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La producoifn de fermentes base para gansdo y & veces
para el congumo humeno iniciados de cerbohidratos (meldzas,
azfcares de hidrolisis de la madera y lejias de 1a=fabr;oap
cifn del papel) es may comocida. Los carbohidratos son la
dnica fuente de carbono para el deéarrollo del miorocorganis—
mo empleados, ) -

la substitucién @ los carbohidratos por hidrocarburos
pare la produecidn de fermentos ha sido hasta ahora estudiaw
da solamente en un’ plano te6rico, iniciados de hidrocarbu-—
rog puros o.mszclas de hidrooarburos paraffnicos sintéticos,
' ¥ no se ha considerado el desarrollo de un procédimiento
. industrial,
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Bl objeto de la patente de introduccidn es suministrar
un procedimiento industriel para la elmboracién de fermenw
t08 base iniciados de fracciones. del petréleo.

Ia pregente patente de introducoién suministre un
procedimiento para la produccifn de fermentos base que come
prende el mantenimiento de un fermento en un medio mytriti-
vo en presenoia de una provieiGn perafinioa originaria del
petréleo y un ges conteniendo oxfgens librs, preferiblemen-
te aire, bajo condiciones que favorecen el deserrollo del
fermento, tenienaé dicha provisifn un promedie de peso mo=-
leouler correspondiendo , lo menog 10 dtomos de carbono
por moldenla y separacién del fermento del medie acuosQ.

E1 procedimiento puede realizarse &e manera contimua
0 a hornadas,

Adn cuando la provieidn debe ser rica en hidrocarbus
ro3 pérafinicos y es preferiblemente rica en parafinas .
normales, también puede contener pequeﬁaé cantidades de

‘0tros hidrocarburos particularmente naftencs o arométi-

cog; en general estos hidrocarburos no tomardn perte en

el proceso de desarrollo y estardn presentem en el produce
to. Si se desea;'uha provisién inicial conteniende cantie
dades sustanciales de parafinas junto con otros hidrocar-
buros puede ser tratade para la separacidn de una provisidn
parafinica para emplear en Bl procedimiento de la patente,
Bsta puede ser empleada directamente introduciendo fracciow
nes por éjemplo Kerosenos; gas-oils fracciones destilades
medias, preferiblemente las que hierven en el orden de 150-
450 grados centfgrados, Alternativamente; puede per emplea;

da tratada & fracciones por ejemplo cera blanda u otras frece
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ciohas de cera; pof ejemplo como son las derivadas del des-
cerado de fracpibpés de eceites lubrificantes;.y parafinas
derivedes de procedimientos de separacién empleando cola=
deros molaculéres; . .

Bn general 1a provisidn paraf{nica no requiere trata~
miento especial para adaptarlo al empleo en el procedis
miento d; la patente y en‘genﬁral pueda'sér empleadas

fracciones de bajo velor como subproductos de operaciones

de refinerfa normals -

" Preferiblemente ‘61 fermento que s¢ desa;rolla en la
provisifn paraffnica es de la familia Oryptococoaceas y
partioularmente de la sibfamilia Cryptecoccoidaej no obstan-
te si se desea pueden emplearse poriejemplo;'fermentoa ascos~
perogeneous de la subfemilia Saccharomyceloidae, Bl género
preferido de la subfamilia Oryptococcoidae es el Torulopsis
(tembidn conocide como Torula) y Candida. Los linajes prem
feridos de Odndida son el Oandida Tropicalis y; en partie
cular; el Oandida Iipolytica (también conocido como Mycow
torula Iipolytica)e

" Quando se inicia con un surtido fresco de fermento dew
be generalmente emplearsée el necésarie para adaptar el ferw
mento é'asimilaf el carbono de los hidrocerburos y pare e
plear una inoculacibn del fermento adaptado para el proce=
dimiente de desarrolle segin le patonte. No obstante es

tos fermentos, cuando son cultivados en un medio mineral

a0ouogo conteniende los apropiados elementos mitritivos se

desarrollan con dificultad porque las fracciones de petrbe
lee no contienen 10s factores de desarrolle qué existen en

las melazas y azocares de hidrolisis de le madera, por ejems
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Bl desarrollo del fermento emplsado es favoreocido

por la adicidn al medio de cultivo de una peguefia propore

‘oifn de extracto de fermento (un producto industrial ri

co en vitaminas.del grupo B obtenido por la hidrolisis

de un fermento) o mds generalmente de vitaminas del grupo
B. Eota cantidad es de preferencia del orden de 25 partes
por milifn con referencia al medio acuose de fermentacién
pudiendo ser.elévada. o disminuida segin lag condioiones pas
ra el @esarrollo. escogidas, '

_ Bl geserrolle del fermento se realiza a expensas de la

fracoidn de petrdlee con la produoccidn intermedia de cuere
. pos que tienen una funcidn deido, .principalmente dcidos

grados, de manera tal que el pH del medioc mineral acuose
progresivamente disminuye, Si no sevcorrige el desarrolle

‘es total y rdpidemente detenide y la ‘cogcentr'a.ci_dn del

) fermentb. en-el medie, o densidad ocelular, no extenderd

su incremento, de manera que se alcansze une denominada fae

88 egtaoionaria,

Preferiblemente por esta razén el medio mitritivo
acuose es mantenido & un deseade pH por el prudente paso
de- afiedirle -contfmemente. un medio acuoso de elevade va-
lor pHi Bvidentemente es necesario evitar perjudicar el
fe'fmento con eatas adiciones y por esto el empleo de soluw
ciones fuertemente alcalinas deben evitarse y debe usare
se vigorosa agltacidn para diepersar las "bolses" de elew
vada uoaiipida.d en o1 medio mutritivo. ngeralm;nte, Yy
en particular cuendo se emplea el Candida Lipolytica, el

- pHi de1 medio mutritivo debe mantenerse en el orden de 3w6
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¥ preferiblemente en el orden 3.5-4.ps Materiales alcalinos
convenientes para adicionﬁr a la mezcla de desarrollo son el
hidréxido sddico, hidrdxido potdsico y fosfato de hiér,dgeno
disddico. ] | '

la temperatura dptima d¢ la mezcla de. desarrollo variard
segin el tipo de fermento empleado y debe gemeralmente hallarw

‘86 en el orden de 25 a 35 gredos centfgrados. Cuando ee emplea

Oandida Lipolytica la temperatura preferida es del orden de
28-32 grados cent{gradog,

la toma do oxfgeno es esenciasl para el desarrolle del
fermento. Con el £in de mantener una rdpida proporcidén de
desarrollo el aire, empleado para suminisirar oxfgeno, debe-
estar presente en la forma -de finas burbujas bajo la accién
de excitaoidn. El aire puede ser introducido a través de um
superficie, Preferiblemente no obétante se emplea ol sistema
de aeracidn Intima conocida como "aeracién torbellino", Gene-
ralmente debe usarse una pala agi‘f:adora operando & ce;ca las
2000 revoluciones por minutos.

Se ha establecido que con el emplee de fermento del liw-
najé Candida Lipolytica en -un prooedimienjho segdn la pawri-

dbfrieen 81 cual l1a meracidn se efectia por "seracidn torbellie

no", un elevado desarrollo se consigue con un tiempo de gee
reracifn del orden de 2«5 horas y le concentracién de oélulas
es incrementada por un factor 12 en dos dfes.

Genepalmente serd deseable tener pregente en la mezclae
de deserrollo una-pequefia cantidad de un agente antiespumante.
En un process no contimuo o a hornadas es deseable hacer la
aditidn de este agente aurante el periodo. de desarrollo ya gue,
en general, los antiespumantes deben ser regueridos sobre %o-
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d0 oaso si ol agente es adicionade en un s0lo pasovy '
Convenientemente, agentes antiespunantes silicona se

5em§1éarﬁn;_§or'ejempio en una preporcidn de O.l1 por cien

en peso del medic aouocsdi

* Bl fermento deberd separarse del medio de desarrollo
por unos medios eualesquie:a convenientes, Si g degea esw
to puede lograrse por centrifugacifn. Es convenienxe ‘apare

tar la mayor parte de ocuaslquier residue de hiurocarburos

- petenido en e1 fermenmto, 1o cusl puede reslizarse afindien

do @ la mezcla de desarrollo, al final del periodo de dem

' sarrollo, una peguefia cantidad de un agente activo y, des-—

puds de centrifugaciln, trater el fermento ‘con 1avados Tem
petidos de agua y centriﬁngacidn.'En algunos éasos pueds

ser preferible adioionar el agente activo, en 1a forma de

un egente emulsivo, al principio del periodo de desarrollo.

"Bl fermento recuperado debe generalmente ser secado
para conducirlio a un estado en el cual es b1016gicamente es—
table' Wétodos convencionales de secado usados en 1a produc-
¢idn de fermentos horneros pueden ser empleados.

Aungue el procedimiento ha sido descrite aqui con refe-
rencis particular para operar a hornadas del estado de de-
sarrollo se comprende que una amplia escala de operaciones
han de tener una considerable ventaja al ser 6ontiﬁuas. Bn’
particular, en la operacién contima un periodo de induccién
al princiﬁio'dei desarrollo puede reducirse o eliminarsé.‘
Cono previamente se ha estahlecidd 1a operacidn del eatado
de desarrolle bajo condiciones contimuas estd dentro del ob-
Jeto del presente procedigiénto; - ’

Los siguientes ejemplos iluspran la pateénté sin limi~
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Preparaoidn del incculador.
Se inicia con un linaje de Candida Lipolytlca previfae

nente desarrollada en medie demlta agar que puede primero

| de todo ser édaptado_para asimilar carbono de 10s hidrocare
taros. Para este fin, se hace un cultivo de Candida Lipolyti-

ca en 250 mililitros de Erlemmeyer estéril en frascos conte
niendo 50 mililitros de medio mineral el cual es afadide 1/10th
mililitros de n-hexadecano. El.madium,mineral tiene las si-
guientes composiciones.

Foefato monopotésicd « « + « o v o » (7 gremos

Sulfato magndsico .« o « o o . o o 0,2 W

0207ux0 6641C0 o o 4 o o s s o o s 0,1 W

Sloruro amdnico. « « « o o+ . e e e 245 "

Aguas de escoria (conteniendo tre-

zes de cantidades. de elementos mie-

NEY81E8)s « ¢ o o v o ¢ o o o o o 100 mililitros

Extracto de fermento. Difco“ 1 miligramo
Difco - es une marca registradas

Agua destilada. « .+ . . 4 o o » Balance al litro

Egte oultivo es inoubado durante tres dfas oon agitam
cidn mecdnica a 30 grados centigrados.

5 mililitros dé este cultivo son entonces separados
y adicionados a otro frasoo conteniende las mismes cantidaw
des del mismo medio ﬁineral # hidrocarburo. Le inownbacidn
es efectuads durante tres dfas con agitacidn, Las mismas
cpereciones son conducidas durante algdn tiempo, por ejem-
plo, durante cuatro e cinco dfas. Dos lijros de toxina egtde

ril en frascos, conteniendo cada uno un 1itro del arriba in-
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diqado ftedio minoxrsl a2l oual hsn sido adicilonedos 2 milim

- - 8 v

litros de ~n-hexadecano, son germinados con 20' mililitros
de und inooulecidn preparada oon ei‘ precedente cultivo. Bge
te cultivo es incubado durante 36 horas a 30 grados centi=

grados oon egitacién mecdnica, Los dos litros de oultivo son

centrifugados a 30 grados cent{grados y el fermento recobra-

do oonstituye el inoculador necesario pera emplear en el
procedimiento de le patenta ele

Cultivo d4 Candida Id.poly'kice. en un producto de petrée=
leo parefinioco,

‘la provisién de ‘hidrocerburo utmzada es o1 produocs
1o de parafina cruda obienido pgr el -descerado da un aceite
para hueos obtenide de un petréleo orudo Kuwait.

Sus propiedades son:

Punto d6 Fusilnle « o o o . 0 e 1 gredos centigrados
A.s.m.m. . 127-60)

Viacoaidad o:l.nomgtica a 100 grados
- 06ntfgrados « « ¢ ¢ o o o 3,02 centistokes

Oonteﬁido ‘A8 800158 o ¢ ¢ ¢ s s e 17085 ien (aoS.TOMO
D 721~ 6T 3

Un miligramo por litro de extrad'bo de fermento HDifco" as
adicionade &l misme medio mitritivo mineral oomo ge he des-
crito antes. Bl pH es ajustade a 5 al principie del prooediw-

miente. 290 mililitros del medio mineral conteniendo el

extracto de fermento son golocados en un vaso de vidrio de
un 1itro equipado con un dispositivo efectivo de inyeccidn
de aire, Ia inyecoifn de aire es puesta en marcha & la pro-

porcidn de 400 litros por hore y la temperatura es mantenida

a 30 grados cent{grados, sieudo la evaporacidn compensada
por adicién periddica de sigue destilada.

El fermento inbculador es adicionado al veso y mante-



10

15

. 20

25

-9 -

nido en suspensifn, entonces ol producto parafinieo citado

‘es introducido por sucesivas adiciones de 1 mililitro pox

hora. Al principio la densidad celular de los fermentos o

concentracifn es 2 gremos por litro expresado en pese seco.
Por renovaciones periddicas de 25 mililitros; ge mide la evo-
lucifn de la densidad celular del culyivo. Para este f:.n,

las células fermentos en las muestras tomadaé son filtra~

dag y lavadas heste que 108 iones aménicos han desaparecido,

¥ secado y entonces su hidrdégeno contenido es medido por el
método de Kjeldall, Medidos purcs y secos el Candida Lipoly-

tica previamente apartade indioa gque su contenido de nitrdgenoc.
‘88 T+25 por cien. Del nitrégenc contenido del ejemplo se

puede dedudir la densidad celular del cultivo'en el momento
de-la prueba, Se ha establecido que el desérrollo, cOmo ex-
presado por el incremento de la densidad celular, conifnua
auwente cerca 9 horas; 'a;p final de les waleé; é.paréca la
fage. ea‘badionaria; En este momento, la densidad celular es
345 gramog por litro del nedio de cultivo. La produccidén

de fermento por litro de medio y por hora es entonces

-5""’?- o
= .164 gramos por litro por hora= 164 gramos
""— 9 , por metro cuedrado por hora.

EJEMPLO 2

ﬁl desarrollo fuf efectuado exactemente do.la misma
manera que en el Ejemplo 11,.' Bl cultivo de Candida Lipelgtie
ca en el principio de la fermentacién tenfa una densidad
celular de 1,60 gramos de fermento por litro de medie en
peso seco y un pH de 5. Despuds de 8 horaa, prd:xima la fa-
88 esta.oj.onaria y con el pH teniéndolo a 3, o1 pH fué ajus-
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tado a 5 por adicidn de sopa cdustiea lejfa, Bl desarro-
1lo entonces empezd otra vez y contimé durante las si-
guientes 5 horas hasta que uns densifiad celular de 6 gra-
mos por litro fué slcanzada, )

La produccifn de fermento por litro de medio de cul=-
tivo por hora fuéA

i1 o6 = 0.44 gramos por litro.por hora gque eg, 440
8~5 gramos por metro cuadrado'por hora.
El fermento fué reocuperado de la siguzente maneras
A cada 1000 partes en peso de 1a emulsién formads.
fueron entonces adicionadas 0.25 partes en peso del agenw
te activo catidnico cloruro amonico trimetilo estearili-
co. Bl pH fué ajustado a 8 por adicidn de sosa cdustica
lejfa y 1a emnlsidén centrifugada pars dar:
(a) Una fage pastosae de células fermentos impregnadas
con hidrocarburos ¥ con medio acuoso. -
(b) una fase clara de medio mineral acuos=o
(o) una fase himeda de hidrocarburos.
La fase pastosae conteniendo células fermentos fué
lavadg con agua conteniendo C.25 partes por 1000 del
mismo agente activo. Dos lavados y oentrifugaciones fue-

- ron suficientes pars obtener fermento fregsco de hidrocar~

buros. Un lavado final con agua pura a 60 grados centi-
grados fud efectuado para oliminexr el agente activo resw
tante en el fermento,

El producto ootenido fué calentado a 80 grados cen-
tigradoa. 90 gredos centigredos en una rdpida corriente
de aire y molido a polvo.

Segdn otro aspécto delvpresente procedimiento se su-
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uministre un fermento del linaje Candida Lipolytica que

ha sido adaptado para esimiler carbono de una provisidn
parafinics del petrdleo, teniendo dicha provisidn un tére
mino medio en peso molsouler gue corresponde a lo menos

a 10 dtomos de carbono por moléoula.
NOTA

Por 1a patenﬁe de introduccidn a que se refiere
la preaente memoria descriptiva se REIVINDIGA la explo~
tacidn exclusiva des . ‘

le~ Un procedimiento para: 1& produccidn de fermentos

baae caraoterizado por el hecho de que comprende 91 nante=

nlmiento de un fermento en un meaio mtritivo en presencia

de una prov1316n perafinica origxnaria del petrdleo y un
gas libre conteniendo oxfgeno bajo condiciones que favo-
recen el desarrollo del fermento, teniendo diche provisidén

ungpromedio de peso moleoular gue corresponde & lo menos

i {1 étomps de ocarbono por molﬁcula, y'separaoi6n del ferw

mente del med;p acuoso%
2=~ Un procedimiento tal como el aspeoifioado enl,

. caracterizado por el hecho de que el fermento eg de 1a
‘familia Cryptococcaceae.

a.-‘Un procedimiento tal como el eapecifioado en 2,
caracterizado por el hecho de que el fermenxo és de la

-aubfamilia Gryptooocco&dée*

'4¢~ Un procedimiento tal como el especificado en 3,

. caxacterizado por el hecho. de que el fermento es del gd-

nero Torulopsis.
5.— Un procedimiento tal como el especificado en 3,

caracterizade por el hecho e que el fermento es del géne-



<«

10

15

20

25

.12 - 2@@3@

ro Osndida, ’

_ 6e= Un procedimiento tal como el especificado en 5,
caracterizado por el hecho de que el fermento es Candida
Lipolytica. 4 | '

T+~ Un procedimiento tal como el especificado én

une ouzalquiera de las precedentes reivindicaciones caracw

 terizado pozr el hecho de que el fermento es desarrollado

en presencia de un medio nutritivo oconteniendo vitaminas

. del grupo B,

. 8= Un procedimiento tal oomo el especificado en
ana cualquiers de las precedentes reivindicaciones carsc-
terizado por el hécho de que el fermento es desarroliado
en presencié de un médio nutriti?o conteniend.o extracto'
de fermento, ' '

Qo= Un brodsdimiénto tal como el especificado en

una eualquiera de las precedentes reivindicaciones carac-
. terizado por e1 hecho de que el pH del medio nutritivo

estd colocado entre 3. 5-4 5e

104~ Un procedimiento tal como el especificado en

~una ocumlquiera de las reivindicaciones precedentes, ca=-

ragterizado por ei'hecho de que e} pH‘aal medio nutritivo
es mantenido duranbe el deserrollo del fermento al de-
seado valor por la contfmua adioidn de un material acuo-
g0 de elevado pH: ;

_ 11;- Un procedimienio tal como el especificado en
una cualquiera ée las precedentes reivindicaciones, cae-
racterizado pdr el hecho de que la aeracidn del fermento
se remliza por aeracién torbellino.

" 12.= Un procedimiento fal como el especificado en
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uha oualquiera de las precedentes reivindicaciones , , ca-

racterizado por sl hecho de que el medio nutritivo conr

tiens un agente antiespumante.

13.~ Un procedimiento tal como ¢l especificado en
una cuslquiera de iha'freoedentes reivindicaciones, o8-
racterizado por el hecho de que el fermento es separa~
do como una paste y o8 despuds do eso secado.

14 4= Un procedimiento tal como el espeeifica&b en
una-cualquiera da.ias precedentes reivindicaciones, ca-
raetérizado por el hecho de que la provisién parafinioa
es una fraccidn directa del petrdleo.

15~ Un procedimiento $al como o) especificado en

una cualquiera de las precedentes reivindicaciones, carace

terizado por el hecho de que 1a provisidn parafinica es
una freccién de cera obtenida por descerado de una frao-
cidn de aceite 1ubrificante.

16.~ Un procedimiento tal como el especificado en
15, ‘caracterizado -por el hecho de que la fraccidn de ce-
ra ¢s una cera floja,
‘ 17.- Un procedimiento tal como el eapecificadb en
ura oualquiera de las reivindicaciones de 1 e 14, carace
terizado por el hecho de que la provisifn parafinica es
obtenida de una fraccidn de petrdleo por separacifn mole
culer con coladera. ,
, 18+~ Un procedimiento tal como el especificado en
uns, cualqniera de las precedentes reivindicaciones carac~
Yerizado por el heoho de que el gas conteniendo oxfgeno |
es aire,

19+~ “Un procedimiento para 1a produccidn de fex—

~
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nentos basel

Consta la pregente memorie descriptiva de catorce

‘ho jas folledas, escritas por una sola cara.

Baroelona,l7? de Julio de 1963
P. Py do: THB BRITISH FETROLEUM COMPANY LIMITED.

J. BONET” DEL RID
- PP
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