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"Procedimiento de preparacién de un alimento
i altamente protein:l;c.oﬂ.
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. Solicitoande: ESS0 RESEARCH AND ENGINEERING COMPANY, entidad nortea=

mericana, residonte en Elizabeth, New Jersey, EE.UU.de A.

. ‘ Bsta invencién s relaciona con perfeccionados
y econdmicos procedinientos de desarrollo de bacterias
en alimentos hidrocarbonados aconbmioos; esl como la
recuperacién directa de un excelente suplemento slimen=

5. ticio 46 un elevaedo contenido proteinico, por ejemplo
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del 70 al 75%;. para enimales y/o seres humanos. Mas par-
ticulamnte.;. ge. relaciona la invencién con el suminie-
tro continuo de un alimento hidrocarbonoso liquido 0. ga~
geoso, un medio salino minsral acuoso lfquideo y un gae
que contiens un exceso de oxfgeno a un reasctor gqus con-
tiene dicho alimento, medio acuoso y una bagtaria capsaz
de desarrollarse sobre dichos hidrocérburos, estando di-
cha bacteria en la fase de desarrollo logarftmico (po-
blaciédn que incrementa exponsncialmente) y encontréndose
presentes en una concentracién igual o mayor a aguslla
para la cual el incremento expomencial en el incremento
de poblacién es igual al incremento contimuamente reti-
rado; la continua retirada de una porcién de la mezolas
de. regocifn a un ritmo tal que se mantengs tiempos ori-
ticos de permanencia del lfquido; la separacidn de mi~
croorganiemos 4e. la megcla .retirada y finelménte. el sgo-
cado de los microorganismos para obtensr directamente el
deseada suplemento alimenticio bacteriano de eleQado con-
tenido prpteinicq. Mas particularmente aﬁn. en una versién
preforida, esfa invencién se relsciona con el suministro
de cantidades orfticas del alimento hidrocarbonado basa-
40 en el medio salino acuoso. Mas particularmente, en
una versifdn preferide; se relaciona esta invencidén con
la realizecibn de este procedimiento wtilizando como ali-
mentacién un corte seleccionado de un alimento de petro-
leo pe.x-.a.ﬁnie.o Ciq a 030 que ha sido purifiocado para
reducir el nivel ds arométicos por debajo del 1/2% en
peso, utilizando c'ono. bacteria o1l "Micrococcus cerifi-
cana" y utilizé.ndo.pretemblementa medios de reaccibn
gslinos :lnorg&nicos no limitadorss ;Sptimou, para obtener -
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una elevada selectividad respeocto a la bacteria en lu- .
gar de los ésteres subproductos.

Se. ha descubierto ahora la posibilidad de prepa-
rar econfmiocamente un suplementp alimsnticio exc‘e,lente_
de elevado contenido protefnico, a partir de alimaxitos
de pﬂ;r@leo econ&niegs m@ianto el presente procedimien~-
to orfitico. 'El primer y mas importante requisito de es-
te procedimiento es el uso de tiempos de permansnoia
del 1fquido orfticamente cortos em el reactor. Se. ha
descublerto ahors sorprendentemente que utiligando tiem-
pos de permenencie del lfquide de 1,5 & 4 veces, y Pre—
feriblemente de 2 a 3 veces; el tiempo mfnimo de gene-
racién para el organ;smo particular, por ejemplo el Mi-
orococcus cerificans, se produce una gran desviacién
en ls selectividad respecto a la bacteria, como sigue:

te 2,7 veoces el tiempo minimo de goneracifn:

35 kg de a—parafina + 40 370 kg 0, ¢ 9:979
kg de sales ;norg&nieas, M3, etc.,~—» 45,36 kg do cflu-
las secas + gaﬁé;. kg de COp & 11,796 kg-de HnO.

2 | veces el tiempo ‘ e [

40,370 kg de n-parafina ¢ 57,61 kg de Oy &
9,979 kg de sales 1norg£nicaa. NH_-,, étc, ==» 45,36 kg

de. células secas mas 43,998 kg de COp & 18,597 kg Qe
E,0. '

El "tiempo minimo dq. generacién®, tal como se
euplea en esta descripcién, se defins como el tiempo
nfnimo para que se produyes la duplicacién de la con-
centracién de bacterias en la fase logarftmica ( es Ge-
cir 1inea recta sobre un trazaedo logarfimico) de la
fermentacién de la carge realizada bajo condicionss &p-
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tings, o8 de_cir, tomperatura, pH y suministro no limi-
tador (incluyendo el uso de un exceso de agitacién) de
hidrocarburo, 0, ¥y medio salino acuoso éptimo pars la

bacteria. Si se emplea un promotor del dessrrollo en el

procedimiento continuo, el ntiempo de generacién mini-

mo* a que se hace referencia anteriormente deberd incluir

el suministro de dicho promotore. Este tiempo mfnimo de

generacidn pars la bacteria particular puede determinar

ge gogdn la literatura o determinarse convenientemente

de modo empfrico en el laboratorio, usando preferible~

mente un fermenmtador de cargas agitado con una pala &

1 oﬁjm . PeDolle

Respecto a la sorprendente naturaleza de la mejo~-

ra obtenida limitando el tiempo de permanemcis del 1f-

quido, no cabe esperar que unog cortos tiempos de per-

manencia mejbrén la gselectividad ni que un experto en el

arte intente ordipariamenté usar tales tiempos de perma-

nencia cortos del 1lf{quido en ausencia de 1s mejora de
séleetivid.sld aétualnente- desei;hierta. Ast, (1) es teld-

ricamente imbosiﬁle usar en un procedimiento continuo

tiempos de permsnencia del lfquido inferiores a 1,45

veces el tiempo minimo de. gen;mi_én, es decir en cual=

quier reaccién en la que el ritmo de formacién del pro-

dudte gea proporel om 8 la cantidad de producto presen-

te, el tiempo mfnimo de permansncia para un procedimien-

o pont:lmio 88

log

3
natural 2

8 1,45 veces el tiempo

ninimo de generacién de la ocargaj ¥ (1) como el proce-

dimiento continuo estd eu;‘]pto a deglrdenss y considera-

bles variacionea respecto & las condieiones Sptimas,

habrd de aplicarse un margen de seguridad ds ¥ por lo
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menos., ¥ preferiblemente 2 veeeé; el tiempo minimo de
permanencia pars un procedimiento continuo (econcreta-
wmente, 1;45 veces el tiempo ufnino de generacibn) pa-
ra evitar el agotamiento de la poblacibn de baclerias,
eg decir su desaparicién del reactor. Es de destacar
que el dnico coste para este factor de segurided es
el inoremento de tama¥io del reactor y qus esto congti-
tuye un costo menor en el costo total del procedimien-
40.

Cabe degtacar que no debe esperarse que unos

cortos tiempos de permanencia mejoren apreciablemente

~ la selectividad y que las ventajas comerciales obteni~

das utilizando cortos tiempos de permanencia del lfqui-

do son extremadsnente grandes, como seguidamente se ex-

pons:

T. Cogtos d¢ refrigeracifn.— Todos los proce-
dimientos de desarrollo bacterisno son 4ltamente exo-
térm.coa; por ejemplo de 2520 & 5040 Cal/kg de célu-
las y se realizan a temperaturas. préximae'a la tempe~
ratura ambiente. Por consig;nante; 8o requiere ordina-
riamente refrigeracién en lugar de enfriamiento con
agua. El costo de esta refrigeracién en un procedimien-
to t{pico en el que se utiliza un corto tiempo de per—
manencis (ecuacidn 1) es sproximadamente el 40% de los
costos asociados 8 la fermentacisn (es decir los cos-
tos totales compuestos por los de la materia prime mes
los de 1la fementacién; nae los de recuperacibn del
pr&ducto)-. Con mayores tiempos de permanencia (ecuacién
2) este costo se inoromenfa aproximedamente en un 60%,
es deoir proporcional a la cantidad adicional de ox{-
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geno utilizada pera formar 0, ¥ ‘agua. ;

2. Costog de spergia.- Podos los actuales pro-
cedimientos de desarrollo bacterianc implican hidrocarbu
ros disusltos en baja concentracién en un medio de de~
sarrollo salino mineral acuoso. Como 61 ox{geno tiene
uns solubilidad muy baja en agua, se requieren grandes -
cantidades de energle (agitmcién y ventiladores) pars
obtener ls transferencia de oxfgeno al microorganiamo.
Estos requisitos de enersfa mo se reducen por recursos
tales como 6]l emulsionamiento, aunque pueden ser redu-
cidos usando aire enriqugcido en ox!geno. en lugar del
propio aire. Sin embargo, el costo de proporcionsr ai-
re enrigquscido en oxfgeno es muy considerable. En cual-
quier caao;»_ utilizando cortog tismpos de permanencia
(ecuacidn T); los costos de ensrgfa representan aproxi=-
Mamentg: el 40% de los costos de fermentaciln y eatos
costos se iﬁcremeﬁta.rian aproximademente en un 40% 6
mas utilizando mayores tiempos de permanencia, (ecua-
cién 2). ,
3. -Cogtog de hidrocarburog.- Los costos de hi-
drocarburos. se reducen nsturalmente en un 15% utilizen-
do cortos tiempos de reaccién. 8in -embargoe, estos cos-
tos son pequefios en comparacién con aguellos a los quse
ge hace referencia anteriormente.

4. Coatos de equipo regotor.- El tamalio del
reactor se reduce también en un 15% utilizando cortos
tiempos d¢ reaccidén. 9in embargo esta mejora de costo
eg también pequefla en comparacién con los puntos T y 2
anteriores. _

Con relacidn a una versién preferida, la de em~
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plear como alimentacidn un alimento hidrocarbonoso 06
a 030, se ha descubierto ahora que le purificacién de
esta alimentacifn para excluir esencialmente todos los
arandticos es §ltamente deseable o necesaria. Se ha des
cublerto ahora sorprendentemente que los materiales arg
miticos tanto monocfolicos como policfclicos normalmen-
te presentes on las aliment’ac:l‘gms de petréleo no son
utilizados por machas bacterias, y sin embargo estos
arondticos son adsorbidos sobre o en el interior de la
bacteria adn cuando los ésteres subproductos y aceite -
sin convertir sean reducidos al mfnimo por los presen~
tos procedimientos preferidos. Aef, estos materiales
son diffciles de separar; por ejemplo, unos intensos
ensayos de -alimentacién animal muestran que unos nive-
les de cualesquiera aromdticos policfelicos o monocf-
clicos, en los alimentos para animales por encima del
0;,05% en peso disminuyen gréndemente el desarrollo ani-
mel. Lsi,, adn cuando se separen posibles aromét.ioou
heterocfolicos carcin&genoa, los arométiooe nonocfcli~
cos serfan axtremé.damente. perniciosos pars el desarro-
1lo animal. El presente procadimiento.,f- por eliminaqién
agencialmente de todos los srométicos del alimento, per
mite una recuperacién extremadamente econbmica de las
bacterias, puesto que se ha obgervado ahora que el ali-
mento hidrocarbonado residual sin convertir y los és-
teres productoa; etc..; -retenidos-en las bacteriaa;‘ no
contaminan o perjudican de otro modo el desarrollo ani-
mal ;. Estos productos retenidos en las bacterias no son .-
gin embargo ventajosos por 1o que intencionadamente se .

les reduce al mfaimo mediante las técnicas preferidas
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actualmente descublerias y que mas adelante se descri-
ben. ‘

As{, se ha descublerto que dotando de grandes
cantidades de a.tr.e.','del orden de 0;5 a 4;0 ¥y preferi-
blemente de 0;8 a 2,5 voldmenes del mismo al reactor
por voldmen de létqu:Ldo en el reactor por minuto por por
centaje en peso de concentracién bacteriena en seco en

el reactor por tiempo de permansncia del liquido en ho-

.ras, se obtiene una perfeccionada selectividad. En uns

versién variante, se Qmplea aire enriquscido en oxige-
no. Con este material, se reduce prqporcionalmente ol
suninistro de la cantidad requerida, puesto que se in-
orementa el contenido en ox.fgeno. En esta versién, el
aire enriguecido tiene mie del 70$ ¥ mag preferiblemen~-
te afin mée del 90% en oxtgeno; debido a la economfa pro

porcionade por los. reducidos costos de compresor. Asf
prodyc @

-se roduce la conversién inicial del oxfeeno presente -en

o N .
dcidos grasos, cuyos Soidos utilizan luego las bacteriase

para su desarrollo, produciendo COy y agua como subpro-
ductos de los mismos. En eusencia de suficiente aire
continda la réacciﬁn inicial de produccién Qe écidoa;
pero hay un aire insuficiente pars que las bacterias
utilicen 193 £cidos para su desarrollo, convirtiendose

‘on 8steres, que se acumulan en las células.

~ En obra versidn preferida, se ha desoubierto que
utilizando aire enriquecido en ox{geno, puedean smplear-
86 niveles muy elevados de hidrocarburos, por ejemplo

superiores al 2% en peso sobre el medio acuoso saline

.inorgénico (incluyendo NH,OH) suministrado, y al miesmo

tiempo puede obtenerse una completa utilizacibn del hi=-



e

- 0.

2

20.

30.

Nereey

drocarburo, es decir reti¥ndose contimamente unos ba~

jos niveles de hidrocarburo en la mezcla én equilibrio.
Ademés, sorprendentemente la elevada selectividad res-
pecto a bacterias frenmte a dsteres del presente proce-

dimiento se conserva incluso con estos elevados niveles

~ de¢ hidrocarburo., Unos niveles proeferidos son dsl ¥ al
"5 ¥ néis preferiblemente del 1 &l 3% en pesc, basado en

el medio acuoso salino inorgdnico cuando se usa aire
enriquecido en ox{geno.

PFinalmente , utilizando'espscffieanente un medio
de desarrollo acuos¢preferido, que contenga una combi-
nacién orftica de sales inorgénices se incrementan:
grindemente las selectividades, de manera que se oObtis-
ns uns digminucibn déc.uple en ésfems, es decir la mez~
¢la en equilibrio despuds del secado contiene un 2% de
4stores respecio s las vacterias, frente al 20§ obteni-
do con 8010 una-ligere variacién en el medio de reaccién
de sales minerales.

Todo 1o que antocede; considerado de modo combi-
nado. di eminuye gréndemente los costos de produccién de
los alimentos para animales a partir de hidrocarburos.
Lsi; por ejemple, las necesidades de energ!a para agj;-
tar ol reactor y suninigtrar siz'e; son gréndemente re-
Gncidaa;, ademés. de. 1a enorme mejora obtenida al poder
separar las bacterias mediante un simple procedimiento
Que no requiere unss operaciones de puriﬁ.cacibn extre-
nadanente coetosas.; por ejemplo un lavade repetido con
sulfactantes; extraccidn, etc. '

Finalmente; o8 preferible usar coagulantes; por
ejemplo sulfactantes catibnicos, para dieminuir la se-
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paracién 1nicia1, por ejemplo los coatos de centrifu-
gacién o sedimentacidn. :
La presente invenciln se comprenderd més clara-

mente considerando el adjunto dibujo, gque ilustra un
aparato preferido para realizar de modo continuo la
pz;eémnte invencidn utilizando una aliqxenfaci&n pre-
ferida csf-c 30 e contengs arométicos, Con referencia
al dibujo, la alimentacién bidrocarbonada se introduce
par el conducto 1 & la purificacidn del mismo 2, de dog
de g6 retiran loe matez;ialu snormales y les impurezas
e travéds del conducto 3. Esta purificacién del alimen~

5s

10.
to consiste preferiblemente en unz absorcidén de los hi-

drocarburos normales, preferiblemente parafines, median
te oribas moleculares 5A seguido de. desorcién y luego
de. una limpiega de 1os hidrocarburos normsles desorbi-
dos con cribas 131 $ g8l de sflice para absorber las

restantes impurezas, incluyendo a los arométicos. Las

parafines normales purificsdas se pasan a través del
conducto 4 al depbsito 5 de parafine normal. Las para-

5.

fings normales son suminigtradas a travds del conducto
6 al reactor 7 que contiene a las bacterims y son agi-
tadas for un agitador 8« Se suminisire fcido fosférico
s través del conducto 9, se suminigtran sales inorgs-
nices @ través del conducto 10 ¥ agua & travég del
coﬁducto 11 ol depdsito de mezclado 12 equipado con un
agitador t3. La solucién salina mezclada se suminig=
tra a través del conduc‘to 14 al reactor. También se

20

suministra hidr&xido anénico al reactor a través del
conducto 15. Se suministra aire o alre enriquecido al
reactor a través del conducto 16. S8e ventilan a la at=

30.
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nésfera desds sl reactor a travéds del conducto 17, aire,

C0y y vepores de agua. Se retira. continuamente a través -
del conducto 18 una mezela de células de producto, solu~
¢ién. salins y pequefias cantidades de bidrocarbure sin
reaccionar; y una psrte de este mezcla es recirculada a
través del comducto tg; torre de refrigeracién 20 y con
duoto 217; para proporeionar una rét;igeraci&n al reac-
tor. Adicionalmente o como variante, pusde emplearse
tambidn en el reactor un serpentfn de refrigeracibn 22.
El resto e la mezcla-producto es suministrado a travéds
del conducto 23 s centrifugadofas o sedimentador 24,
donde se separa las células de producto. El 1fquido so-
brenadante es retirado a través del conducto 25 y recii-
culado al reactor. Les célulag concentradas separadas
se pasan a través del conducto 26 a los secadores 27 .
que serédn preferiblemente secadores (par pulverizacién,
utilizando aire caliente suministro @ través del conduc-
to 28+ Las célulae secas de prodp.oto ge retiran a través
del conducto 29. Preferiblemente, la separacidn centrf-
fuga o8 tal que el porcentaje en peso de células secas
(sin incluir el agua intercelular) en la pasta de 1la
centrifugadors sea del 7 &l 28% en peso y mas preferi~
blemente del 10 al 15% en peso,fal separacién pusde.
efectuarse eeon&ncamexr;e y debido a las criticas con-
diciones de la reaccidh, las células del producto final

_contendrén despuds del secado s6lﬁmei1te del 7 al 10% en

pesc.de grasa total, de la cual el 75% aproximademente
eatd constituido por égtezeé yels$s el 9% en peso por
gales inorgénicas. Asf, las pérdidas de estas dltimas
que no son particularmente ventajosas en el alimento:
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animal, no son axeesives. Se destaca que en 1ugar de

la separacién cemtrifuga, pueden emplearse otros né-
todos tales como la filtracién o sedimentacién, con
o sin aurilisres filtrantes o coagulantes, para efec-
tuar la geparscién inicial de las eélu.‘l.aa; pudiéndoes
usar naturalmente varios procedimientos de secado. En
cualquier oweo»; o8 de destacar que este procedimiento
es extremadamente ocon&nica; en 61 sentido de que na
s® re'quieran ninguna separac18n 'complota. especisl ni
lavado de surfactantes para separar aceite Yy subprodxi;g

toz (aungus pueden emplearse. en aspectos mas amplios

* ge esta invencibn) para obtensr un producto final de

un contenido en p_fotainas extremadamente elevado y sin
impurezas nocives para los animales 0 seres bumanos.
De aemrﬁo con la presente 1menci&n; los ali~
mentos para el presente procedimiento son almontoaf
de petrbleo de c{.—cw, prefdriblome;xte aceites 'gaaeo- N
@os que hisrvan entre 130 y 4008C, y preferiblemnte
entre 190 y 3202€, Otros alimentos preferidos son 61- ’
630 norma.lea ] :l.soparaﬁnas, cicloparaﬁnaa, monoole~
finas, diolefinas y aromfticos y mezclas de sllos.
Particularnente pretaﬁ.des son lae parafinas normales.
Alimentos dieponiblea en grandes oantidades y particu
larmente adecuadoe, son las parafinas normalea 2] 1—030
de gasolls; naftas ligeros y alimentos normalments &8
860808 tales como. metano, etano y Ppropano y nszelaa
de ellos, tales como gas natural Cuando se emplean
alimentos normalmente gaseosoa;. se suministran patu-
ralmente de modo preferido como &ases directamente al |

reactor a travds de rociadores.
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Para el Sxito Qe osta invenciln en su versién

més preferids, es critica una purificacién de cualquier
alimento 05-030 pars reducir el nivel de aromiticos
tanto policfclicos como monocfclicom por debajo del 0,5
% gn'pesro; preferiblemente. por dsbajo del O;tv % en pe-
80, preferiblements. por debajo de. 100 ppm. Esto ez ne-
cesario porque se ha descublerto abora sorprendentemen-

te que los aromdticos no son atacados por los microorga

_niemos y cuando se emplean los econémicos procedimien-

tos de separacilbn de esta invencién ein tal purifica-
oién,. del alimenio; el prodzict.o es .extmmada:_nsnte noci-
vo para los animales y personss. Por noo;vc., ge entien-
de que estos materiales disminuyen el ritmo de desae-
rrollo ds los animales con tales alimentos. Esto es
ecompletamente independiente de las pequeiias cantidedes
de aromédticos policfolicos qus se consideran carcinbge-
nas y que eé mantisnen preferidlemente fusra del pro~
ducto final. Estos. dliimos materisles pueden separarse
de la alimentacidn selectivamente por varios procedi-
mientoe; pero es sorprendente que ls cantidad de aromé-
tico monocfclico. que constituye una parte nqtable del
total de arométicos, es decir del 20 al 50%, ha de. eli-
minarse también a fin de permitir que el .prosente prd'-.
cedimiento resulte (til. Es de destacar que una serie
de. otros procedimientos descritos en la literatura como
comerciales o'poteneialmqnte. comerciales sugieren un
lavado de surfactantes extremadsmente costosos; extrac=
cién y otros procedimientos empleados sobre el produc-
to. a fin de obtener un buen material alimentioio para
los animales.
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El preferido procedimiento de purificacién del
hidrocarburo.; preferiblemente un slimento de gas-oil,
6s un procedimiento de crida molecular. Este procedi-
miento absorbe eelgcf;ivamanta. ‘108 hidrocarburog de cea—-
dena recta sobre la oribas molecular y los purifics asf
de modo substancialmente. c.&npioto de los aromédticos.
Un iétodo preferido de realizacidn de esta purifica-
cién del procedimiento con gas-oils se describe en la
patente estadounidense nfimero 3.070.542 y la descrip-
cién de esta patents se incorpora aqui por referencia
como técnica prei:erj.da para purificar los alimentos de

. la presente invencidn. Ia esencie de eata patente es al

descubfimiento de que precargando la oriba molecular
con el medio desplazador, preferiblemente amoniaco, ©

introduciendo el medio desplazador junto con el alimep

t0, se incrementa el ritmo de absorcién y se facilita
gr&ndemonte' la subsiguiente disorcién particularmente
con ;ue;tpriales 8¢ elevado peso molecular. Es tambidén
preferible usar una operacién adicional de limpiaza:._
oomo se describe en las patentes belgas ulmeros 637.262-
& 637.315, cuyes descripciones se incorporan también
aqui por referencia. Adecuadas bacterias para su empleo
en el presente procedimiento son cualesquiera que se .
degarrollen sobre hidrocarburos y que o sean tlxicas
para los a.nimalgaj, seleccionadas de la clase esquigo~
nicetos y que incluye las aig,uienteé. subclasess
I Seundomonadales

II Clamidrobacteriales

III Hipomicrobiales

IV Eubacteriales
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¥ Actinomicetales
V1 Cariofonales
VII Beggiatoales
VIII Mixobacteriales
A S IX Bspirocetales
X Micoplasmatales
Preferidas 'bacterias para su empleo en la presen
te invencidn son las siguientes:
Micrococcus eerifioanq; Pseudononas asruginosa,
10. Pseudomonas. fluqreaceng; Nocardia opaca, Nocardis ru-
bra, Nocardia coralina, Psesudomonas Methanics, Pseudo-
nonas desmoly‘bicnm; Mycobacterium phleie. Egpecialmen-
F te preferido es el Micrococcus cerifiocans, aislado e
- identificado por el Doctor Re E. Kallo y colaboradores,

150 Journal of Bacteriolegy, volumen 78 nfmero 3, pp. 441-
448 (septiembre de 1959). Se. han depositado cultivos
deéste orgsnismo en la American Type Culture Collection,

¥ 212 M Stree.t.; N. W.; Washington ‘7;. D.C., como nfmero
14987. La campleta identificacién de este material es

20. cmo sigues
' Morfologfas. Las células son pequeﬁas, esféricas,
tendentes a ser elipsoidalea en cultivos antiguos y en
medios de elevado contenido en nitrfgenoc. Las célﬁlas
de los medios definidos tienen un didmetro medio de.

25, 0,5 a 1,0 mic:a; las de medios complejoe tiensn unos

| diémetros de 1,0 a 2,0 micras. Las células se producen
aisladamente o én colonies. No se observan grénulos in
n&iles,; grinulos metacromfticos ni grdnulos sudanoffi-
licos.

30. Regccidn Gram: Negativa.
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Las colonias en agar definido son pequefias (aun
miiime.tro); circulares, convexas y con borde eatero.
Las colonias sobre agar nutrientes son mayores (2 a5
um), mucoides desarrolladas y gensralumente redondas.

Pigmentacifén: Se producen variantes blance, beis
o canela.

. Obligadamente asrébicas. Una amplia variedad de.
matgrialea sostiens al extracto de lavedura de desarro-
110, hidrolizado csseinico, slcohole'y cidos de cede-
na largas, alcanos normales de. cadena large y olefinas.

Permentacién de. hidratos de carbono: No se fer-
menta ningdn hidrato de carbono. Mﬁbicmnte; muchos
hidratom dg carbono son asimilados. Egtos: incluyen a
la. gluqosa,- mal‘f;.osa, inannit.ol., sacarosa'.. 1actosa;_ ara=:
binosa, ramnosa, sor‘bi’col; dulcitol e inulina. Aerébi-
eamsnte»; ge n:ﬁiliza la glucosa con produccidn de édcido.
Se ha identificado el &cido glucbnico.

Reductidn con nitratos Negativs,

Licuacifén de gelatina: Gensralmente negatives
Puede ocurrir una lenta licuacidn en algunas r;zas.

Hidr8lisis de urea: Negativa. : T

Se. produce. catalasa.

No se utiliza hidr&sono-.

La temperatura Sptima es 258C. . ‘

BL pH 6ptimo pare el desarrollo es de 7,0 & 8,5.

Puentes Tierra de: Lowa.

Habit4oulos Tierres

‘Bg de destacar que ung identificacién més re--
ciente: llevada a cabo en los laboratorios de estos in-

ventores, muestra que el orgsnismo es probablemests un
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artrobacteria en lugar de un miapcosccus § 82 ’aseneja

egtrechamente al Arthrobvacter ureafacenes. El1 siguien-

te resumen de productos indics las ragonss por las cua

les egte organismo se identifica prefsriblemente coemo

‘5.. una artrobacterias

Micrococcus

Siempre srampositivo al
grincipio la fermen~
acibn

Células en masas irre-

gulares

~ Nunoa cambia de tan_laﬁo

Nunca. se produce en un
eetad.o de barra.

Hidratos de carbono
frecuentemente fermen-
tados

w, Cerificansv

Siempre gramnegati
vo

Como la artrobace

teria-

»

Artrobacteri

Gramnegetiva o ve-
riable

Puede producirse una
formeeién ds filamen
tog cortos con gema-
ciédn rudimsntaria

(algunsa)

Célulag cocoidales
grandes dan lugear a -
células en forma de
barras

Poco o ningin 4cido

de hidratos de car-
bono.

Como anteriormente se indica, se mtroducé aire

continuamente ea el cwltivo, preferiblemente por el fon-

do del recipiente de fermentaciln a través de un rocia~

dor u otro aispoaitiwo mecé.niqo para desintegrar el ai-

10..

re en finas burbujas. Camo anteriormente se describe,

el reactor ee egita..prefariblemente mediante un sgite~

dor de pala u otro medio pm.diatﬁ’oﬁir poxr completo

el oxf{geno por todo el medio de cultivo reactivo. Por

ejemplo, puede emplearse un agitador o agitedores de

1. palas que tengan un valor eun caballos de 1 a 100 ¥
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preferiblements ds 5 a 30 por 4546 litros ée medio de

_eultivo reactivo 1fquido. Los niveles de agitacién pre-

feridos con un agitador de psala son superiores a 1.000
r.p.m. ¥ preferiblemente superiores a 1.500, Preferi~
blemente-;_ se emploard una aireacidn en 'Eorbellino; es
decir con 6l uso de un cilindro vertical extendido des-
de justemente por debajo de la superficie del lfquido

- hasta cerca del fondo del recipiente, pars obtensr un

me jor mezclado y retirar la espuma formada en la fer—
mentacién de la superficie del lfquido y distribuirla
a través del tubo haste el fondo del recipiente.

La tuent‘a' de nitrégeno puede ser un derivedo ni-
trogenado orgénico o inorgénico. En la categorfa orgéni-.
es; pueden mencionarse las profbeinaa; protetngg hidroli-
zadas_-éc-iha‘s\', protefnas adigeridas con enzimas, sminod-
cidos, extractos de levadura, asparraguina y ures. Por
razones de economia;. 6s generalmente preferibdle émplear
un compueato inorgénico tal como amoniaco, hidr&xido.
aménico ._o ssles del mismo:; tales como fosfatofménico,
citratohménico,. stce Un método muy conveniente ds su~
ministrar nitrégeno consiste en afiadir hidréxido amén:;-
co. Do esta manera se proporciona el valo‘r de pH de 5,5
8 '2,5 y el nitrégeno requerido. Para este fin, también"
puede burbujearse gas de anon:[acoﬁii-ectamente on ol
cultivo. Como variante-; puede afladirse dcido ° base
adicional si fuese nscesario de vez en cuando, por o jem=
plo 804Hye Eg Ge destacar qus el presénte procedimiento
no requiere ningin costoso estimulante de desarrollo,
tal como vitaninas;, etc. .

" Ademds de las fuontes de enorgfa y nitrSgeno, se
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requieren tembidn cantidades critices de mutrientes
minerales seleccionsdos en ol medio para llevar al mé-
ximo la selectividad. Asf, se requieren potasio, szu-
fre ¥ réaforo. Estos elementos pusden sministrarae
S en forma de aus sales. Asf, el potasio puede suminis-
trarse como cloruro, fésfato, sulfato, citrato, aceta-
to, nitrato potéeico, etc. El azufre y ¢l fésforo, se
suninietra. . e_n forma. de sulfatos o fosfatos tales como
fosfatos metdlicos alcalinos o aménico . Las preferi-
10, - das cantidades criticas de ninsra;és usados para lle-
var al mérimo la selectividad son como slgue (cantide-
des para diferentes concontraciones de células obteni- -
das multiplicando por el porcemtaje particular):
- Preferidos porcentajes en  Porcentajes en peso es-
Mineral peso do sales en medio acuoso pecialmente preferidos
suninistradas, basadas en de~ sales en medio acuoso
sarrollo 1% peso concentra— sunini stradss sobre la

cién células. bage desarrollo 1% pe-
80 concentracidn célu~

HPO, P 0.0T = 1.0 - © 0.05.- 0.25
Kay804 8 & Na 0.0t = 0.5 . 0,025 ~ 0.05:
61 K &Cl 0.01 = 0.05 0,05 = 0.10 -
MgS0, Mg © 0.005=0.5 ' 0,02 - 0.05

CaCly Ca ‘ 0.005= 0.5 0.02 = 0.05

Ademﬁa, se requieren también leos siguientes mi~
15, nerales. pero las cantidades aon menos crfticas, como

seguldamente se expone:
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Mineral Preferido porcentaje peso Porcentaje peso especial-

sal-guministrada basado en mente preferido sal sumi~
desarrollo 1% peso concen- nigtrada sobre base desa~ -
tracibén células. rrollo 1% peso concentra~ -

cibn células. '

FeS80,
MnS04

5.

- 40,

1-5 *

20,

Fe 00001 - 0,1 ’ 0.005 - 0.02
Mn 0,00T - O, ¢ 0.005 - 0.02

En todo lo que antecede, los iones indicados co-
mo suminigtrados como otras sales en cantidades este-
quiomdtﬁ%ﬁ/iguales (por célculo) pusden emplearse tam-
bién menos preferiblemente.

Adicionalmente, el nitrégeno ha de ser suminis-
trado como una sal, smonfaco, sal aménica o hidréxido
aménico, preferiblemente en mater;al anoniacal y mes
proferiblemente hidrbxido aménico en cantidades de 0,08
a 00 y preferiblemente de 0;1 a 0,15 gramos de nitré-
geno por gramo de células secas producidas,

La temperatura del cultivo puede variarse entre
20 y 458¢C aproxinadamenta; y preferiblemente entre 25
7 4080, Pare mantensr adscuados niveles de temperaturs,
es ordinariamente necesario calez‘rhar.e], sistema durante
las primeras otapas del comienso, en tanto que al avan-
zar el.cultiiro;' se obaervard que se genera calor en el
miemo y por consiguiente serd necesario un enfriamiento
pera mantensr la deseada teﬁperatnra. Esto puede reali-
zarse. econfmicamente recirculando material a través de
un refrigerador o utilizando eefpentinas de refrigera~
cién en el reaetor; como anteriormente se indica. |

Ia cantidad de hidrocarburo suministrado (inclu-
yendo recirculacién) dasada en el medio ealin_o acuoso



L

=

-

10.

15.

20.

25,

30.

(incluyendo NH4OH ) suministrado. es del 1 al 10$ en
peso y preferiblemente del 1 al 4% en peso y especial-
mente del 0;5 al 2% en peso cuando se emples aire.

El tiempo de permanencia del 1fquido psara la
bacteria preferida; es decir el "licrococcus cerificans®
(artrobacteria); es decir el volumen de liquido en 6l
feactor;‘ div.idido por la cantidad de materisles de ali-
mentacién suministirados (y productos retirados a fin de
mantener un constante nivel 1fquido e;i el reactor) por
hora; es en general de una a 10 horas, prgferiblemonte
de 1 a 3 horas y mas preferiblemente de 1,5 a 2,5 horas.
Estos preferidos tiempos de permanencia no solo mejoran
1a selectividad sino qus ademds reducen las necegidsdes
de .ox{geno. ' _

8¢ comprenderdi més claramente ia presente inven- .
cién congiaerando los slguientes ejempioao

EJEMPIO 1.- BEfecto de diferentes alimentaciones sobre

la produccién de baoteriée y el desarrollo

animal. '

Se cultivé el Micrococcus cerificans en un medio
saiino acuoso que contenfa una fracciln de gae oil Li-
rik como dnica fusnte de carbono. Se. comecharon las cé-
lulas producto por medio de centrifugacibén y se lavaron
ung vez con agua, se recentrifugaron y se lavaron dos
veces con acétona;' filtrdndose luego. Se obtuvieron los
siguientes reat‘;ltadon; incluyendo los derivados del uso
de células bacterianas como dnica fuente de proieina
en dietas para ratas, de acuerdo con el ensayo de eva~
luacién proteim.co deacrito en *Official Methods of Ana- .
lysis", 98 edlci&n, 1960, Sece 39,133 (e) y (). En
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este ensayo 80 afiade la muestra en cuestién a una diets
de maners que el nivel prdteinico de esta dltima ses del
9,09%. Se mantienen las ratas con esta dieta durante un
periodo. de 4 semanas., Se anotan semanalments la ganancis
3. en peso y el consumo de alimentos., Se calcula al final
. de la cuarta semana el peso ganado por unidad de alimen~
to consumida y se compara el wvelor obtenido oonv 8l obte~
nido en un ensayo simulténeo en el qus la fuente de pro-
teins es caseina. Se émplean 10 ratas pars los ensayos

10, con cageina y con la muesira. .
Material alimen- % peso pare~ Produccién Valor nutritivo biolé-
theibn. fina. células. gico (cameinas100)

: ' . 4 de ollo rat
Gas oil Lirik 60 - B .59 .
Cers dévil 76 97 . . 53
Exadecano 100 105 o 76

La mejora en el valor nutritivo puede atribuirse
prob‘ablemenﬁo;- al hecho de que los r;siduos hidrocarbona~
dos sin reaccionar procedentes del gas oil y de la cera
aébil son inhibidores de desarrollo animsl, mientres

15. . que las parafinas puras o relstivamente puras { es de-

' eir purificaéss como aquf se describe) no mmestran efec-
toe adversos. Esto 8 ilustra mediante los siguientes
datos experimentales adicionales. El lavado aceténico
del gas oil Lirik se concentrd por ebullicidén de la ace=~

20, ‘ tona primero a presibén atmosférica y luego en vacfo. Des-
pués de extractar el residuo 016080 con un 5% de NaCH
para sepsrar cualesquiera écidos orgdnmicos, se sometiéd
la fraccién neutre a un andlisis espectrométrico en
mass y se observ8 que tenla la siguiente composiciéns
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31,4% de perafinss, 19,2% de n;f;senos ¥ 49,4% de aromé~
ticos. Este material se mezcld luego con caseina de re-
ferencia ANRC (American Nutritional Research Coﬁncil) a
niveleg del 1,3. y 5% en peso y esta caseina fué usada
Fe como dnica fuente de proteina en la@ dietas para las re-
tas de acuerdo con el ensayo de evaluacibn de proteinas
dascrito en ®0fficial Methods of Analysis®, 9¢ edicién,
1960, Sec. 39.133 (¢) § (£). Do igual manera, 8e prepa.r&
" una gorie de musstras 4e caseins conteniendo 1, 3, 5, 7

10. y 10% de parafinas purificadas, (crida molecular 54 y

limpiega) que consistfan en parafinas normales eaencial-
mente pui'as con 70 ppm.'apronmadamenta de aromiticos.
Se cmpariéA el desarrollo medio de las ratas con

estae dietas con el desarrollo medio de las mismas coa

1. cageina sin adulterar (10 ratas por muestra de ensayo)

durante un perfodo de 4 gemanas. Los resultados de este
ensayo se muestran en la siguiente tabla.

Nivel de bidrocarburc Desarrollo ratas como % control casei

en caseina (% peso). siduc gas oil arafines c mole~
- Lirik gular.
1 7745 ‘ 103
3 75.0 100
5 61.9 104
7 - __ 94
10 : - 103

. Se obtiene otra prueba.del efecto inhibidor del
material extractable ecet&nico por el hecho de que cuan-
204 do .no se lavé con acetona el Micrococcus cerificans HO-1,
desarrollado en cera débil, era virtualmente sin ningdén
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valor como suplemento protefnico, puesto qua las rates
desarrolladas con una dieta que contenis este material
comofintca fuents de protefnas ganaron sblamente 5 gremos
en dos somanas, que repregentaba sblamente el ‘*milde las
desarrolladas con el control caseinico en el mismo perfo-
do.
EJRMPIO 2.~ Carfcter critico.del tiempo de permanencia.
Se cultivé continuamente Micrococcus ceri-

ficans on ol siguiente medios
Gramog/litro

Cera débil 10=90.
fpann 60 - Tweens 60 0.6~-T,2
B0, 5

K01 ' o

Call, ‘ 0.5
MgS04+THAO 0.2
UnS04.+4H0 : 0.2
FoS0;.7H,0 - 0.2
FeCl - 042

‘ Se afiadié NH4OH concentrado en la medida nece
saria para controlar el pH en 7_.

Los anteriores nutrientes se disolvieron o dis-
persaron en agua del grito'paré. obtener les concentra-
ciones deseadas.

Se mantuvo la temperatura de la reaccidn en 30RC
¥ la fermentacién se llev§ a cabo en un fermentador
Neuw Brunswick de 7,5 litroa; con una capacided de¢ fun-
cionamiento de 4 litros. Se variaron el ritmo de flujo
de aire y la velocida;d del agitador a fin de obtensr
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unas eficiencias de airaaci&n de 3,5 a'7,0 milimoles de
0, por litro por minuto, medidas por e; nétodo de oxida-
cibn de sulfijtoe de Cooper y Pernstrom, Ind. & Eng. Chem.
36, 405509 (1944).

El tiémpo- de permsnencia en el fermentador se va-
r16 do 1”;3 a 4;0 horas y seguidamente se muestra el efec-
to de la variacién: ,
Tiompo de permanencia en horas Selectividad. % en peso

células seces basado en

cora d€bil convertiaas 8
células y COp

4.0 101 A\
4.0 | 102

2.0. 120

2.0 128

2.0 ‘ 134

2.0 133

2.0 | A 121.

te3 138

Debe destacarse que esta mejora es grande no so-
1o debido & la incrementada selectividaed, sino también
porque esta mejora del 30% reduce también 1aq necesida-
des de oxfgeno y las de separacién de calor en un 50%,

Se. repitié este experimento empleando una alimen=-
tacibn parafinica normal purs, es decir n-exadecano, y
se efectuaron andlisis de hidrocarburo sin rea.céiopar
por medio de fractometrfa de wapores. En este caso, fud
posible caloular selectividades como % producto neto
formado unidad de hidrocarburo consumido. Estoa resulta-
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Tiempo permanencia (horas) Selectividad, (% peeo células
: . secas basado en hidrocarburo

sonsupido,
'3 ' 105 & 2
2 16+ 6

Cada uno de estos valores representa un promedio
de 5 a 6 pruebas experimentales.

EJEMPIO 3.~ Carfcter erftico del nivel de aire..

Se oultivd Micrococcus cerificans como se dee-
cribe en el sjemplo 2; usando una cera débil con una
concentracién de 20 gramos. por litro. Se variaron la ve-~
-locidad del agitador y el nivel de aire en dos experi-
mentos y seguidamente se. muestran los resultados:

Tienpo Nivel ©Porcentaje Velocidad Porcentaje pro-

it pmie g peeiey gy gt chue
= 0n/litre/ reactor. nuto). sado medio afiadida) .
nuto) . . 8cuoso sa~ :
t lino inor-
4.8 4 hr. 1 2 1200 44.4
7.0 & hr, 1.5 2 1400 98.1
EJEMPLO 4.- Efecto de um reducido tiempo de permansucia
10. sobre la utilizacién de 0, y @esprendimien~
to de calor. '
De igusl manera a como se describe en los ejemplos
: 2y 3; ge ofectuaron fermentacionea continuas dajo con~
diciones idénticas; a excepcidn del tiempo medio de per-
15, manencia en el reactor. Las condiciones fueron como si-

gue!



!E:lempo de permanmencie Selectividad (porcen
(hora.a) ta.je geao células se
asedo en exade

cano conamdo) .

lfedio de alimentaciln

n-exadecano
85% H3PO,
KC1

NapS04
MgS0,

Mn804 .Hp0
Po504.TH)0
Cally

Resto agua del grifé

0.5

Reactor 7,5 litros, 4 li‘b;-os- volumen lfquido.
Ritmo alimentacién aire 3,0 1litros por minuto.
pH mantenido & 7,0 mediante adicién NHyOH.
Velocidad del agitador 1.500 r.p.m.

Temperatura 358C,.
Resultedos:

Consumo oxf Produccidn
geno en li- 002 por li-
bras por 11 g ge célu-

bra de cl8 a5 secas.
las g8Cas.

5.

1.13
1.30

1.27 0.97
0.89 0.62

Otros ensayos similares han dado consistentemente

el mismo resultado. Aungue la selectivided y el consumo

- de oxfgeno varfan algo ds acuerdo con otras condiciones,

las tendencias con el tiempo de permanencia son siempre

‘las mismas.

EJEMPIO 5.~ Tiempo minimo de gensracidn.
Repetidamente con Micrococcus cerificanse y a&ecua-
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dos medios ealinmos, tales como los mostrados en los ejeu-

plos 2 y 6, se ha observado un desarrollo (logaritmico)
en reactores de 7,5 litros agitados a 1.500 TePels ¥ COR
suficiente alimentacidn de sire para mantener la presién

‘parcial del oxfgeno gaseoso separado por encima de 0,1

l1.pe.cs La. medida ordinaria del desarrollo logarfit nico
ha sido la cqnoegtracién en (0, como gas separado, que
se {luplioé cada 45 minntos $ 10 minutos. En algunos ca-
gop, se supervied también la concentracidn celular y los
resultados confirmaron la medicidn de CO,. Ast s o1 tiem-
po mfnimo de generacién para el Micrococcus es de 45 mi~
nutos + 10 minutos.- |

EJEMPLO 6 ,~ Caracter critico del medio de reasccién sa~

_ 1ino inorgénico.

Se cultivé por cargss el Micrococcus cerificans en
matraces agitables usando un matraz Erlemmeyer de 50 ml/
500 ml sobre un agitador giratorio a 250 Tepem. y un
tienpo de fermentacién de ';0 horas sobre n—axadecano;

usando los siguientes medios salinos inorgénicos:

op/1it
NaNO3 _ 2.0
KaHPO, , 1.0
MgS0q.TH,0 0.5
Poo(504) 3 0.0t
BnC1y. 4H,0 0.008
20804 . B0 0,002

Se ajusté el pH en 7,2 con ClH 1N. Se obtuvo uns
concentracién celular de 2.0 mg/ml que bajo estas condi-
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ciones ssciende & una produocién‘ de1 12.9"9 basado on
la cantidad de exadecano cargada. Al incrementarse la
concentracién de NOjNa a 12 gramos por litro, la con
centracibén celular incrementd a 4 yJ mg por ml pars uns
produccibn del 29%. Bajo idénticas condicionés con el
wedio. descrito en el ejemplo 2; se obtuvieron cbncentzg
eiqnea celulares de¢ 9,4 mg por ml ¥ la produccidn del
60,6%.
EJEMPLO 7.~ Usando lag‘ condiciones deac'ritaa en el

. éjemplo 2, con tieinpo de permanencia de
dos ‘horas;- ge cultivé Micrococcus cerificans sobre n-
exadecano a niveles del 1 al 2% en peso asproximadamen-
te y aire 'y O, puro como f.uontes_de oxfgeno, Cuando el
nivel de hidrocarburo fud del 1%, hubo muy poco efecto
por el uso ds ox{geno puro. Sin embargo, a un nivel de
hidrocarburo dsl 2%, el oxfgeno puro mejord notablemen=
te la utilizacién del hidrbcarbui'o;. como indican loe
siguientes datos: -

Conversifén

Concentracién Fuente 02 Selectividad
n~-exsdecano (g células f exadecano
(g/1) Cyg convertido).
9.3 Aire 1,14 96
10.9 0, “1.20 9t
19.1 0z Te13 &

Se comprenderd que esta invencién no se limita
a los ejemplos especfficos, que se han ofrecido sfmple-
mente como ilustraciones, y que pueden introducirse mo=-

aificaciones sin aspartarse del espfritu de la invencidn.
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Descrita suficientemente la naturalezs del in-
ventos asl como la manera de realizarlo en la précti-
ca, deba hacerse eopstar que las Aigposicionss ante=-
riormente indicadas,i son susceptibles de modificaciones
de detalle, en cuanto no alteren su principio fundamen=
tal., También se hace constar Qu.e el invento ze reflere
& unae Solicitudes de Patentes Presentadas en Norteamé-
rica, con fecha 21 ds mayo de 1963, n® 281.895 y o1 15
de abril de 1964, n® 360.14.1, acogiéndoae por lo tanto
& los Yeneficios qué cénceden los Convenios Internacio-
nales en vigor, sieando lo qua constituye la esencia del
referido invento y por 1o que ae solicita Patente de
Invencién por 20 afios en Eepaﬁa, gobre: YPROCEDIMIENTO
DE PREPARACION IE UN ALIMENTO ALTAMENTE PROTEINICO®;
oaracterizéndose por lo aiguientas . ‘

18 .- "Procedimiento ds preparaoién de un alimen-
tn altamente nrotetnico", caracterizado pox-qu/a compren-
de el suministro continuo de un hidroocarbure C4~C;g, un
medio lfquido de cultivo de sales inorgénicas acuoaa-a'
¥y un gas que contiens oxigeno; & un reactor agitado que
contiene al citado hidrocarburo,” medio acuoso. y bacte-
ria capaz de desarrollo en dicho hidrocarburo, la reti-
rada continua de una mezcla de bacteria, medio acuoso
e hidrocarburo sin convertir, y la separacién de la dac-
teria pare obtener un excelente alimento.

28 .= Procedimiento de preparacidén de un alimento
éltamente protefnico, caracterizado porque comprende el
auniristro contimmo 4o un hidrocarburo C4-C30, un medio
de cultivo 1fquido no limitador, de sales inorgénicas
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acuosas y un exceso de gas conteniendo oxigeno & un reac-

tor vigorosamente aplicado que contiens a dicho hidrocar-

~ buro, medio acuoso y una bacteria capaz de desarrollo:

en dicho hidrocarbure, encontréndose la citada bacteria
en la fage logaritmica; poblacién que increments expo-
nencialmente , de desarrollo y enconiréndose presente
en una concentracién igual o mayor que aquella para ls
cual ¢l ineremento exponencial de incremento de pabiacidn
s igual al incremento continuamente retirado, la contf-
nue retirads de uns mezcla de bactez-ia; medio acuoso e
hidrocarburo sin convertir, y la separacién de la Ebacta-
rie para obtemer directamente un excelente alimento pa~
ra animales.

38 .- El procedimiento de las reivindicaciones 1
& 2; caracterizado porque el material separado de 1a bac~
toria es recirculado al reactor.:

48 .= El1 procedimiento de las reivindicaciones 1
.2 2; earaofériz_ado porque el tiempo de¢ permamoncia 4ol
lfguido es de 1,5 a 4 veces el tiempo mfnimo de genera=-
clén para la bacteria particular.

. 58,- El procedimiento de las reivindicaciones 1

§ 2, caracterizado porque ol gas que contiens oxfgeno
suminigtrado al reactor es 0,5 a 4 volimenes de aire
por volémen de liquido en el reactor por minuto por por-
centaje en peso de concentracién de bacteris secsa en el

reactor por el tiempo de permanencia del liquido en ho-

68.- E1 procedimiento de las reivindicaciones 1
§ 2, caracterizado porque el hidrocarburo es un hidro-

carburo normalmente gaseoso.
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~ T8.~ El procedimiento de las reivindicaciones 1

§ 2, caracterizado porque el hidrocarbure es una nafta
ligera.

88 .~ El procedimiento de las raivz.ndicaaionos 1
] 2, caracterizado. porque el hidrocarburo es un alimen-
to paraffnico normal que hierve entre 190 y 4008C y que
contiene menos del 0;1% en peso de sromfticos.

g8 ,- Procedimj.ento- de preparacidn de un alimento
&1tanente protefnico, caracterizaedo porque comprende el
suministro continuo de une mezcla del 0,% al 10% en pe-
80 de¢ una alimentacifén paraffnica normsl que hierve en=
tre 190 y 4008C y que contiens menos del 0;1% én peso
de aromdticos en un medio d¢ desarrcllo acuoso de sales
inorgdnicas y un gas que contien oxigeno a un reactor
agitado inoculado con Micrococcus oerificans, la conti-
nua retirada de una mézcla de bacteria; medio acuoso ¥
parafina sin convrartir; da separacién de . bacteria que
countiens del 80 al 95% en peso de liquido basado en las
c‘lulas; ¥y el secado de la bacteria para obtensr directa-
mente un alimento exceleats. ,

108 ,= El procedimiento de la reivindicacién 9,
caracterizado.porgue el tiempo de permanencia en el reac~
tor es de 1 ,5 & 2,5 horas.

112 .- El procedimiento de la reivindicacién 9,
caracterizado porque la mezcla suministrada contiene
del 1 al 5% en peso de la parafina normal y ge smplea
aire enriquecido en ox{geno que contiene el 90 % &e oxi-
geno. '

izs.- El procedimiento de la reivindicacién 9,

caracterizado porque el medio 4e deparrollo acuoso de
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sales inorgénicas es.suministrado en las siguienteé
cantidades, baséndose en cada caso el porcentaje en
peso de sal suministrada en el producto de ba-ei_;eria
seca recuperado por unidad de tiempo: 0,05 a 0,25f en
peso de 1’0433;, 0;025 & o;osf en peso de S0,Na,3 0,05
a 0,10% en peso de C1Ky 0,02 a 0_,0595 en peso de SO0,Mg;
0,02 & 0,05% en peso. de C1,Cas 0,005 a o,oé% en peso
de SO,Fe y 0,005 & 0,02% en peso ds SO,Mn.

138~ Ei'p'rocectinie:rto de la reivindicacién 9,
caracterizado porque el tiempo de permanencia en el.
resctor es de 1 a 2 horas; 1la mezcla suministrada con-
tiens del 4 al 8% en peeo de la parafina normal y se
emples aire enriquecido en oxig,exio que contiene. el 90+
% de‘ox:tgeno. la cantidad de oxfgeno suministrado es
de 1,5 & 2,5 kg por kg de producto de bacteria seca
recuperade por unided de tiempe, ¥y €1 medio de desarrg
1lo acuoso de sales inorgénicas se. suministra en las
siguientes eantidades; basédndose en cada caso el por-
oenta;jes en peso de sal suministrada en el producto.de
bacteria seca recuperada por unidad de tiempo: 0,05 a
0;25'3‘ en peso de ?0483; 0,025 a 0,05% en peso de S04 Ne2s
0,05 a 0,10% en peso de C1K; 0,02 a 0,05% en peso de
Soglg; 0,02 & 0,05% en peso de Cl,0sy 0,005 & 0,02% en
| A 3: éeoo de 304Mn.
eparacidén de un ali-

'y como queda sustan-
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