que solutos compatibles pueden ser fabricados alternativamente a di-
chas sustancias potencialmente toxicas, tales como son: cuerpos toxicos C1 y C2, hidrocarburos, o también sustancias
ecotoxicas, tales como fenoles o benzoatos. De acuerdo con la invencién, se ha desarrollado un régimen de proce-
so que posibilita la sintesis de solutos compatibles, preferentemente a base de productos quimicos t6xicos en bruto
(“Bulkchemicals”) o bien productos residuales y materiales sobrantes de la industria quimica y de la agricultura.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencién un procedimiento con el que es posible fabricar solutos compati-
bles a base de sustancias téxicas, en el que microorganismos alofilicos correspondientes que utilizan estos substratos,
se multiplican de manera continua, de forma tal que se puede mantener la produccién de calor poco antes de una dis-
minucién rdpida. En este punto el contenido de solutos compatible es mdximo. La composicién de dos corrientes de
sustrato Se controla mediante la variacién adecuada para un reducido intercambio volumétrico. Para la sintesis entran
en consideracién los microorganismos alofilicos que no presentan exigencias en cuanto a los nutrientes, crecen con
rapidez y sintetizan el producto deseado con elevadas concentraciones. De acuerdo con la invencion, el procedimiento
estd dirigido a los llamados agentes orgdnicos o quimico-orgdnicos, que presentan caracteristicas citotéxicas y que no
son recalcitrantes.

El procedimiento objeto de la presente invencion para la fabricacién continua de tipo biotecnoldgico de solutos
compatibles se caracteriza, por lo tanto, por el hecho de que los organismos alofilicos se multiplican de manera conti-
nuada sobre sustratos escogidos a base de cuerpos C1 y C2 t6xicos, hidrocarburos o productos aromaticos de sustratos
ecotdxicos que muestran inhibicién de crecimiento en exceso de sustrato incuso para pequefias concentraciones, de
manera que se controla la produccién de calor y después de alcanzar una situacién extraordinaria poco antes de su
disminucién répida, de tipo brusco son mantenidos de manera que, en una segunda corriente del sustrato, son dosi-
ficados de manera que se regula el contenido de sal, de forma que se pueden constituir los solutos correspondientes.
La fabricacién continuada tiene lugar en una zona de temperaturas comprendida entre 10 y 90°C y para valores de pH
comprendidos entre 3 y 11 de forma aerdbica, microaerdbica y anaerébica. Preferentemente, se multiplican especies
del tipo de las halomonas sobre fenol, 4cido benzoico o metanol.

En especial, se multiplican las especies del tipo de halomonas sobre fenol con velocidades de paso entre 0,07 y
1,5 ¢ 1" h™! y con velocidades de crecimiento entre 0,03 y 0,5 h™' para un valor de pH comprendido entre 8 y 11.
En otras variantes de realizacidn, las especies del tipo de halomonas son multiplicadas sobre 4cido benzoico con
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velocidades de paso comprendidas entre 0,07 y 3 g I"' h™' y con velocidades de crecimiento especificas entre 0,03
y 0,5 h™" o bien sobre metanol con velocidades de paso entre 0,07 y 6,0 g I"! h™" y con velocidades de crecimiento
especificas entre 0,03 y 0,2 h™!, de manera correspondiente, para un valor de pH comprendido entre 8 y 11.

En una forma de realizacién especialmente preferente de la invencién, se efectiia la multiplicacién de un aislado
alcalifilico del tipo de halomonas (EF11) con velocidades de consumo de fenol de 0,3 a 1 g 17! h™! con una velocidad
comprendida entre 0,05 y 3 h™'. En una segunda forma preferente, otro aislado alcalifilico, del tipo halomonas (D10)
es multiplicado con velocidades de consumo de dcido benzoico de 0,3 a 1,5 g I"! h™! con una velocidad entre 0,05 y
0,4h™'.

El procedimiento segun la presente invencion utiliza fuentes de carbono econdémicas escogidas entre cuerpos toxi-
cos C1 y C2, hidrocarburos y también sustratos ecotéxicos tales como fenol o benzoatos. Tiene, por lo tanto, la gran
ventaja de que consigue una eliminacién de sustancias problemadticas en una sintesis simultdnea de materiales valiosos.

Se pueden utilizar sustancias toxicas que muestran el fendmeno de inhibicion del crecimiento de sustratos, incluso
para concentraciones reducidas. Propiamente no son apropiadas dentro de los conceptos aceptados hasta el momento
para procedimientos microbioldgicos para la fabricacién de solutos compatibles, puesto que no se pueden alcanzar
condiciones de espacio y tiempo econdmicas con dichas sustancias ni en procedimientos por lotes ni en procedimientos
semilotes (“Fed-Batch™) o en procesos de tipo continuo, puesto que no se puede solucionar la contradiccién entre
velocidades elevadas de produccién a base de elevadas concentraciones de sustrato e inhibicién de los mismos por
efectos citotoxicos. De acuerdo con la invencidn, se pueden eliminar de manera facil cuerpos C1 reducidos, tales
como formaldehido y también acetaldehido, dcido acético, hidrocarburos alifaticos o aromaticos, tales como fenoles,
acidos fenoxialcanos, dcido benzoico y benzaldehido, de manera que, en especial estos dltimos, son conocidos por su
efecto bacteriocida, apareciendo frecuentemente componentes sustanciales en las aguas residuales de tipo industrial.
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A continuacidn, la invencién se explicard de manera mds detallada en base a ejemplos de realizacidn, sin que ello
sirva de limitacién.

Ejemplos de realizacién
Ejemplo 1

Se utiliza para este ejemplo un aislado (EF11) de un lago alcalino hiingaro, al que corresponde el tipo de halomonas.
El cultivo tiene lugar de manera continua en un biorreactor térmicamente aislado que tiene un contenido de 2,2 1 a
un pH de 9,0 y 30°C de temperatura. Todos los demds medios utilizados en este ejemplo contienen 3 g KCI, 0,5 g
NH,NO;, 0,3 g (NH,),S0,, 0,4 ¢ MgSO, x 7 H,0, 0,3 g NaH,PO, 1 0,033 ml Extran® AP31 Eliminador de espuma,
1,8 mg FeCl, x 4 H,0, 0,25 mg CoCl, x 6 H,0, 0,01 mg NiCl, x 6 H,0, 0,01 mg CuCl, x 2 H,0, 0,07 mg MnCl,
x 4 H,0, 0,1 mg ZnCl,, 0,5 mg H;BO;, 0,03 mg Na,MoO, x 2 H,0, 0,01 mg Na,SeO; x 5 H,0, 0,02 mg Biotina,
0,02 mg Acido félico, 0,1 mg Piridoxina-HCI, 0,05 mg tiamina-HCI x 2 H,O, 0,05 mg riboflavina, 0,05 mg de acido
nicotinico, 0,05 mg D-pantotenato célcico, 0,001 mg de vitamina B,, 0,05 mg de dcido p-aminobenzoico, 0,05 mg de
dcido lipdnico en 11 de agua destilada. El biorreactor se llenard con 1,7 1 de medio de nutricién con 150 mg/1 de fenol
con 3% (peso/volumen). Un medio de refrigeracién somete al reactor a un flujo térmico constante en el tiempo, y la
temperatura del reactor se mantiene constante mediante un calentador eléctrico. El aire para la gasificacion es saturado
mediante una cascada de recipientes de lavado con vapor de agua a la temperatura del reactor y con una velocidad de
desgasificacion de 0,1 m® h™! (referido a 101,325 KPa y 25°C). La homogeneizacién tiene lugar mediante una turbina
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Rushton con 900 revoluciones por minuto. El medio de alimentaciéon y NaOH 1N para neutralizacién son llevados
a la temperatura del reactor mediante un cambiador de calor. 300 ml de un cultivo previo, llevado por lotes a una
densidad de biomasa de 0,5 g/l, actia como inéculo. La potencia calorifica, que es necesaria para mantener constante
la temperatura del reactor, se reduce a la produccién de calor de los microorganismos tan pronto como estos empiezan
a utilizar el fenol. De manera inmediata, cuando disminuye la produccién de calor y de esta manera se reduce el
consumo de fenol, se inicia un nuevo crecimiento mediante una porcién de 20 ml del medio con 6,3 g/l de fenol.
Por repeticion del proceso se consigue una densidad de biomasa de 2 g/l aproximadamente, y finalmente el medio es
alimentado de manera continua con 0,14 1 h™! y ajustado con un nivel de llenado de reactor de 2 1. Después de unas 30
horas, muestra una produccién de calor constante de unos 3,6 vatios, que se ha alcanzado en una situacion estacionaria.
La concentracién residual de fenol en el biorreactor es entonces menor de 0,1 mg/l. Posteriormente, el contenido de sal
del medio se aumentard o bien por la alimentacion separada de dos medios con distintos contenidos de sal o mediante
un sistema mixto de manera lenta y continuada. Este sistema de tipo mixto puede comprender, por ejemplo, una botella
de mezcla que almacena el fermentador con 0,14 1 h™' (concentracién de sal empezando en 8,5 (peso/volumen) %) y
una botella recepticulo (concentracién de sal 25 (peso/volumen) %) la cual alimenta nuevamente la botella de mezcla
con 0,07 1 h™!. La produccién de calor aumenta de forma lineal, hasta que lleva a una reduccién acelerada y brusca
de la produccion de calor. Este punto se presenta después de 35 horas. Se caracteriza por una produccién de calor de
2,7 W, una densidad de biomasa de 1,5 g/l con un contenido de ectoina de 17% (peso/peso) y de hidroxiectoina de
1% (peso/peso). Para estabilizacién se interrumpe la alimentacidn desde la botella de recipiente y se facilita 1% en
volumen de un medio libre de sales a la botella de mezcla.

Ejemplo 2

El asilado (EF11) se multiplica de manera continua igual que en el Ejemplo 1. Las velocidades de flujo son, no
obstante, de la botella recipiente a la botella de mezcla de 0,03 1 h™' y de la botella de mezcla al biorreactor de
0,06 1 h™'. La caida acelerada de la produccién de calor se presenta después de unas 73 horas. Se caracteriza por una
produccién de calor de 1,4 W, una densidad de biomasa de 1,7 g/l con un contenido de ectoina de 18% (peso/peso) y
un contenido de hidroxiectoina de 0,5% (peso/peso).

Ejemplo 3

El aislado (D10) es cultivado de manera continua de forma andloga al ejemplo 1. Los medios contienen, no obs-
tante, 10 g/l de benzoato sédico. El punto de inflexién en la produccién de calor se presenta después de 40 horas y
corresponde a una produccién de calor de 3,0 W, una densidad de biomasa de 3,4 g/l con un contenido de ectoina de
15% (peso/peso).
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REIVINDICACIONES

1. Método para la produccién biotecnoldgica continua de solutos compatibles, caracterizado porque microor-
ganismos alofilicos son cultivados de manera continua sobre sustratos seleccionados a partir de sustancias C; y C,
téxicas, hidrocarburos alifaticos o sustancias aromdticas o sustratos ecotéxicos que muestran inhibicién de crecimien-
to incluso para bajas concentraciones, en cuyo método se controla la produccién de calor y, después de alcanzar un
régimen estable, es mantenida en una zona préxima a la disminucion rdpida y brusca de la misma por alimentacién de
un segundo flujo de sustrato que regula el contenido de sal, de manera que se forman los solutos respectivos.

2. Método, segtn la reivindicacion 1, caracterizado porque la produccién continua es llevada a cabo en una gama
de temperatura comprendida entre 10 y 90°C a valores de pH entre 3 y 11 en condiciones aerébicas, microaerébicas o
anaerdbicas.

3. Método, segtin la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque se utilizan bacterias del género halomonas como
microorganismos.

4. Método, segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque se utilizan como sustratos t6xicos
formaldehido, acetaldehido, dcido acético, metanol, fenoles, dcidos fenoxialcanoicos, d4cido benzoico y benzaldehido.

5. Método, segtin las reivindicaciones 3 y 4, caracterizado porque la especie de halomonas son cultivadas en fenol
con caudales comprendidos entre 0,07 y 1,5 g 17" h™' y con velocidades de crecimiento especifico comprendidas entre
0,03y 0,5h™" aun valor de pH entre 8 y 11.

6. Método, segtn la reivindicacién 5, caracterizado porque se cultiva un aislado alcalifilico con velocidades de
consumo de fenol de 0,3 a 1 g 1! h™" a una velocidad entre 0,05 y 0,3 h™!,

7. Método, segtin las reivindicaciones 3 y 4, caracterizado porque la especie del género halomonas se cultiva en
dcido benzoico con caudales comprendidos entre 0,07 y 3 g1™' h™' y con velocidades de crecimiento especificas entre
0,03y 0,5 h™" con un valor de pH entre 8 y 11.

8. Método, segtin la reivindicacion 7, caracterizado porque el aislado alcalifilico es cultivado con velocidades de
consumo de dcido benzoico de 0,3 a 1,5 g1™' h™' y a una velocidad de 0,05a 0,4 h™'.

9. Método, segin las reivindicaciones 3 y 4, caracterizado porque la especie del género halomonas se cultiva
sobre metanol con velocidades de flujo comprendidas entre 0,07 y 6,0 g 1" h™' y con una velocidad de crecimiento
especifica entre 0,03 y 0,2 h™! con valor de pH entre 8 y 11.
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