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DISPOSITIVO PORTATIL Y METODOS PARA LA PRODUCCION EFICIENTE

DE MICROBIOS

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud
Provisional de los Estados Unidos de América No. de serie
62/457,445, presentada el 10 de febrero de 2017, que se
incorpora aqui como referencia en su totalidad, incluidas las

figuras, tablas y dibujos.

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion se refiere a dispositivos y métodos
para producir composiciones basadas en microbios que pueden
usarse, por ejemplo, en la industria petrolera, la agricultura,
la acuicultura, la mineria, el tratamiento de residuos y la

biorremediacion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
El cultivo de microorganismos como bacterias, levaduras y
hongos es importante para la produccion de una amplia variedad
de biopreparaciones Uutiles. Los microorganismos desempefian
papeles cruciales en, por ejemplo, las industrias alimentarias,
farmacéuticas, agricolas, mineras, remediacion ambiental vy

gestion de residuos.
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Existe un enorme potencial para el uso de hongos en una
amplia gama de industrias. ElI factor restrictivo en la
comercializacion de productos a base de hongos ha sido el costo
por densidad de propagulos, donde es particularmente costoso e
inviable aplicar productos fungicos a operaciones a gran escala
en concentraciones suficientes para ver los beneficios.

Existen dos formas principales de cultivo de
microorganismos: cultivo sumergido y cultivo de superficie.
Las bacterias, las levaduras y los hongos se pueden cultivar
utilizando cualquiera de los métodos. Ambos métodos de cultivo
requieren un medio nutriente para el crecimiento de los
microorganismos. ElI medio nutriente, que puede estar en forma
Ifquida o solida, tipicamente incluye una fuente de carbono,
una fuente de nitrogeno, sales y nutrientes y microelementos
adicionales apropiados. Los niveles de pH y oxigeno se
mantienen a valores adecuados para un microorganismo dado.

La agricultura y la industria petrolera son dos industrias
en las que los microbios podrian desempefiar papeles altamente
beneficiosos si pudieran estar disponibles mas facilmente vy,
de preferencia, en una forma mas activa.

A medida que el petréleo crudo fluye a través de un pozo,
las sustancias en el petréleo crudo a menudo se acumulan en
las superficies de las lineas de produccion, causando una

reduccion en el flujo e incluso deteniendo la produccién por
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completo. Se utiliza una variedad de diferentes productos
quimicos y equipos para inhibir o prevenir y remediar este
problema, pero existe la necesidad de mejores productos y
métodos, especialmente métodos mas amigables con el medio
ambiente que hayan mejorado la efectividad y reducido Ila
toxicidad.

Con el fin de aumentar los rendimientos y proteger los
cultivos contra los patogenos, plagas y enfermedades, los
agricultores se han basado en gran medida en el uso de productos
quimicos sintéticos y fTertilizantes quimicos; sin embargo,
cuando se usan en exceso 0 se aplican de manera inadecuada,
estas sustancias pueden escapar al agua superficial, filtrarse
al agua subterranea y evaporarse en el aire. Incluso cuando se
usa adecuadamente, la dependencia excesiva y el uso a largo
plazo de ciertos fertilizantes quimicos y pesticidas alteran
de manera nociva el ecosistema del suelo, reducen la tolerancia
al estrés, aumentan la resistencia a las plagas e impiden el
crecimiento y la vitalidad de las plantas y los animales.

Si bien la eliminaciéon total de productos quimicos no es
factible en este momento, los agricultores estan adoptando cada
vez mas el uso de medidas bioldégicas como componentes viables
de los programas de Manejo Integrado de Nutrientes y Manejo
Integrado de Plagas. Por ejemplo, en los ultimos afos, el

control bioldgico de los nematodos ha creado un gran interés.
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Este método utiliza agentes bioldégicos como microbios vivos,
bioproductos derivados de estos microbios y combinaciones de
los mismos como pesticidas. Estos pesticidas bioldgicos tienen
ventajas iImportantes sobre otros pesticidas convencionales.
Por ejemplo, son menos dafinos en comparacién con los
pesticidas quimicos convencionales. Son mas eficientes vy
especificos. A menudo se biodegradan rapidamente, 1o que lleva
a una menor contaminacion ambiental.

El uso de biopesticidas y otros agentes bioldgicos ha sido muy
limitado por las dificultades en la produccién, transporte,
administracién, fijaciéon de precios y eficacia. Por ejemplo,
muchos microbios son dificiles de cultivar y posteriormente se
utilizan en sistemas agricolas y de produccién de petréleo en
cantidades suficientes para ser utiles. Este problema se ve
exacerbado por pérdidas en la viabilidad y/o actividad debido
al procesamiento; formulado; almacenamiento; estabilizacidn
antes de la distribuciodn; esporulacion de células vegetativas
como medio de estabilizacion; transporte y aplicacion.

Las composiciones basadas en microbios podrian ayudar a
satisfacer estas necesidades si hubiera métodos de cultivo mas
eficientes para la produccion en masa de microorganismos y

metabolitos microbianos.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona dispositivos y métodos para
producir composiciones basadas en microbios que pueden usarse
en la industria del petréleo y el gas, la agricultura, la
biorremediacién, la acuicultura y muchas otras aplicaciones.
Especificamente, la presente invencion proporciona métodos y
materiales para el cultivo eficiente de microorganismos y la
produccién de subproductos de crecimiento microbiano. La
presente invencion también proporciona dispositivos para dicho
cultivo y produccion.

Mas especificamente, la presente invencidn proporciona un
dispositivo de fermentacidn que puede usarse y transportarse a
bajo costo sin requerir entrenamiento o habilidad especial. En
realizaciones especificas, el dispositivo y los métodos se usan
para cultivar inéculos de levadura y hongos, que luego se
pueden usar en sistemas de fermentacion mas grandes. En ciertas
realizaciones, el dispositivo y los métodos se usan para la
producciéon de inéculos de levadura Starmerella bombicola.

En una realizacién, el dispositivo de la presente invencioén
comprende un tambor giratorio soportado por una estructura,
que puede tener ruedas. La rotacion del tambor se logra usando
un motor (por ejemplo, un motor eléctrico) conectado a una
fuente de alimentacion (por ejemplo, el dispositivo puede tener

una bateria o un cable de alimentacidn para conectarse a una
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fuente de alimentacién externa). EI tambor también se puede
conectar a un sistema de aireacion, por ejemplo, un sistema de
aireacion que comprende una bomba de ailre. Esto sirve para
proporcionar aire a la superficie del cultivo dentro del tambor
y también puede servir como un medio para regular la
temperatura interna.

Los deflectores se pueden unir a la superficie interna del
tambor, para ayudar en la agitacidén y aireacién del cultivo.
Mientras el tambor gira, el cultivo se mezcla en él y se oxigena
con aire del medio ambiente y con el aire suministrado por el
sistema de aireacion.

En realizaciones preferidas, el dispositivo funciona
continuamente durante todo el proceso de cultivo. EI
dispositivo puede funcionar durante el tiempo que sea necesario
para producir un volumen suficiente de cultivo, dependiendo de
la especie particular de microorganismo que se produzca. Por
ejemplo, el dispositivo de mezcla puede funcionar continuamente
durante 1, 2, 3, 4, 5 o mas dias (o cualquier parte del mismo).
Ventajosamente, el dispositivo puede autoesterilizarse
eficazmente. Por ejemplo, los microorganismos cultivados
dentro del dispositivo de mezcla pueden ser cepas que producen
metabolitos antimicrobianos o productos derivados, como los
biosurfactantes. Por lo tanto, el cultivo de microbios en si

mismo puede proporcionar el control de microorganismos no
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deseados dentro del tambor, simultaneamente con el cultivo de
los microorganismos deseados.

En realizaciones preferidas, la presente invencidn proporciona
métodos de cultivo que simplifican la produccidén y facilitan
la portabilidad de composiciones y productos utiles a base de
microbios. Los métodos proporcionan el cultivo sumergido de
composiciones de microbios adecuadas para inocular sistemas de
fermentacidén a gran escala.

El in6culo producido por el dispositivo y método en cuestion
puede usarse para inocular un sistema de fermentacion presente
en el sitio para la produccién de grandes cantidades de
composiciones basadas en microbios. En realizaciones
preferidas, el dispositivo y los métodos en cuestion también
se pueden usar en el sitio, de tal manera que el cultivo de
in6éculo se puede transferir directamente desde el dispositivo
al sistema de fermentacion en el sitio.

Ventajosamente, la presente invencion reduce los costos de
capital y mano de obra para producir microorganismos y Sus
metabolitos. Ademds, el proceso de cultivo de la presente
invencion reduce o elimina la necesidad de concentrar o de otra
manera procesar microbios después de completar el cultivo.

La portabilidad puede resultar en ahorros significativos de
costos ya que los inéculos para las composiciones basadas en

microbios se pueden producir en, o cerca, del sitio de
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inoculacién prevista. Ventajosamente, el in6culo se puede
producir en el sitio utilizando materiales de origen local si
se desea, reduciendo asi los obstaculos logisticos y los costos
de transporte y envio. Ademas, los productos finales producidos
al modificar la escala del in6culo pueden incluir microbios
viables en el momento de la aplicacion.

Las composiciones producidas por la presente invencion pueden
usarse para inocular sistemas de fermentacién a gran escala
para su uso en una amplia variedad de aplicaciones de la
industria petrolera. Estas aplicaciones incluyen, pero no se
limitan a, la mejora de la recuperacién de petrdoleo crudo;
reducciéon de la viscosidad del aceite; eliminacién de parafina

de varillas, tubos, revestimientos y bombas; equipo de petrdéleo

inhibicion o prevenciéon de la corrosion; fluidos de fractura;
reduccion de la concentracion de H,S en petréleo crudo
extraido; asi como la limpieza de tanques, lineas de flujo y

tuberias.

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA
La figura 1 muestra un dispositivo de acuerdo con una

realizacion de la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION



10

15

20

La presente invenciodn proporciona dispositivos y métodos para
producir composiciones basadas en microbios que pueden usarse
en la industria del petréleo y el gas, la agricultura, la
biorremediacién, la acuicultura y muchas otras aplicaciones.
Especificamente, la presente invencién proporciona métodos y
materiales para el cultivo eficiente de microorganismos y la
producciéon de subproductos de crecimiento microbiano. La
presente invencion también proporciona dispositivos para dicho
cultivo y produccion.

Mas especificamente, la presente invencidn proporciona un
dispositivo de fermentacién moévil que puede usarse y
transportarse a bajo costo sin requerir capacitacién o
habilidad especial.

En realizaciones especificas, el dispositivo y los métodos se
usan para producir inéculos de levadura y hongos. En ciertas
realizaciones, el dispositivo y los métodos se usan para la
produccioéon de inéculos de levadura Starmerella bombicola.

En una realizacién, el dispositivo de la presente invencion
comprende un tambor giratorio soportado por una estructura. La
estructura puede tener ruedas para facilitar el movimiento,
aunque esto no es necesario. Por ejemplo, el dispositivo puede
incluir dos ruedas en un lado sin ruedas en el otro lado para
que el dispositivo pueda 1inclinarse para el transporte

utilizando las ruedas y dejarse sobre una superficie para
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permanecer en su lugar (como se muestra en la Figura 1).
Alternativamente, el dispositivo puede incluir tres o mas
ruedas. La rotaciéon del tambor se logra usando un motor. EI
motor puede funcionar, por ejemplo, con electricidad o gas.
Preferiblemente, el motor es un motor eléctrico que puede
conectarse a una fuente de alimentacion. Por ejemplo, el
dispositivo puede incluir una bateria como fuente de
alimentaciodn o puede derivar energia de una fuente externa (por
ejemplo, a través de un cable de alimentacidon o mediante una
transferencia inalambrica de energia).

ElI tambor también se puede conectar a un sistema de aireacion
que comprende, por ejemplo, una bomba de aire. Esto sirve para
proporcionar aire a la superficie del cultivo dentro del tambor
y también puede servir como un medio para regular la
temperatura interna.

Los deflectores se pueden unir a la superficie interna del
tambor, para ayudar en la agitacion y aireacion del cultivo.
Mientras el tambor gira, el cultivo se mezcla en él y se oxigena
con aire del medio ambiente y con el aire suministrado por el
sistema de aireacion.

En realizaciones preferidas, el dispositivo funciona
continuamente durante todo el proceso de cultivo. EI
dispositivo puede funcionar durante el tiempo que sea necesario

para producir un volumen suficiente de cultivo, dependiendo de

10
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la especie particular de microorganismo que se produzca. Por
ejemplo, el dispositivo de mezcla puede funcionar continuamente
durante 1, 2, 3, 4, 5 o mas dias (o cualquier parte del mismo).
El dispositivo de la presente invencion puede modificar la
escala dependiendo del uso previsto. Por ejemplo, el tambor
puede variar en volumen desde unos pocos litros hasta varios
cientos de litros o mas.

Ventajosamente, el dispositivo puede autoesterilizarse
eficazmente. Por ejemplo, los microorganismos cultivados
dentro del dispositivo de mezcla pueden ser cepas que producen
metabolitos antimicrobianos o productos derivados, como los
biosurfactantes. Por lo tanto, el cultivo de microbios en si
mismo puede proporcionar el control de microorganismos no
deseados dentro del tambor, simultaneamente con el cultivo de
los microorganismos deseados. Alternativamente, 0]
adicionalmente, el dispositivo puede esterilizarse con medios
externos, por ejemplo, un agente esterilizante tal como
peroxido de hidrégeno.

En realizaciones preferidas, la presente invencidon proporciona
métodos de cultivo que simplifican la produccion y facilitan
la portabilidad de composiciones y productos utiles a base de
microbios. Los métodos proporcionan el cultivo sumergido de
composiciones de microbios adecuadas para inocular sistemas de

fermentacidon a gran escala.

11
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En ciertas realizaciones, el método comprende agregar al tambor
del dispositivo de fermentacion al menos un tipo de
microorganismo vy, opcionalmente, nutrientes para los
microorganismos; Yy permitir que el dispositivo de mezcla
funcione hasta que se haya producido una cantidad suficiente
de inoculo. Los nutrientes pueden incluir, por ejemplo, una o
mas fuentes de carbono, proteinas, grasas, fuentes de
nitrégeno, oligoelementos y/o factores de crecimiento (por
ejemplo, vitaminas, reguladores de pH).

El in6culo producido por el método en cuestidn puede usarse
para inocular un sistema de fermentacidén presente en el sitio
para la produccidén de grandes cantidades de composiciones
basadas en microbios. En realizaciones preferidas, el
dispositivo y los métodos en cuestion se pueden usar en el
sitio de tal manera que el cultivo de 1iInéculo se pueda
transferir directamente desde el dispositivo a un sistema de
fermentacion en el sitio a mayor escala.

En una realizacidén, la presente invencién proporciona ademas
una composicion de inéculo que comprende al menos un tipo de
microorganismo y/o al menos un metabolito microbiano producido
por el microorganismo que ha crecido usando el dispositivo de
la presente invencién. Los microorganismos en la composicion
pueden estar en forma activa o inactiva. La composicion también

puede estar en forma seca o en forma liquida.

12
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Ventajosamente, la presente invencién reduce los costos de
capital y mano de obra para producir microorganismos y sus
metabolitos. Ademas, el proceso de cultivo de la presente
invencion reduce o elimina la necesidad de concentrar o de otra
manera procesar microbios después de completar el cultivo.

La portabilidad puede resultar en ahorros significativos de
costos ya que los 1inéculos para composiciones basadas en
microbios se pueden producir en, o cerca, del sitio de
inoculacidén prevista. Ventajosamente, el inoculo se puede
producir en el sitio utilizando materiales de origen local si
se desea, reduciendo asi los obstaculos logisticos y los costos
de transporte y envio. Ademas, los productos finales producidos
al modificar la escala del in6culo pueden incluir microbios
viables en el momento de la aplicacién, lo que puede aumentar
la efectividad del producto.

Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la presente invencion
aprovecha el poder de los microorganismos locales de origen
natural y sus subproductos metabélicos. El uso de poblaciones
microbianas Jlocales puede ser ventajoso en entornos que
incluyen, pero no estan limitados a, la remediacion ambiental
(como en el caso de un derrame de petréleo), la cria de
animales, la acuicultura, la silvicultura, el manejo de pastos,

el manejo del césped, la produccién ornamental horticola, la

13
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eliminacion y tratamiento de desechos, mineria, recuperacion
de petroleo y salud humana, incluso en lugares remotos.

Las composiciones producidas por la presente invencion pueden
usarse para inocular sistemas de fermentacidon a gran escala
para su uso en una amplia variedad de aplicaciones de la
industria petrolera. Estas aplicaciones incluyen, pero no estan
limitadas a, la mejora de la recuperacion de petréleo crudo;
reducciéon de la viscosidad del aceite; eliminaciéon de parafina
de varillas, tubos, revestimientos y bombas; equipo de petrdéleo
inhibicion o prevenciéon de corrosion; fluidos de fractura;
reduccion de la concentracion de H,S en petréleo crudo
extraido; asi como la limpieza de tanques, lineas de flujo y

tuberias.

Definiciones Seleccionadas

Como se usa en el presente documento, “composicion basada en
microbios” significa una composicién que comprende componentes
que se produjeron como resultado del crecimiento de
microorganismos u otros cultivos celulares. Por lo tanto, la
composicion basada en microbios puede comprender los propios
microbios y/o subproductos de crecimiento microbiano. Las
células pueden estar en estado vegetativo o en forma de
esporas, O una mezcla de ambas. Las células pueden ser

plancténicas o en forma de biopelicula, o una mezcla de ambas.

14
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Los subproductos de crecimiento pueden ser, por ejemplo,
metabolitos, componentes de la membrana celular, proteinas
expresadas y/u otros componentes celulares. Las células pueden
estar iIntactas o lisadas. En realizaciones preferidas, las
células estan en estado vegetativo y estan presentes, con caldo
en el que se cultivaron, en la composicion basada en microbios.
Las células pueden estar presentes en, por ejemplo, una
concentracion de 1x104, 1x105, 1x106, 1x107, 1x108, 1x10°, 1x1010
0 1x1011 o mas células por mililitro de la composicion.

La presente invencidn proporciona ademas “productos a base de
microbios” o “productos de cultivo”, que son productos que
deben aplicarse en la préactica para lograr un resultado
deseado. El producto a base de microbios puede ser simplemente
la composicion basada en microbios cosechada del proceso de
cultivo de microbios. Alternativamente, el producto a base de
microbios puede comprender ingredientes adicionales que se han
agregado. Estos ingredientes adicionales pueden incluir, por
ejemplo, tampones, vehiculos apropiados, como agua, nutrientes
afadidos para apoyar el crecimiento microbiano adicional y/o
agentes que faciliten el seguimiento de los microbios y/o la
composicion en el entorno al que se aplica. El producto a base
de microbios también puede comprender mezclas de composiciones
basadas en microbios. El producto a base de microbios también

puede comprender uno 0 mas componentes de una composicidn a

15
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base de microbios que se han procesado de alguna manera, tales
como, pero sin limitarse a, la filtracion, centrifugacion,
lisis, secado, purificacion y similares.

EI término “in6culo” esta incluido dentro del término “producto
a base de microbios”. Como se usa en el presente documento,
in6culo significa un producto a base de microbios que puede
usarse, por ejemplo, como un cultivo de semillas para inocular
un sistema o proceso de fermentacion a mayor escala. EI inéculo
se puede modificar de escala en dicho sistema de fermentacion
para producir las cantidades deseadas de composiciones Yy
productos a base de microbios.

Como se usa en el presente documento, ‘“sistema de fermentacion
en el sitio” se refiere a un sistema usado para producir
composiciones y/o productos a base de microbios en o cerca del
sitio de aplicacion de estas composiciones y/o productos a base
de microbios.

Como se usa en el presente documento, ‘“cosechado” se refiere a
eliminar parte o la totalidad de la composicién basada en
microbios de un recipiente de crecimiento.

Como se usa en el presente documento, el término “control”
usado en referencia a [la actividad producida por |los
biosurfactantes (en otro agente activo) 0 microorganismos

productores de biosurfactantes se extiende al acto de matar,

16
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deshabilitar o inmovilizar plagas o de otra manera hacer que
las plagas sean sustancialmente incapaces de causar dafo.
Disefio y operacion de dispositivos de mezcla

La FIG. 1 representa un dispositivo de fermentacidén de acuerdo
con una realizacién de la presente invencién. Con referencia a
la FIG. 1, el dispositivo 10 puede incluir un tambor giratorio
100 soportado por una estructura 200. La estructura 200 puede
tener ruedas 300 para facilitar el movimiento, aunque esto no
es necesario. Por ejemplo, el dispositivo puede incluir dos
ruedas 300 en un lado sin ruedas en el otro lado 400 para que
el dispositivo pueda inclinarse para el transporte usando las
ruedas y colocarse sobre una superficie para permanecer en su
lugar. Alternativamente, el dispositivo puede incluir tres o
mas ruedas 300 (ya sea de manera que todos los puntos de
contacto con el suelo sean ruedas, o si bien incluye una seccién
400 sin ruedas). Las ruedas 300 pueden tener bloqueos de rueda
para mantener el dispositivo en su lugar cuando no esta en
transporte, particularmente en el caso en que todos los puntos
de contacto con el suelo son ruedas. La rotacién del tambor
100 se logra utilizando un motor. El motor puede funcionar,
por ejemplo, con electricidad o gas. Preferiblemente, el motor
es un motor eléctrico que puede conectarse a una fuente de
alimentacién. Por ejemplo, el dispositivo puede incluir una

bateria como fuente de alimentacion o puede derivar energia de
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una Ffuente externa (por ejemplo, a través de un cable de
alimentacion o mediante una transferencia inalambrica de
energia). El dispositivo 10 puede estar equipado con un medio
para ajustar el angulo del tambor 100. Tal medio puede incluir,
por ejemplo, una palanca 500 y/o una bisagra u otro soporte
giratorio en la estructura 200.

En una realizacion, el tambor 100 del dispositivo 10 es un
tambor giratorio que se puede cerrar para sostener, mezclar y
hacer crecer un ino6culo de cultivo sumergido. ElI tambor puede
estar hecho de, por ejemplo, vidrio, uno o polimeros, uno o
mas metales, una o mas aleaciones metalicas, y/o combinaciones
de los mismos.

El tambor 100 puede montarse en una estructura de soporte 200.
La estructura de soporte 200 puede tener ruedas 300, lo que
facilita el transporte de todo el dispositivo sin requerir una
gran habilidad, capacitacién, costo o tiempo. Las ruedas 300
pueden estar hechas de, por ejemplo, uno o mas polimeros, goma
o cualquier material duradero adecuado para moverse a través
de una variedad de paisajes, como los que se encuentran en
entornos agricolas y de extraccion de petrdoleo. La estructura
200 puede estar hecho, por ejemplo, de vidrio, uno o polimeros,
uno o mas metales, una o mas aleaciones metalicas, y/o

combinaciones de los mismos.
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El tambor esta operativamente conectado con un motor, como un
motor eléctrico, que estd conectado a una fuente de
alimentacién. EI motor permite que el tambor gire continuamente
a una velocidad de, por ejemplo, 10 a 30 rpm Yy, mas
preferiblemente, 15 a 25 rpm.

ElI tambor también se puede conectar a un sistema de aireacion
que comprende, por ejemplo, una bomba de aire. La bomba de aire
proporciona aire al interior del tambor, aireando asi la
superficie del cultivo en movimiento dentro del tambor.
Mientras el tambor gira, el cultivo se mezcla en él y se oxigena
por el aire suministrado por el sistema de aireacién. En
algunas realizaciones, el aire se puede calentar o enfriar para
ayudar a regular la temperatura interna del tambor y el entorno
de cultivo.

El angulo del eje del tambor con respecto al suelo puede ser
de 0° a 90°. ElI angulo es preferiblemente inferior a 90° para
aumentar el &area superficial del caldo de cultivo dentro del
tambor. EI angulo puede ser horizontal (es decir, 0°) o cercano
a la horizontal. ElI éangulo puede ser, por ejemplo, de
aproximadamente 5° a aproximadamente 75°, o de aproximadamente
10° a aproximadamente 60°. El dispositivo puede estar equipado
con un medio para ajustar el angulo.

Junto con la optimizacién del angulo del eje del tambor, la

forma del tambor también se optimiza preferiblemente de modo
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que una superficie maxima de cultivo se encuentre expuesta al
suministro de aire durante el proceso de cultivo. El tambor
puede tener la forma de, por ejemplo, un cilindro, o cualquier
tipo de cilindro modificado, aunque las realizaciones no estéan
limitadas al mismo. Los cilindros modificados pueden incluir
cilindros conicos, cilindros en forma de lata o cilindros que
tienen un didmetro mas ancho en el medio que en cualquier
extremo.

Ademas, los deflectores pueden estar presentes en la superficie
interna del tambor para ayudar en la adecuada agitacion y
aireacion del cultivo. Preferiblemente, de 3 a 4 deflectores
estan espaciados de manera uniforme, o aproximadamente
uniforme, alrededor de la circunferencia interna del tambor y
alineados de modo que sean paralelos al eje de rotacion del
tambor. Alternativamente, los deflectores se pueden disponer
de manera que sean perpendiculares al eje de rotacion del
tambor .

En realizaciones preferidas, el dispositivo funciona
continuamente durante todo el proceso de cultivo. EI
dispositivo puede funcionar durante el tiempo que sea necesario
para producir un volumen suficiente de cultivo, dependiendo de
la especie particular de microbio que se produzca. Por ejemplo,
el dispositivo de mezcla puede funcionar continuamente durante

varios dias. En realizaciones especificas, el dispositivo de
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mezcla funciona continuamente durante 1, 2, 3, 4, o hasta 5
dias o mas, o cualquier parte del mismo.

En una realizacion, el dispositivo de mezcla es un biorreactor
moévil o portatil que puede proporcionarse para la produccién
en el sitio de un inéculo que incluye una cantidad adecuada de
una cepa de microorganismo deseada. La cantidad de inoculo de
cultivo Itquido producido puede ser, por ejemplo, de 2 a 500
litros, de 5 a 250 litros, de 10 a 100 litros, de 15 a 75
litros, de 20 a 50 litros o de 35 a 40 litros. Debido a que el
indculo se genera en el sitio de la aplicacién, sin recurrir a
procesos de estabilizacidon, preservacion, almacenamiento y
transporte de produccidon convencional, se puede generar una
densidad mucho mayor de microorganismos vivos, lo que requiere
un volumen mucho menor de la composicion de microorganismos
para su uso en un sistema de fermentacidon en el sitio. Esto
permite un biorreactor reducido (por ejemplo, tanques de
fermentacion mas pequefios, suministros mas pequefos de material
de partida, nutrientes, agentes de control de pH y agente
antiespumante, etc.) que facilita la movilidad y portabilidad
del sistema.

El dispositivo de la presente invencidéon puede modificarse de
escala dependiendo del uso previsto. Por ejemplo, el tambor
puede variar en volumen desde unos pocos litros hasta varios

cientos de litros, dependiendo de cuanto inéculo se necesitara
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para inocular un sistema de fermentacién especifico. EI tambor
puede ser, por ejemplo, de 1 litro a 5,000 litros o mas.
Tipicamente, el tambor puede tener de 10 a 1,500 litros,
preferiblemente de 50 a 500 litros, y mas preferiblemente de
100 a 200 litros.

En una realizacion, el dispositivo tiene controles/sensores
funcionales o] puede conectarse a controles/sensores
funcionales para medir factores iImportantes en el proceso de
cultivo, tales como pH, oxigeno, presion, temperatura, potencia
del eje del agitador, humedad, viscosidad y/o densidad
microbiana y/o concentracion de metabolitos.

En una realizacién, el dispositivo tiene sus propios controles
y sistemas de medicion para al menos temperatura y pH. Ademas
de monitorear y controlar la temperatura y el pH, el tambor
también puede tener la capacidad de monitorear y controlar,
por ejemplo, oxigeno disuelto, agitacion, formacidon de espuma,
pureza de cultivos microbianos, produccion de metabolitos
deseados y similares.

En una realizacion adicional, el dispositivo también puede
controlar el crecimiento de microorganismos dentro del
recipiente (por ejemplo, medicién del numero de células y fases
de crecimiento). Alternativamente, puede tomarse una muestra
diaria del recipiente y someterse a enumeracion mediante

técnicas conocidas en la materia, tales como la técnica de

22



10

15

20

dilucién en placa. La dilucion en placa es una técnica simple
utilizada para estimar el numero de bacterias en una muestra.
La técnica también puede proporcionar un indice por el cual se
pueden comparar diferentes entornos o tratamientos.

En una realizacién, el medio de cultivo, el aire y el equipo
utilizado en el método y el proceso de cultivo se esterilizan.
El equipo de cultivo, como el reactor/recipiente, puede estar
separado de, pero conectado a, una unidad de esterilizacion,
por ejemplo, una autoclave. EIl equipo de cultivo también puede
tener una unidad de esterilizacion que esteriliza in situ antes
de comenzar la inoculacién, por ejemplo, usando vapor. El aire
puede esterilizarse por métodos conocidos en la materia. Por
ejemplo, el aire ambiental puede pasar al menos a travées de un
filtro antes de ser afadido en el recipiente. En otras
realizaciones, el medio puede pasteurizarse o, opcionalmente,
no afadirse calor en absoluto, donde el uso de baja actividad
de agua y bajo pH puede explotarse para controlar el
crecimiento bacteriano.

Antes del cultivo, el tambor se puede lavar con un agente
esterilizante, como una solucion de peroxido de hidrogeno (por
ejemplo, de 1.0% a 3.0% de perdxido de hidrégeno); esto se
puede hacer antes o después de un enjuague con agua caliente
a, por ejemplo, 80 a 90 grados Celsius para inhibir o prevenir

la contaminacidon. Los componentes del medio de cultivo (por
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ejemplo, la fuente de carbono, agua, fuente de lipidos,
micronutrientes, etc.) también pueden descontaminarse a
temperatura y/o descontaminarse con peroxido de hidrégeno
(potencialmente seguido de la neutralizacién del peréxido de
hidrégeno usando un acido como HCl, H,SO,, etc.).
Ventajosamente, el dispositivo también puede
autoesterilizarse. Por ejemplo, los microorganismos elegidos
para el cultivo dentro del dispositivo de mezcla pueden ser
cepas que se sabe que producen metabolitos antimicrobianos o
productos derivados, como los biosurfactantes. Por lo tanto,
el cultivo de microbios en si mismo puede proporcionar el
control de microorganismos no deseados dentro del tambor,
simultaneamente con el cultivo de los microorganismos deseados.
La temperatura de cultivo utilizada de acuerdo con la presente
invencién puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 25 a 40
grados Celsius, aunque el proceso puede funcionar fuera de este
rango. EIl microbio puede cultivarse en un rango de pH de
aproximadamente 2 a 10 y, mas especificamente, en un rango de
pH de aproximadamente 3 a 5 (ajustando el pH de forma manual o
automatica usando bases, acidos y tampones; por ejemplo, HCI,
KOH, NaOH, H3P0O4;). La invencidn también se puede practicar fuera
de este rango de pH.

El cultivo de levadura puede comenzar a un primer pH (por

ejemplo, un pH de 4.0 a 4.5) y luego cambiar a un segundo pH
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(por ejemplo, un pH de 3.2 a 3.5) durante el resto del proceso
para ayudar a evitar la contaminacidon ademas de producir otros
resultados deseables (el primer pH puede ser mayor o menor que
el segundo pH). Se pueden lograr resultados preferibles
manteniendo la concentracién de oxigeno disuelto por encima
del 10, 15, 20 o 25% de saturacion durante el cultivo. En una
realizacion, el inoculo no necesita procesarse adicionalmente
después del cultivo (por ejemplo, la levadura, los metabolitos
y las fuentes de carbono restantes no necesitan separarse de
los soforolipidos). Las propiedades fisicas (por ejemplo,
viscosidad, densidad, etc.) también se pueden ajustar
utilizando diversos productos quimicos y materiales conocidos
en la materia.

Se pueden agregar una o mas sustancias antimicrobianas al medio
de cultivo (por ejemplo, estreptomicina, oxitetraciclina,
soforolipido y ramnolipido) para inhibir o prevenir Ila
contaminacion, antes, durante o después de la fermentacion. Se
pueden agregar una o mas Tfuentes de nitrégeno organico e
inorganico al medio (por ejemplo, proteinas, aminoacidos,
extractos de levadura, autolisados de levadura, amonio o sales
de amonio, urea, peptona de maiz, hidrolizado de caseina y
proteina de soja).

Microorganismos
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Los microorganismos cultivados de acuerdo con la presente
invencion pueden ser, por ejemplo, bacterias, levaduras, hongos
u organismos multicelulares. En realizaciones preferidas, el
microorganismo es una levadura. En realizaciones
particularmente preferidas, los microbios son de las cepas del
clado Starmerella.

En una realizacion, los microorganismos son bacterias, que
incluyen bacterias grampositivas Yy (gramnegativas. Estas
bacterias pueden ser, pero no se limitan a, por ejemplo,
Escherichia coli, Rhizobium (por ejemplo, Rhizobium japonicum,
Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium fredii, Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii, y Rhizobium etln),
Bradyrhizobium (por ejemplo, Bradyrhizobium japonicum y B.
parasponia), Bacillus (por ejemplo, Bacillus subtilis,
Bacillus firmus, Bacillus laterosporus, Bacillus megaterium,
Bacillus amyloliquifaciens), Azobacter (por ejemplo, Azobacter
vinelandii, y Azobacter chroococcum), Arhrobacter (por
ejemplo, Agrobacterium radiobacter), Pseudomonas (por ejemplo,
Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens (Kluyver)),
Azospirillum  (por ejemplo, Azospirillum brasiliensis),
Azomonas, Derxia, Beijerinckia, Nocardia, Klebsiella,
Clavibacter (por ejemplo, C. xyli subsp. xyli y C. xyl1 subsp.
cynodontis), cyanobacteria, Pantoea (por ejemplo, Pantoea

agglomerans), Sphingomonas (por ejemplo, Sphingomonas
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paucimobilis), Streptomyces (por ejemplo, Streptomyces
griseochromogenes, Streptomyces griseus, Streptomyces cacaol,
Streptomyces aureus, y Streptomyces kasugaenis),
Streptoverticillium (por ejemplo, Streptoverticillium
rimofaciens), Ralslonia (por ejemplo, Ralslonia eulropha),
Rhodospirillum (por ejemplo, Rhodospirillum rubrum),
Xanthomonas (por ejemplo, Xanthomonas campestris), Erwinia
(por ejemplo, Erwinia carotovora), Clostridium (por ejemplo,
Clostridium bravidaciens, y Clostridium malacusomae) vy
combinaciones de las mismas.

En una realizacién, el microorganismo es un hongo (incluida la
levadura), que incluye, pero no se limita a, por ejemplo,
Starmerella, Micorriza (por ejemplo, micorrizas vesiculares-
arbusculares (VAM), micorrizas arbusculares (AM)),
Mortierella, Phycomyces, Blakeslea, Thraustochytrium,
Penicillium, Pythium, Entomophthora, Aureobasidium pullulans,
Fusarium venenatum, Aspergillus, Trichoderma (por ejemplo,
Trichoderma reesei, T. harzianum, T. viride y T. hamatum),
Rhizopus spp, hongos endofiticos (por ejemplo, Piriformis
indica), Saccharomyces (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces boulardii sequela y Saccharomyces torula),
Debaryomyces, Issatchenkia, Kluyveromyces (por ejemplo,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis), Pichia spp (por

ejemplo, Pichia pastoris) y combinaciones de las mismas.
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En una realizacion, se cultiva un Unico tipo de microbio en el
dispositivo de mezcla. En realizaciones alternativas,
maltiples microbios, que pueden crecer juntos sin efectos
nocivos sobre el crecimiento o el producto resultante, pueden
crecer juntos en el dispositivo de mezcla. Puede haber, por
ejemplo, 2 a 3 o mas microbios diferentes creciendo en el

dispositivo al mismo tiempo.

Cultivo y Medio de Crecimiento

La presente invencidén proporciona métodos para la produccion
eficiente de cultivos de microbios sumergidos modificados a
escala. ElI método puede incluir proporcionar todos los
materiales necesarios para el proceso de cultivo sumergido,
aunque se espera que el agua dulce se suministre desde una
fuente local.

En una realizacion, el método comprende proporcionar una
levadura viable, u otro microbio, dentro del tambor del
dispositivo de mezcla. Se puede incluir una variedad de cepas
que son capaces de acumular cantidades significativas de
biosurfactantes glicolipidos. Mas especificamente, el método
puede comprender agregar una o mas cepas Tfungicas viables
capaces de controlar plagas, biorremediaciéon, mejorar la
recuperacion de petréleo y otros fines utiles, por ejemplo,

Starmerella (Candida) bombicola, Candida apicola, Candida
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batistae, Candida Tfloricola, Candida riodocensis, Candida
stellate, Candida kuoi, Candida sp. NRRL Y-27208, Rhodotorula
bogoriensis sp., Wickerhamiella domericgiae, asi como
cualquier otra cepa productora de soforolipidos del clado
Starmerella.

En una realizacion, el medio de cultivo usado de acuerdo con
la presente invencion, puede contener nutrientes
suplementarios para el microorganismo. Tipicamente, estos
incluyen fuentes de carbono, proteinas y/o grasas, fuentes de
nitrogeno, oligoelementos y/o factores de crecimiento (por
ejemplo, vitaminas, reguladores de pH). Sera evidente para un
experto en la materia que la concentracion de nutrientes, el
contenido de humedad, el pH y similares se pueden modular para
optimizar el crecimiento de un microbio particular.

Cada fuente de carbono, fuente de lipidos, fuente de nitroégeno
y/0 fuente de micronutrientes se puede proporcionar en un
empaque individual que se puede agregar al tambor del
dispositivo de mezcla en los momentos apropiados durante el
proceso de cultivo. Cada uno de los empaques puede incluir
varios subempaques que se pueden agregar en puntos especificos
(por ejemplo, cuando la levadura, el pH y/o los niveles de
nutrientes estan por encima o por debajo de una concentracioén
especifica) o veces (por ejemplo, después de 10 horas, 20

horas, 30 horas, 40 horas, etc.) durante el proceso de cultivo.
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La fuente de lipidos puede incluir, por ejemplo, aceites o
grasas de origen vegetal o animal que contienen acidos grasos
libres o sus sales o0 sus ésteres, incluidos los triglicéridos.
Los ejemplos de acidos grasos incluyen, pero no se limitan a,
acidos grasos libres y esterificados que contienen de 16 a 18
atomos de carbono, fuentes de carbono hidréfobas, aceite de
palma, grasas animales, aceite de coco, acido oleico, aceite
de soja, aceite de girasol, aceite de canola, &cido estearico
y palmitico. Otras fuentes de carbono pueden incluir uno o mas
azucares como glucosa, xilosa, manosa, sacarosa, galactosa,
manitol, sorbosa, ribosa, arbutina, rafinosa, glicerol,
eritritol, xilitol, gluconato, citrato, melaza, almidoén
hidrolizado, jarabe de maiz y material celuldsico hidrolizado
incluyendo glucosa.

ElI método puede comprender agregar una o mas fuentes de
micronutrientes, tales como potasio, magnesio, calcio, zinc y
manganeso, preferiblemente como sales; fosforo, tal como de
fosfatos; y otros componentes estimulantes del crecimiento. Se
pueden incluir una o mas fuentes de nitrdégeno organico e
inorganico, tales como proteinas, aminoacidos, extractos de
levadura, autolisados de levadura, amoniaco o sales de amonio,
urea, peptona de maiz, hidrolizado de caseina y proteina de

soja.
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ElI' método puede comprender agregar una O mas sustancias
antimicrobianas para 1inhibir o prevenir la contaminacién
durante el cultivo (por ejemplo, estreptomicina,
oxitetraciclina, soforolipido y ramnolipido). Ademas, el
método puede incluir materiales de descontaminacién previos al
cultivo, como lejia y peroxido de hidrogeno. La lejia y el
peréoxido de hidrégeno pueden venir en forma concentrada y luego
diluirse en el sitio de fermentacién antes de su uso. Por
ejemplo, el perdxido de hidrogeno puede proporcionarse en forma
concentrada y diluirse para formular peréxido de hidrégeno de
1.0% al 3.0% (en peso o volumen) para la descontaminacion
previa al enjuague.

ElI método también puede comprender la adicién de una o mas
sustancias para ajustar el pH, como bases, acidos y tampones
(por ejemplo, HCI, KOH, NaOH y/o HsPO,, H»SO,, etc). El ajuste
del pH se puede lograr por medios automaticos o se puede hacer
manualmente. EI ajuste automatico de pH puede incluir una sonda
de pH y un dispositivo electrénico para dispensar las
sustancias de ajuste de pH de manera adecuada, de acuerdo con
las mediciones de pH. El usuario puede establecer el pH en un
numero especifico o puede pre-programarse para cambiar el pH
en conformidad durante todo el proceso de cultivo. Si el ajuste

de pH se realiza manualmente, las herramientas de medicion de
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pH conocidas en la materia se pueden usar para las pruebas
manuales.

Se puede usar un sensor de temperatura, como un termémetro o
termopar, para controlar la temperatura, y el termémetro puede
ser manual o automatico. Un termémetro automatico puede manejar
las fuentes de calor y enfriamiento de manera adecuada para
controlar la temperatura durante todo el proceso de cultivo.
En una realizacion, el método incluye suplementar el cultivo
con una Tfuente de nitrogeno. La fuente de nitrdégeno puede
estar, por ejemplo, en una forma inorganica, como nitrato de
potasio, nitrato de amonio, sulfato de amonio, fosfato de
amonio, amoniaco, urea y cloruro de amonio, o una forma
organica, como proteinas y aminoacidos. Estas fuentes de
nitrogeno pueden usarse independientemente o en una combinacioén
de dos o mas.

El método puede comprender ademas suplementar el cultivo con
una fuente de carbono. La fuente de carbono es tipicamente un
carbohidrato, tal como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
trehalosa, manosa, manitol y maltosa; &cidos organicos tales
como acido acético, acido Tfumarico, acido citrico, acido
propiénico, acido malico, &acido malénico y acido piruavico;
alcoholes tales como etanol, propanol, butanol, pentanol,
hexanol, isobutanol y glicerol; grasas y aceites tales como

aceite de soja, aceite de salvado de arroz, aceite de oliva,
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aceite de maiz, aceite de sésamo y aceite de linaza; etc. Estas
fuentes de carbono pueden usarse independientemente o0 en una
combinacion de dos o mas.

En una realizacion, se incluyen factores de crecimiento y
oligoelementos para microorganismos en el medio. Los nutrientes
inorganicos, incluidos los oligoelementos como hierro, zinc,
cobre, manganeso, molibdeno y cobalto también pueden incluirse
en el medio.

En una realizacion, también se pueden incluir sales
inorganicas. Las sales inorganicas pueden ser, por ejemplo,
dihidrégeno fosfato de potasio, hidrégeno fosfato dipotasico,
hidrogeno fosfato disddico, sulfato de magnesio, cloruro de
magnesio, sulfato de hierro, cloruro de hierro, sulfato de
manganeso, cloruro de manganeso, sulfato de zinc, cloruro de
plomo, sulfato de cobre, cloruro de calcio, carbonato de
calcio, carbonato de sodio. Estas sales inorganicas pueden
usarse independientemente o en una combinacion de dos o mas.
Ventajosamente, el método proporciona una oxigenacion facil
del cultivo en crecimiento con, por ejemplo, movimiento lento
del aire para eliminar el aire que contiene poco oxigeno y la
introduccion de aire oxigenado. El aire oxigenado puede ser
aire ambiental suplementado periddicamente, como diariamente.
En algunas realizaciones, el método para el cultivo puede

comprender ademas la adicidon de acidos y/o antimicrobianos
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adicionales en el medio liquido antes y/o durante el proceso
de cultivo. Los agentes antimicrobianos o antibiodoticos se usan
para inhibir o prevenir la contaminacion del cultivo. Ademas,
también se pueden agregar agentes antiespumantes para inhibir
o prevenir la formacion y/o acumulacién de espuma cuando se
produce gas durante el cultivo y la fermentacion.

En una realizaciéon, el método para el cultivo de
microorganismos se lleva a cabo a aproximadamente 5° a
aproximadamente 100°C, preferiblemente, 15° a 60°C, mas
preferiblemente, 25 a 50°C. En una realizaciéon adicional, el
cultivo puede ser Illevado a cabo continuamente a una
temperatura constante. En otra realizacion, el cultivo puede
estar sujeto a temperaturas cambiantes.

En una realizacidon, el nivel de humedad de la mezcla deberia
ser adecuado para el microorganismo de interés. Por ejemplo,
el nivel de humedad puede variar del 20% al 90%,
preferiblemente, del 30 al 80%, mas preferiblemente, del 40 al
60%.

En una realizacion, el pH de la mezcla deberia ser adecuado
para el microorganismo de interés. Se pueden usar sales
tamponantes y reguladores de pH, como carbonatos y fosfatos,
para estabilizar el pH cerca de un valor 6ptimo. Cuando los
iones metalicos estan presentes en altas concentraciones, puede

ser necesario el uso de un agente quelante en el medio liquido.
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Los microbios se pueden cultivar en forma plancténica o como
biopelicula. En el caso de la biopelicula, el recipiente puede
tener dentro un sustrato sobre el cual los microbios pueden
crecer en un estado de biopelicula. El sistema también puede
tener, por ejemplo, la capacidad de aplicar estimulos (como el
esfuerzo cortante) que alienta y/o mejora las caracteristicas

de crecimiento de la biopelicula.

Preparacion de Productos a Base de Microbios

Los productos a base de microbios de la presente invencion
incluyen productos que comprenden Qlos microbios y/o los
subproductos de crecimiento microbiano y, opcionalmente, el
medio de crecimiento y/o ingredientes adicionales tales como,
por ejemplo, agua, vehiculos, adyuvantes, nutrientes,
modificadores de la viscosidad, y otros agentes activos.

Los productos a base de microbios de la presente invencion
pueden ser, por ejemplo, inoculantes microbianos,
biopesticidas, fuentes de nutrientes, agentes de remediacion,
productos para la salud y/o biosurfactantes.

Un producto a base de microbios de la presente invencion es un
inbculo que comprende el medio de cultivo que contiene el
microorganismo y/o los subproductos de crecimiento microbiano
producidos por el microorganismo Yy/o cualquier nutriente

residual. El producto del método de cultivo puede usarse
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directamente sin extraccion ni purificacion. Si se desea, la
extraccion y la purificacion se pueden lograr facilmente
utilizando métodos o técnicas de extraccion estandar conocidos
por los expertos en la materia.

Los microorganismos en el in6culo pueden estar en forma activa
o inactiva. EI ind6culo se puede usar sin mas estabilizacion,
preservacion y almacenamiento. Ventajosamente, el uso directo
de estos in6culos preserva una alta viabilidad de los
microorganismos, reduce la posibilidad de contaminacion por
agentes extranos y microorganismos indeseables, y mantiene la
actividad de los subproductos de crecimiento microbiano.

El inoculo puede extraerse del tambor y transferirse mediante,
por ejemplo, tuberias para su uso inmediato.

Ventajosamente, de acuerdo con Qla presente invencion, el
inbculo puede comprender caldo en el que se cultivaron los
microbios. El producto puede ser, por ejemplo, al menos en
peso, 1%, 5%, 10%, 25%, 50%, 75% o 100% de caldo. La cantidad
de biomasa en el producto, en peso, puede ser, por ejemplo, en
cualquier parte desde 0% al 100%, incluidos todos los
porcentajes intermedios.

La presente invencidn proporciona ademas materiales y métodos
para la produccidon de biomasa (por ejemplo, material celular
viable), metabolitos extracelulares (por ejemplo, moléculas

pequefias y grandes) y/o componentes intracelulares (por
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ejemplo, enzimas y otras proteinas). Los microbios y los
subproductos de crecimiento microbiano de la presente invencion
también se pueden usar para la transformacién de un sustrato,
tal como un mineral, en el que el sustrato transformado es el
producto.

La presente iInvencion proporciona ademas productos a base de
microbios, asi como usos para estos productos para lograr
resultados beneficiosos en muchos entornos, incluyendo, por
ejemplo, la biorremediacion mejorada y mineria; eliminacion y
tratamiento de residuos; mejorar la ganaderia y la salud de
otros animales; y promover la salud y la productividad de las
plantas mediante la aplicacion de uno o mas de los productos a
base de microbios.

En una realizacion, la presente invencidn proporciona un método
para mejorar la salud de la planta y/o aumentar el rendimiento
del cultivo al modificar la escala del producto a base de
microbios descrito aqui, por ejemplo, en un sistema de
fermentacion en sitio, y aplicando el producto escalado al
suelo, semilla, o partes de plantas. En otra realizacion, la
presente invencidn proporciona un método para aumentar el
rendimiento de cultivos o plantas que comprende multiples
aplicaciones del producto modificado a escala.

En otra realizacién, el método para producir subproductos de

crecimiento microbiano puede comprender ademds etapas de
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concentracion y purificacion del subproducto derivado de
interés.

En una realizacion, la composiciéon es adecuada para la
agricultura. Por ejemplo, la composicion se puede modificar a
escala y usar para tratar el suelo, las plantas y las semillas.
La composicion también se puede usar como pesticida.

En una realizacion, la presente iInvencidén proporciona ademas
personalizaciones a los materiales y métodos de acuerdo con
las necesidades locales. Por ejemplo, el método para el cultivo
de microorganismos puede usarse para cultivar aquellos
microorganismos ubicados en el suelo local o en un pozo de
petréleo especifico o sitio de contaminacidon. En realizaciones
especificas, los suelos locales pueden usarse como sustratos
solidos en el método de cultivo para proporcionar un entorno
de crecimiento nativo. Ventajosamente, estos microorganismos
pueden ser beneficiosos y mas adaptables a las necesidades

locales.

EJEMPLOS
Se puede obtener una mayor comprension de la presente invencion
y de sus muchas ventajas a partir de los siguientes ejemplos,
dados a modo de ilustracion. Los siguientes ejemplos son
ilustrativos de algunos de 1los métodos, aplicaciones,

realizaciones y variantes de la presente invencion. No deben
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considerarse como limitantes de la invencidén. Se pueden hacer

numerosos cambios y modificaciones con respecto a la invencion.

EJEMPLO 1: DISPOSITIVO DE MEZCLA Y CULTIVO Y MODOS DE
FUNCIONAMIENTO

Se construy6 un dispositivo de mezcla portatil y distribuible
como se muestra en la Figura 1. El dispositivo tiene un tambor
giratorio de plastico soportado por una estructura que tiene
ruedas de goma. Se colocan de tres a cuatro deflectores
alrededor de la circunferencia interna del tambor.

La rotacion del tambor funciona con un motor eléctrico
conectado a una fuente de alimentacidén, lo que permite que el
tambor gire a una velocidad de 15 a 25 rpm. EI tambor tenia un
volumen de trabajo de 100 litros (L) para cultivar la levadura
Starmerella para la produccién de células y metabolitos (sin
embargo, el tamafio y la escala pueden variar de acuerdo con la
aplicaciéon requerida). EI dispositivo es particularmente
adecuado para el cultivo sumergido de inoculos de levadura del
clado Starmerella que son adecuados para la inoculacién de
sistemas de fermentacidon en sitio a gran escala.

Con el fin de reducir aun mas el costo de produccion de cultivos
y asegurar la escalabilidad de la tecnologia, el sistema no
necesita ser esterilizado utilizando métodos tradicionales. En

cambio, se puede usar un método de saneamiento de recipientes

39



10

15

vacios que incluye la aplicacién de una corriente de vapor
altamente presurizado durante 10 minutos a las superficies
internas del tambor, seguido de un tratamiento nocturno de las
superficies internas con 1 a 3% de peréxido de hidrégeno,
preferiblemente 3% de peréxido de hidrégeno, mientras gira el
tambor. Ademas, para reducir la posibilidad de contaminacion,
el agua utilizada para preparar el cultivo se puede filtrar a

través de un filtro de 0.1 micras.

Composicion de Medios Nutrientes y Cultivo de Cultivos de
Levadura

El medio de cultivo utilizado para producir el in6culo de
levadura comprendia los componentes que se muestran en la Tabla
1.

Tabla 1. Componentes para el medio de cultivo.

Reactivo Peso (g/L)
Extracto de levadura 5

Glucosa 20

Fosfato monopotasico 2

Fosfato dipotasico 2

Sulfato de magnesio 0.5

Los componentes del medio de cultivo se esterilizaron en 1 L

de peroxido de hidrogeno al 10% durante lBa noche. La
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composicion estéril se mezclé luego con agua filtrada en el
tambor del mezclador.

La temperatura de cultivo fue generalmente alrededor de la
temperatura ambiente, de 18 a 25° Celsius. El pH i1nicial del
medio era de aproximadamente 5.5 a 6.0.

Bajo estas condiciones de cultivo, la produccion
industrialmente util de biomasa, soforolipidos y otros
metabolitos se logra después de aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 dias de cultivo, preferiblemente después de
un tiempo de cultivo de aproximadamente 48 horas.

Al finalizar el cultivo, la concentracion final de levaduras
alcanzada es de aproximadamente 200 a 400 UFCs. EIl cultivo se
puede usar luego para inocular un sistema de fermentacion, en
el que el cultivo se puede modificar a escala para una variedad
de propdésitos industriales.

Debe entenderse que los ejemplos y las realizaciones descritos
en el presente documento son solo para fines ilustrativos y
que diversas modificaciones o cambios en la luz de los mismos
se sugeriran a los expertos en la materia y se incluiran dentro
del espiritu y el alcance de esta aplicacion.

Todas las patentes, solicitudes de patentes, solicitudes
provisionales y publicaciones mencionadas o citadas en este
documento se incorporan por referencia en su totalidad,

incluidas todas las figuras y tablas, en la medida en que no
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sean incompatibles con las ensefianzas explicitas de esta

especificacion.
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