
"Procedimiento de preparación de un alimento 
altamente proteínico".

, B3S0 RESEARCH AND EN^RNEERim COMPANY, entidad nortea­
mericana, residente en Elizabeth, Naw Jersey, EE.UU.de A.

Esta invención se relaciona con perfeccionados 
y económicos procedimientos de desarrollo de bacterias 
en alimentos hidrocarbonados económicos# así como la 
recuperación directa de un excelente suplemento alimona 
tioio de un elevado contenido protainico, por ejemplo
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del 70 al 75%, para animales y/o aeres humanos. Mas par­
ticularmente, se relaciona la invención con el suminis­
tro continuo de un alimento hidroesrbonoao liquido o ga­
seoso, un medio salino mineral acuoso liquido y un gas 
que contiene un exceso de oxigeno a un reactor que con­
tiene dicho alimento, medio acuoso y una bacteria capaz 
de desarrollarse sobre dichos hidrocarburos, estando di­
cha bacteria en la fase de desarrollo logarítmico (po­
blad ón que incrementa exponencialmente) y encontrándose 
presentes en una concentrad ón igual o mayor a aquella 
para la cual el incremento exponencial en el incremento 
de población es igual al incremento continuamente reti­
rado; la continua retirada de una porción de la mezcla 
de reacción a un ritmo tal que ee mantenga tiempos orí- 
tiooe de permanencia del liquide; la aeparación de mi- 
croorganismoe de. la mezcla retirada y finalmente el as­
eado de los microorganismos para obtener directamente el 
deseado suplemento alimenticio bacteriano de elevado con­
tenido proteinico* Mae particularmente adn, en una vereión 
preferida, esta invención se relaciona con el sumid atro 
de cantidades orí ti cas del alimento hidrocarbonado basan­
do en el medio salino acuoso* Mas particularmente, en 
una versión preferida, se relaciona esta invención con 
la realización de este procedimiento utilizando como ali­
mentación un corte seleccionado de un alimento de petró­
leo parafínico a C^Q que ha sido purificado para 
reducir el nivel de aromáticos por debajo del 1/2% en 
peso, utilizando como bacteria el "Micrococcua cerifi­
caos" y utilizando preferiblemente medios de reacción 
salinos inorgádeos no limitadores óptimos, para obtener
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una elevada selectividad respecte a la bacteria en lla­
gar de lea dateras eubproductce.

Se ha descubierto ahora la posibilidad de prepa­
rar económicamente un suplemento alimenticio excelente 
de elevado contenido protefnico, a partir de alimentos 
de petróleo económicos mediante el presente procedimien­
to crítico. El primer y mas importante requisito de ee!- 
te procedimiento ee el uso de tiempos de peimanenoia 
del líquido críticamente cortos en el reactor. Se. ha 
descubierto ahora sorprendentemente que utilizando tiem­
pos de permanencia del liquido de 1 ,5 a 4 veces, y pre­
feriblemente de 2 a 3 veces, el tiempo mínimo de gene­
ración para el organismo particular, por ejemplo el Mi- 
oroooccue ceriücana, ee produce una gran desviación 
en la selectividad respecto a la bacteria, como sigue;

1. 2.7 veces el tiempo mínimo de veneración:
35 kg.de n-parafina 4 40,370 kg Og 4 9,$79

kg de sales inorgánicas, NH3 , e t c . + 45,36 kg de cála­
las secas 4 28,123 kg de COg 4 11,796 kg de HgO.

2. 5^3:veoee el tiempo mínimo de generación: 
40,370 kg de n^-parafina 4 57,61 kg de Og 4

9,979 kg.de salee inorgánicas, NHj, etc. — ^ 45,36 íg 
de cólulae secas mas 43,998 kg de COg 4 18,597 kg de 
HgO.

El "tiempo mínimo de generación", tal como ee 
emplea en sata descripción, ee define como el tiempo 
mínimo para que se produgca la duplicación de la con­
centración de bacterias en la faaa logarítmica ( ee de­
cir línea recta sobre un trazado logarítmico) de la 
fermentación de la carga realizada bajo condiciones óp-



timas, ss decir, temperatura, pH y suministro no limi­
tador (incluyendo el uso de un exceso de agitación) da 
hidrocarburo, 0^ y medio salino acuoso óptimo para la 
bacteria* Si ae emplea un promotor del desarrollo en el 
procedimiento continuo, al "tiempo de generación míni­
mo* a que ae hace referencia anteriormente deberá incluir 
el suministro de dicho promotor* Bate tiempo mínimo de 
generación para la bacteria particular pueda determinar** 
ae según la literatura o determinarse convenientemente 
de modo: empírico en el laboratorio, usando preferible­
mente un fermentada de cargas agitado con una pala a 
1.500 r.p.m.

Respecto a la sorprendente naturaleza de la mejo­
ra obtenida limitando el tiempo de permanencia del lí­
quido, nc cabe esperar que unoe cortoe tiempos de per­
manencia mejoren la selectividad ni qué un experto en el 
arte intente ordinariamente usar tales tiempos de perma­
nencia cortos del líquido en ausencia de la mejora de 
selectividad actualmente descubierta. Así, (t) es teó­
ricamente imposible usar e¿ un procedimiento continuo 
tiempos de permanencia del liquido inferiores a 1,4? 
veces el tiempo mínimo de generación, es decir en cual­
quier reacción en la que el ritmo de formación del pro­
ducto sea proporei onal e la cantidad de producto presea 
te, el tiempo mínimo de permanencia para un procedimien­
to continuo es --— — 2----ó 1,45 vocee el tiempolog natural 2
mínimo de generación de la carga; y (1) como el proce­
dimiento continuo está sujeto a desórdenes y considera^ 
bles variaciones respecto a  las condiciones óptimas, 
habrá de aplicarse un margen de seguridad de 1 por lo
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m&noe^ y preferiblemente 2 vecen, el tiempo mínimo de 
permanencia para un procedimiento continuo (concreta­
mente, T,45 veces el tiempo mínimo de generación) pa­
ra evitar el agotamiento de la población de bacterias, 
es decir su desaparición del reactor. Es de destacar 
que el dnico coste para este factor de seguridad es 
el incremento de tamaño del reactor y que esto consti­
tuye un coeto menor en el costo total del procedimien­
to.

Cabe destacar que no debe esperarse que unos 
cortos tiempos de permanencia mejoren apreciablemente 
la selectividad y que las ventajas comerciales obteni­
das utilizando cortoa tiempos de pennanencia del liqui­
do son extremadamente grandes, como seguidamente se ex­
pone:

t. Costos de refrigeración.- Todos los proce­
dimientos de desarrollo bacteriano son áltamente exo­
térmicos, por ejemplo de 2520 a 5040 Cal/kg de célu­
las y se realizan a temperaturas próximas a la tempe­
ratura ambiente. Por consiguiente, se requiere ordina­
riamente refrigeración en lugar de enfriamiento con 
agua. El costo de esta refrigeración en un procedimien­
to típico en el que se utiliza un corto tiempo de per­
manencia (ecuación i) es aproximadamente el 40% de loa 
costos asociados a la fermentación (es decir los cos­
tos totales compuestos por los de la materia prima mas 
loa de la fermentación, mas les de recuperación del 
producto). Con mayores tiempos de pe imánemela (ecuación 
?) este coeto se incrementa aproximadamente en un 60%, 
as decir proporcional a  la cantidad adicional de oxi—
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Jgeno utilizada para tomar COg y agua.i
2. Coatoa da energía.- Todos loa actuales pro­

cedimientos de desarrollo bacteriano implican hidrocarbu 
ros disueltoa en baja concentración en un medio de de­
sarrollo salino mineral acuoso. Como, el oxigeno tiene 
una solubilidad muy baja en agua, se requieren grandes 
cantidades de energía (agitación y ventiladores) para 
obtener la transferencia de oxigeno al microorganismo. 
Estos requisitos de energía no se reducen por recursos 
tales como el emulsionamiento, aunque pueden ser redu­
cidos usando aire enriquecido en oxigeno en lugar del 
propio aire. Sin embargo, el costo de proporcionar ai­
re enriquecido en oxigeno es muy considerable. En cual­
quier caso, utilizando cortos tiempos de permanencia 
(ecuación T), los costos de energía representan aproxi­
madamente el 40% de los costos de fermentación y estos 
costos se incrementarían aproximadamente en un 40% ó 
mas utilizando mayores tiempos de permanencia, (ecua­
ción 2).

Costos de hidrocarburos.- Los costos de hi­
drocarburos se reducen naturalmente en un 15%  utilizan­
do cortoa tiempos de reacción. Sin embargo, estos cos­
tos son pequeños en comparación con aquellos a los que 
se hace referencia anteriormente.

4. Costos de equino reactor.- El tamaño del 
reactor se reduce tambián en un 15% utilizando cortos 
tiempos de reacción. Sin embargo esta mejora de coato 
es tambión pequeña en comparación con los puntos 1 y 2 

anteriores.
Con relación a una versión preferida, la de em-



plear como alimentación un alimento hidrocarbonoso 
a C^Q, ae ha desoubierto ahora que la purificación de 
eata alimentación para excluir esencialmente todoe loa 
aromáticos ea Altamente deseable o neoesaria. Se ha deg 
cubierto ahora aorprendentemente que loa materiales aro 
máticos tanto monocíolicos como polioíclioos normalmen­
te presentes en laa alimentaciones de petróleo no aon 
utilizados por muchas bacterias, y ain embargo satos 
aromáticos aon adsorbidos sobre o en el interior da la 

to. bacteria aún cuando loa Asteres subproductos y aceite
ain convertir sean reducidos al mínimo por los presen­
tes procedimientos preferidos. Así, estos materiales 
aon difíciles de separar; por ejemplo, unoa intensos 
ensayos de alimentación animal muestran que unos nive- 

1$. les de cualesquiera aromáticos polioíclioos o monocí-
clicoa, en los alimentes para animales por encima del 
0,05% en peso disminuyen grándemente el desarrollo ani- 
mal. Así,, aún cuando es separen posibles aromáticos 
heterocícliccs carcinógenos, los aromáticos monocícli- 

20. coa serían extremadamente perniciosos para el desarro­
llo animal. El presente procedimiento, por eliminación 
esencialmente de todos los aromáticos del alimento, peg 
mite una recuperación extremadamente económica de las 
bacterias, puesto que se ha observado ahora que el ali- 

25. mente hidrocarbonado residual sin convertir y los As­
teres productos, etc., retenidos en las bacterias, no 
contaminan o perjudican da otro modo el desarrollo ani­
mal. Estoa productos retenidos en las bacterias no son 
ain embargo ventajosos por lo que intencionadamente ae 

30. lee reduce al mínimo mediante las tAcnicas preferidas
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actualmente descubiertas y que mas adelante se descri­
ben.

Así# se ha descubierto que dotando de grandes 
cantidades de aire, del orden de 0,5 a 4,0 y preferi­
blemente de 0 ,8  a 2,5 volúmenes del mi amo al reactor 
por voldmen de líquido en el reactor por minuto por ptg 
canta je en peso de concentración beoteriena en eeoo en 
el reactor por tiempo de permanencia del líquido en ho­
ras, ae obtiene una perfeccionada selectividad. En una 
versión variante, se emplea aire enriquecido en oxíge­
no. Con este material, se reduce proporcionalmente el 
suministro de le cantidad requerida, puesto que ae in­
crementa el contenido en oxígeno. En esta versión, el 
aire enriquecido tiene más del 70% y mas preferiblemen­
te aún más del $0% en oxígeno, debido a la economía prg 
porcionada por loe reducidos costos de compresor. Así 

[ se reduce la conversión inicial del oxígeno presente en 
ácidos grasos, cuyos ácidos utilizan luego las bacterias 
para eu desarrollo, produciendo COg y agua como subpro­
ductos ds los mismos. En ausencia de suficiente aire 
continúa la reacción inicial de producción de ácidos, 
pero hay un aire insuficiente para que las bacterias 
utilicen loe ácidos para su desarrollo, oonvirtiendoae 
en ásteres, que ae acumulan en las cálulas.

En otra versión preferida, se ha descubierto que 
utilizando aire enriquecido en oxígeno, pueden emplear­
se niveles muy elevados de hidrocarburos, por ejemplo 
superiores al 2% en paso sobre el medio acuoso salino 
inorgánico (incluyendo NH^OH) suministrado, y al mismo ' 
tiempo puede obtenerse una completa utilización del hi-
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drocarburo, es decir retinándose continuamente unos bar 
jos niveles de hidrocarburo en la mezcla én equilibrio. 
Además, sorprendentemente la elevada selectividad res­
pecto a bacterias frente a ásteres del presente proce­

5. dimiento se conserva incluso con estos elevados niveles 
de hidrocarburo. Unos niveles preferidos son del t al 
5 y más preferiblemente del 1 al 3% en peso, basado en 
el medio acuoso salino inorgánico cuando se usa aire 
enriquecido en oxigeno.

to. Finalmente, utilizando específicamente un medio 
de desarrolla acuoso^referido, que contenga una combi­
nación critica de sales inorgánicas se incrementan

4
&

grándemente las selectividades, de manera que se obtie­
ne una disminución dócuple en ásteres, es decir la mez­

^  Í5. cla en equilibrio despuds del secado contiene un 2% de 
ásteres respecto a las bacterias, frente al 20% obteni­
do con solo una ligera variación en el medio de reacción 
de sales minerales.

Todo lo que antecede, considerado de modo combi­
20.

25.

nado, disminuye grándemente los costos de producción de 
los alimentos para animales a partir de hidrocarburos. 
Asi, por ejemplo, lae neoeaidades de energía para agi­
tar el reactor y suministrar aire, son grándemente re­
ducidas, además de la enorme mejora obtenida al poder 
separar lae bacterias mediante un simple procedimiento 
que no requiere unas operaciones de purificación extre­
madamente costosas, por ejemplo un lavado repetido con 
sulfactantes, extracción, etc.

Finalmente, es preferible usar coagulantes, por
30. ejemplo aulfaotantea catiónicos, para disminuir la se-
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paracióh inicial, por aleadlo loe coates de centrifu­
gación o sedimentación.

La presente invención se comprenderá más clara­
mente considerando el adjunto dibujo, que ilustra un 
aparato preferido para realizar de modo continuo la 
presente invención utilizando una alimentación pre­
ferida C6— Cga que contenga aromáticos* Con referencia 
al dibujo, la alimentación hidrocarbonada se introduce 
por el conducto 1 a la purificación del mismo 2, de dqg 
da se retiran loe materiales anormales y las impurezas 
a través del conducto 3. Beta purificación del alimen­
to consiete preferiblemente en una absorción de los hi­
drocarburos normales, preferiblemente parafinas, median 
te oribas moleculares 5A seguido de desorción y luego 
de una limpieza de los hidrocarburos normales desorbi­
dos con cribas 73X ó gel de sílice para absorber las 
restantes impurezas, incluyendo a loa aromáticos. Las 
parafinas normales purificadas se pasan a través del 
conducto 4- al depósito 5 de parafina normal. Las para­
finas normales son suministradas a través del conducto 
Ó al reactor 7 que contiena a las bacterias y son agi­
tadas por un agitador 8. Se suministra ácido fosfórico 
a través del conducto 9 * se suministran sales inorgá­
nicas a través del conducto 70 y agua a través del 
conducto tt al depósito de mezclado 72 equipado con un 
agitador 73. La solución salina mezclada se suminis­
tra a través del conducto 74 al reactor. También se 
suministra hidróxido amónico al reactor a través del 
conducto 75. Se suministra aire o aire enriquecido al 
reactor a través del conducto 76. Se ventilan a la at-
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mósfera desde el reactor a travos del conducto 17, aire, 
COg y vaporea de agua. Se retira continuamente a través 
del conducto t8 una mezcla de células de producto, solu­
ción 8aliña y pequeñas cantidades de hidrocarburo sin 
reaccionar, y una parte de esta mezcla es recirculada a 
través del conducto tq, torre de refrigeración pO y con 
dacto 2t, para proporcionar una refrigeración al reac­
tor. Adioionalmente o como variante, puede emplearse 
también en el reactor un serpentín de refrigeración 22. 
El resto de la mezclar-producto es suministrado a través 
del conducto 23̂  a centrifugadoras o sedimentador 24, 
donde se separa las oélulas de producto. El liquido so­
brenadante es retirado a través del conducto 25 y recir­
culado al reactor. Las células concentradas separadas 
se pasan a través del conducto 26 s  los secadores 27, 
que serán preferiblemente secadores por pulverización, 
utilizando aire caliente suministro a través del conduc­
to 28. Las células secas de producto se retiran a través 
del conducto 29* Preferiblemente, la separación centri­
fuga es tal que el porcentaje, en peso de células secas 
(sin incluir el agua intercelular) en la pasta de la 
centrifugadora sea del 7 al 28% *n poso y mae preferi­
blemente del tO al 15% en paso. Tal separación puede 
efectuarse económicamente y debido a las criticas con­
diciones de la reacción^ las células del producto final 
contendrán después del secado adiamante del 7 al 10% en 
paso de grasa total, de la cual el 75% aproximadamente 
está constituido por ásteres y el 5 al 9%  en peso por 
salee inorgánicas. Asi, las pérdidas de estas di timas 
que no son particularmente ventajosas en el alimento
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animal, no son excesivas. Se destaca que en lugar de 
la separación centrífuga, pueden emplearse otras mé­
todos tales como la filtración o sedimentación, con 
o sin auxiliarse filtrantes o coagulantes, para efec­
tuar la separación inicial de las cólulas, pudióndceO 
usar naturalmente varios procedimientos de secado. En 
cualquier caso, es de destacar que este procedimiento 
es extremadamente económico^ en el sentido de que no 
se requieren ninguna separación completa especial ni 
lavado de surfactantes para separar aceite y eabprodug 
tos (aunque pueden emplearse, en aspectos mas amplios 
de esta invención) para obtener un producto final de 
un contenido en proteínas extremadamente elevado y ain 
impurezas nocivas para los animales o seres humanos.

De acuerdo con la presente invención, los ali­
mentos para el presente procedimiento son alimentos 
de petróleo de Ct-Cgo, preferiblemente aceites gaseo­
sos que hiervan entre 190 y 4003C, y preferiblemente 
entre 190 y 32030. Otros alimentos preferidos son 0^- 
C^Q normales a isoparaünaa, cicloparafinas, monoole- 
finas, di definas y arom&tioos y mezclas de ellos. 
Particularmente preferidas son las paraíinaa normales^ 
Alimentos disponibles en grandes oantidades y particg 
lanzante adecuados, son las parafinaa normales C] 
de gasoils, naftas ligeros y alimentos normalmente gg 
secaos tales como metano, etano y propanc y mezclas 
de ellos, tales como gas natural. Cuando se emplean 
alimentos normalmente gaseosos, se suministran natu­
ralmente de modo preferido como gases directamente al 
reactor a travós de rociadores.



Para el éxito da esta invención en en versión 
más preferida, se crítica una purificación de cualquier 
alimento O6-C30 para reducir el nivel de aromáticos 
tanto policíclicoa como monocfclicoa por debajo del 0,5  

5 . %  en peso, preferiblemente por debajo del 0 ,t % en pe­
so, preferiblemente por debajo de TOO ppm. Bato es ne­
cesario porque se ha descubierto ahora sorprendentemen­
te que los aromáticos no son atacados por los mieroorga 
ni amos y cuando se emplean los económicos procedimien­

to. tos de separación de esta invención sin tal purifica¡-
ción del alimento, el producto es extremadamente noci­
vo para los animales y personas* Por nocivo, se entien­
de que estos materiales disminuyen el ritmo de desa­
rrollo de loe animales con tales alimentos* Esto es 

t&+ complétame ate independiente de las pequeñas cantidades
de aromáticos policíolioos que se consideran carcinóge­
nas y que ss mantienen preferiblemente fuera del pro­
ducto final. Estos últimos materiales pueden separarse 
de la alimentación selectivamente por varios procedi­

do* mientes, pero es sorprendente que la cantidad de aromá­
tico monocíclico que constituye una parte notable del 
total de aromáticos, es decir del 20 al 50%, ha de eli­
minarse también a fin de permitir que el presente pro­
cedimiento resulte útil* Es de destacar que una seria 

25. de otros procedimientos descritos en la literatura como
comerciales o pctencialmanta comerciales sugieren un 
lavado de euríactantea extremadamente coatosos, extrac­
ción y otros procedimientos empleados sobre el produc­
to a fin de obtener un buen material alimenticio para 

30. los animales*
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El preferido procedimiento de purificación del 
hidrocarburo, preferiblemente un alimento de gaa-oil, 
ee un procedimiento de criba molecular. Bate procedi­
miento abeorbe selectivamente loa hidrocarburos de ca­
dena recta sobre la criba molecular y los purifica asi 
de modo substancialmente completo de les aromáticos.
Uh método preferido de realización de eeta purifica­
ción del procedimiento con gas-oils se describe en la 
patente estadounidense número 3.070.542 y la descrip­
ción de eeta patente se incorpora aquí por referencia 
como técnica preferida para purificar les alimentos de 
la presente invención. La esencia de eata patente es el 
descubrimiento de que precargando la criba molecular 
con el medio desplazador, preferiblemente amoniaco, e 
introduciendo el medio desplazador junto oon el alimeg 
to, se incrementa el ritmo de absorción y se facilita 
gr&ndemente la subsiguiente dieorción particularmente 
con materiales de elevado peso molecular* Be también
preferible uaar una operación adicional de limpieza, 
oomo ee describe en las patentes belgas números 637.202  

ó 637.3 15, cuyas descripciones se incorporan también 
aquí por referencia. Adecuadas bacterias para su empleo 
en el presente procedimiento son cualesquiera que se , 
desarrollen sobre hidrocarburos y que no sean tóxicas 
para los animales, seleccionadas de la clase esquizo- 
nicetoa y que incluye las siguientes subclases:

I Seudomonadales

30.

II C1 amidrobacteriales 
III Hipomicrobiales 
IV Eubaoterlalee
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Y Actlnomicetalea 
VI Cariofonalea 

VII Beggiatoales 
VIII Mixobacteriales 

IX Espirocetales 
X  Micoplasmatales

Preferidas bacterias para su empleo en la presea 
te invención aon laa siguientes:

Micrococcus cerificana, Pseudomonas aeruginoaa, 
Pseudomonaa fluoreecens, Nocardia opaca, Nocardia rt^ 
bra, Nocardia coralina, Pseudomona# Methanica, Peeudo- 
monae deamolyticum, Myeobacterium phleie. Especialmen­
te preferido es el Micrococcus cerificana, aislado e 
identificado por el Doctor R. E. Mallo y colaboradores, 
Journal of Bacteriology, volumen 7$ número 3, pp. 441- 
448 (septiembre de 1959). 8a han depositado cultivos 
dqóste organismo en la American Type Culture Collection, 
2112 M  Street, N. W., Washington 7, D.C., como número 
14987. La completa identificación de este material es 
como sigue:

Morfología: Las células son pequeñas, esféricas, 
tendentes a ser elipsoidales en cultivos antiguos y en 
medios de elevado contenido en nitrógeno. Las células 
de loa medios definidos tienen un diámetro medio de 
0 ,5 a 1 ,0  miera, las de medios complejos tienen unos 
diámetros de 1,0 a 2,0 mieras* Las células se producen 
aisladamente o en colonias. No se observan gránulos ijg 
móviles, gránelos metacromáticos ni gránulos sudanofí- 
licoe.

Reacción Oram: N egativa



Laa colonias en agar definido son pequeñas (aun 
milímetro), circulares, convexas y con borde entero.
Las colonias sobre agar nutrientes, son mayores (y a  5 
mm), muooides desarrolladas y generalmente redondas.

Pigmentación: Se producen variantes blanca, beie 
o canela.

Obligadamente aeróbicas. Una amplia variedad de „ 
materiales sostiene al extracto de levadura de de sarro- 
1 1 ., hldrclisM. ü..h.I.¿'y M d . .  d. c < ^ -
na larga, aléanos normales de cadena larga y definas.

Fermentación de hidratos de carbono: No se fer­
menta ningún hidrato de carbono, ¿arábicamente, muchos 
hidratos de carbono son asimilados. Estos? incluyen a 
la glucosa, maltosa, msnnitd, sacarosa, lactosa, ara?* 
binosa, rsmnosa, sorbitol, dulcitol e inclina. Aeróbi- 
camente, se utiliza la glucosa con producción de ácido. 
Se ha identificado el ácido glucónico.

Reducción con nitrato: Negativa.
Licuación de gelatina: Generalmente negativa. 

Puede ocurrir una lenta licuación en algunas razas.
Hidrólisis de urea: Negativa. -
Se produce catalaaa.
No se utiliza hidrógeno. *
La temperatura óptima es 25*C.
El pH óptimo para el desarrollo es de 7,0 a  8,3.
Fuente: Tierra de Losa.
Habitáculo: Tierras
Es de destacar que una identificación más re­

ciente llevada a cabo en los laboratorios de estos in?- 
ventores, muestra que el organismo es probablemente un



estrechamente al Arthrobacter ureafaeenes, El siguien­
te resumen de productos indica las razones por las cus 
les este organismo se identifica preferiblemente como 

5* una artrobacteria:
Micrococcua *M. Cerificaos* Artrobacterla

Siempre grampositivo al 
principio da la fermen­
tación

Siempre gramnegati 
vo

Gramnsgativa o va­
riable

CÓ lulas en masas irre­
gulares

Como la artrobac- 
terie

Puede producirse una 
formación de filsmeg 
ton cortos con gema­
ción rudimentaria 
(alguna)

Nunca cambia da tama&o V A vecen pueden ana- 
recer células cocol-
dales mayores oue de
biaiBario

Nunca, se produce en un 
estado de barra

w Cálulae cocoidales 
grandes dan lugar a 
cdlulaa en forma de
barras

Hidratos de carbono 
frecuentemente fermen­
tados

M Poco o ningdn ácido 
de hidratos ds car­
bono.

Como anteriormente se indica, se introduce aire 
continuamente en el cultivo, preferiblemente por el fon­
do del recipiente de fermentación a traváa de un rocia­
dor u otro dispositivo mecánico para desintegrar el ai- 

TO. re en finas burbujas. Como anteriormente se describe,
el reactor se agita preferiblemente mediante un agita­
dor de pala u otro medio para distribuir por completo 
el oxigeno por todo el medio de cultivo reactivo. Por 
ejemplo, puede emplearse un agitador o agitadores de 

1$. palas que tengan un valor en caballos de t a TOO y
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pieferiblemsnte de 5 a 30 por 4546 litros de medio de 
cultivo reactivo líquido. Los niveles de agitación pre<- 
íeridoa con un agitador de pala son superiores a t.000  

r.p.m. y preferiblemente superiores a t.500. Preferi­
blemente ̂ se empleará una aireación en torbellino, es 
decir con el uso de un cilindro vertical extendido des­
da justamente por debajo de la superficie del liquido 
hasta oarca del fondo del recipiente, para obtener un 
me jor mezclado y retirar la espuma formada en la fer­
mentación de la superficie del liquido y distribuirla 
a  través del tubo hasta el fondo del recipiente.

La fuente de nitrógeno puede ser un derivado ni­
trogenado orgánico o inorgánico. En la categoría orgáni­
ca, pueden mencionarse las proteínas, proteínas hidroli- 
zadae ácidaa, proteínas digeridas con enzimas, aminoá­
cidos, extractos de levadura, esparraguina y urea. Por 
razones de economía, es generalmente preferible emplear 
un compuesto inorgánico tal como amoniaco, hidróxido 
amónieo o salee del mismo, tales cuno fosfatpémónico, 
citratp&mónico, etc. Un método muy conveniente de su­
ministrar nitrógeno consiste en añadir hidr óxido amóni­
co. De esta manera se proporciona el valor de pH de 5,5 
a 7,5 y al nitrógeno requerido. Para eate fin, también 
puede burbujearas gas de amoníaco directamente en el 
cultivó. Ceso variante, puede añadirse ácido o base 
adicional ai fuese necesario de vez en cuando, por ejem?- 
plo SO4H2. Es de destacar qua el presente procedimiento 
no requiere ningún costoso estimulante de desarrollo, 
tal como vitaminas, etc.

Además de las fuentes de energía y nitrógeno, se



requieren también cantidades críticas de nutrientes
minerales seleccionados en el medio para llevar al má­
ximo la selectividad* Así, se requieren potasio, azu­
fre y fósforo* Estos elementos pueden suministrarse 
en forma de sus sales* Así, el potasio puede suminis­
trarse como cloruro, fAsisto, sulfato, citrato, aceta­
to, nitrato potásico, etc. El azufre y el fósforo, se 
suministra en forma de sulfates o fosfatos talas como 
fosfatos metálicos alcalinos o amónico. Las pre fe ri­

to. das cantidades críticas de minerales usados para lle­
var al máximo la selectividad son como sigue (cantida­
des para diferentes concentraciones de células obteni­
das multiplicando por el porcentaje particular):

Mineral
Preferidos porcentajes en 
peso da sales en medio acuoso 
suministradas, basadas en de­
sarrollo 1% peso concentra­
ción células.

Porcentajes en peso es­
pecialmente preferidos 
sales en medio acuoso 
suministradas solve la 
base desarrollo t% pe­
so concentración célu­

las.
HjPOi P O.Ot - t.0 0.05 - 0.25
NSgSOi 3 & Na O.Ot -  0^5 0.025 - 0.05:
EC1 E & 01 O.Ot - 0.05 0.05 - O.tO
MgSOi Mg 0.005-0.5 0 .0 2 - 0.05
CaClg Ca 0.005- 0.5 0.02 - 0.05

Además, se requieren tambián los siguientes mi­
nerales* pero las cantidades son menos criticas, como 
seguidamente se expone:

15.



Minerai

FeSO^ Fa 
MnSO^ Mn

mo suministrados cM^o otras sales en cantidades este- 
quiomdl^ca^/igualee (por cálenlo) pueden eaplearse tam­
bién menos preferiblemente.

5 . Adicionalmante, el nitrógeno ha de ser suminis­
trado como una sal# amoníaco, sal amónica o hidróxido 
amónico, preferiblemente en material amoniacal y mas 
preferiblemente hidrÓxido amónico en cantidades de 0,08 
a 0¿p y preferiblemente de 0 ,1 a 0 ,15 gramos de nitrÓ- 

10. geno por gramo de cálulas secas producidas.
La temperatura del cultivo puede variarse entre 

20 y 453C aproximadamente, y preferiblemente entre 25 
y 403C. Para mantener adecuados niveles de temperatura, 
es ordinariamente necesario calentar el sistema durante 

15. las primeras etapas del comienzo, en tanto que al avan­
zar el cultivo, se obsérvíurá que se genera calor en el 
mismo y por consiguiente será necesario un enfriamiento 
para mantener la deseada temperatura. Esto puede reali­
zarse económicamente recirculando material a travás de 

20. un refrigerador o utilizando serpentines de refrigerar-
ción en el reactor, como anteriormente se indica.

La cantidad de hidrocarburo suministrado (inclu­
yendo recirculación) basada en el medio salino acuoso

Preferido porcentaje peso 
sal-suministrada basado en 
desarrollo 1%  peso concena 
tración cdlulas.

0.001 - 0 .1  

0 .00T - 0 .t

En todo lo que antecede,

Porcentaje peso especial­
mente preferido aal sumi­
nistrada sobre base desa^- 
rrollo 1%  peso concentra- 
ción cdlulas.____;-------

0.005 - 0.02
0.005 - 0.02

los iones indicados co-

\



5.

(incluyendo NH^OH ) auministrado, es del 1 al Í0% en 
pese y preferiblemente del t al 4% en peso y especial­
mente del 0 ,5 ál 2% en pese cuando se emplea aire.

El tiempo de permanencia del liquido para la 
bacteria preferida, es decir el "Micrococcus cerificaos" 
(artrobacteria), es decir el volumen de liquido en el
reactor, dividido por la cantidad de materiales de ali­
mentación suministrados (y productos retirados a fin de 
mantener un constante nivel liquido en el reactor) por

to. hora, es en general de una a 10 horas, preferiblemente 
de 1 a 3 horas y mas preferiblemente de 1,5 a 2,5 horas.

A Estos preferidos tiempos de permanencia no solo mejoran 
la selectividad sino que además reducen las necesidades
de oxigeno.

Se comprenderá más claramente la presente inven-
ción considerando los siguientes ejemplos.
EJEMPLO 1.- Efecto de diferentes alimentaciones sobre

la producción de bacterias y el desarrollo
animal.

20. Se cultivó el Micrococcus cerifícame en un medie 
salino acuoso que contenía una fracción de gas oil Li- 
rik como única fuente de carbono. Se cosecharon las cé­
lulas producto por medio de centrifugación y se lavaron 
una vez con agua, se recentrifugaron y se lavaron dos

25. veces con acetona, filtrándose luego. Se obtuvieron loe 
siguientes reeditados, incluyendo los derivados del uso 
de cálulae bacterianas como única fuente de proteina 
en dietas para ratas, de acuerdo con el ensayo de eva­
luación proteinico descrito en "Oíflcial Methods of Ana-

30. lyeie", 9* edición, 1960, Sec. 39.133 (e) y (í). En
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este ensayo se añada la muestra an cuestión a una dieta 
de manera que el nivel proteinico de esta última aea del 
9 ,09%. Se mantienen las ratas con esta dieta durante un 
periodo de 4 semanas. Se anotan semanalmente la ganancia 

5. en peso y el constato de alimentos. Se calcula al final
de la cuarta semana el peso ganado por unidad de alimen­
to consumida y se compara el valor obtenido oon el obte­
nido en un ensayo simultáneo en el que la fuente de pro- 
teina es caseína. Se emplean tO ratas para loe ensayos 

tO. con caseína y con la muestra.
Material alimen?- 
tñción.

% peso para­
fina.

Producción
células.

Valor nutritivo bioló­gico (caseína-tOO) 
método desarrollo ratas

J* Gf&s o ü  Liyilk 60 5$ 99
2 Á Cera débil 76 97 93

Exadecano 100 t05 76
La mejora en el valor nutritivo puede atribuirse 

probablemente al hecho de que loe residuos hidrocarbonar- 
doa sin reaccionar procedentes del gas cil y de la cera 
débil son inhibidores de desarrollo animal, mientras 

t5 . que las parafinas puras o relativamente puras ( es de­
cir purificadas como aquí se describe) nc muestran eiec- 
toe adverses. Esto se ilustra mediante loe siguientes 
datos experimentales adicionales. El lavado acetÓnico 
del gas cil Lirik se concentró por ebullición de la ace- 

20. tona primero a presión atmosférica y luego en vacío. Des­
pués de extractar el residuo oleoso con un 5% de NaOH 
para separar cualesquiera ácidos orgánicos, se sometió 
la fracción neutra a un análisis espectrométrico en 
masa y ae observó que tenia la siguiente composición:
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31 $4% de parafinas, 19#2% de naftenos y 49#4%  de aromá­
ticos. Este material se mezcló luego con caseína da re­
ferencia ANBC (American Nutrí ti onal Research Council) a  
niveles del 1 ,3  y 5%  en peso y esta caseina fuá usada 
como única fuente de protelna en las dietas para las raí- 
tas de acuerdo con el ensayo de evaluación de proteínas 
descrito en "Official Methods oí Análisis", 9^ edición, 
1960, Seo. 39*133 te) y (f). De igual manera, se preparó 
una serie de muestras de caseina conteniendo t, 3, 5 , 7 

y 10% de parafinas purificadas, (criba molecular 5A y 
limpieza) que consistían en parafinas normales esencial­
mente puras con 70 ppm. aproximadamente de aromáticos.

Se comparó el desarrollo medio de las ratas con 
estas dietas con el desarrollo medio de las mismas con 
caseina sin adulterar (10 ratas por muestra de ensayo) 
durante un periodo de 4 semanas. Los resultados de este 
ensayo se muestran en la siguiente tabla.

Nivel de hidrocarburo 
en caseína (% peso).

Desarrollo ratas como % control caseina 
oIT Paradinas criba moie-Sesfdüo'."gas

Lirik cigar.
1 77,5 103

3 75.0 too
5- 6T.9 104
T - 94

10 — 103
Se obtiene otra prueba del efecto inhibidor del 

material extractable ace tónico por el hecho de que cuan­
do no se lavó con acetona el Micrococcus cerificaos H&-1, 
desarrollado en oera dóbil, era virtualmente sin ningún

20.
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valor como suplemento proteínico, puesto que las ratas 
desarrolladas con una dieta que contenía este material 
compAnica fuente de proteínas ganaron adiamante 5 gramos 
en dos semanas, que representaba adiamante el 14% de las 
desarrolladas con el control caeeínico en el mismo perío­
do.
EJMPLO 2.- Carácter crítico del tiempo de peimanencia.

Se cultivó continuamente Micrococcus ceri-
<n el siguiente medio; 
Cera dábil

OramosAitro

Spann 60 - Tweens 60 0.6—7 .2

H3M 4 $
KC1 t
CaClg 0.5

MgS04.7Hg0 o.?
MnS0^.4HgO 0 .2

FeS0^.7Hg0 0.2

NaCl 0 .2

10. Se añadid NH^OH concentrado en la medida nece­
saria paró controlar el pH e¿ 7.

Loe anteriores nutrientes se disolvieron o dis­
persaron en agua del grifo para obtener las concentra­
ciones deseadas.

1$. Se mantuvo la temperatura de la reaccidn en 3040
y la fermentación se llevd a cabo en un termentador 
Heuw Brunswick de 7,? litros, con una capacidad de ftu&- 
cionsmiento de 4 litros. Se variaron el ritmo de flujo 
de aire y la velocidad del agitador a fin de obtener
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ímaa eficiencias de aireación de 3,5 a 7*0 milimoles de 
O2 per litro por minuto* medidas por el mátodo de oxida­
ción de sulfitos de Cooper y Fernstrom, Ind. & Eng. Cham. 
36, 405-505 (7944).

El tiempo de permanencia en el fomentador ae va­
rió de 7,3 a 4 ,0  horas y seguidamente se muestra el efec­
to de la variación;
Tiempo de permanencia e n  horas Selectividad. %  en peso

células secas basado en 
cera débil convertidas a 
células y CO2 _______

4.0
4.0
2.0 

2 .0  

2 .0  
2.0 

2.0 

7.3

107 A
102 
120 

728 
734 
*33
727.
738

Debe destacarse que esta mejora es grande no so­
lo debido a la incrementada selectividad, sino también 
porque esta mejora del 30% reduce también las necesidad 
des de oxigeno y las de separación de calor en un 50%.

Se repitió este experimento empleando una alimen­
tación parafinica normal pura, es decir n^exadecano, y 
se efectuaron análisis de hidrocarburo sin reaccionar 
por medio de iractometria de vaporea. En este caso, fuá 
posible calcular selectividades como %  producto neto 
formado unidad de hidrocarburo consumido. Estos resulta-
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dos ae muestran seguidamente t
3 C 0 É 0 á

Tiempo permanencia (horas) Selectividad# (% peso cdlulas
secas basado en hidrocarburo 
consumido# ______ ___JwSSMír̂ r̂ n, Y,j....

4 105 4 2

2 116 4  6

Cada uno de estos valores representa un promedio
de 5 a 6 pruebas experimentales.
EJEMPLO 1.- Carácter crítico del nivel de aire.

Se cultivó Micrococcus cerificaos como se des-
5 + oribe en el ejemplo 2# usando una oera dábil con una

concentración 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*

Eficiencia 
aireación 
(milimoles 
Op/Litro/ 
minuto).

Tiempo Nivel Porcentaje Velocidad 
permamag aire peso hid^g agitador 
cia en (V/Vmi carburo b§ (r.p.m.). 
reactor, ñuto)7  sado medioacUOSO 98¡-

lino inor-
________ ______ ___  _________

Porcentaje pro­
ducción cálulas 
(basado en cera 
aSadida).

4.8 4 br. t 2 1200
7.0 4 br. 1.5 2 1400

44.4
98.1

EJEMPLO 4.- Efecto de un reducido tiempo de pe imánemela
to. sobre la utilización de Og y desprendimien­

to de calor.
Be igual manera a como se describe en los ejemplos 

2 y 3* se efectuaron fermentaciones continuas bajo eom- 
diciones idénticas, a excepción del tiempo medio de per- 

15. manencia en el reactor. Las condiciones fueron como si­
gue:
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lio de alimentación GramosAitro
m-exadecano ÍO.O
85% H3PO4 2.5
KCl t.O
HhpSO^ 0.5
MgSOi 0.25
MnSO^.HgO 0.04
FeS04.7Hg0 0.04
CaOlp 0.5
Resto agua del grifo

Reactor 7,5 litros, 4 litros volumen liquido. 
Ritmo alimentación aire 3,0 litros por minuto. 
pH mantenido a 7,0 mediante adición NH^OH. 
Velocidad del agitador t.500 r.p.m.
Temperatura 35*C.
Resultados:

Tiempo de permanencia Selectividad (porceg Consumo ox^ 
(horas) taje peso células se geno en li-

cae basado en exade brae por li 
cano consumido). ** bra de cólg

las seoas.

Producción 
COg por li­
tara de célu­
las seoas.

4 t.1 3 t.27 0.97
2 t .30 0.89 0 .62

Otros ensayos similares han dado consistentemente 
el mismo resultado. Aunque la selectividad y el consumo 
de oxigeno varían algo de acuerdo con otras condiciones, 
las tendencias con el tiempo de permanencia son siempre 

5 . las mismas.
EJEMPLO 5.- Tiempo mínimo de generación.

Repetidamente con Micrccoccus cerificane y adecuar
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dos medios salinos, tales como los mostrados en los ejem^ 
píos 2 y 6 , se ha observado un desarrollo (logarítmico) 
en reactores de 7 ,5 litros agitados a 1 .500 r.p.m. y con 
suficiente alimentación de aire para mantener la presión 
parcial del oxígeno gaseoso separado por encima de 0 ,1  

l.p.c. La medida ordinaria del desarrollo logarítmico 
ha sido la concentración en COg como gas separado, que 
se duplicó cada 45 minutos 4 10 minutos. En algunos ca­
sos, se supervisó tambián la concentración celular y los 
resultados confirmaron la medición de COg. Así, el tiem­
po mínimo de generación para el Mi croe oc cus es de 45 mi­
nutos 4 10 minutos.
EJEMPLO 6 .- Carácter critico del medio de reacción sa­

lino inorgánico.
Se cultivó per cargas el Micrococcus cerificante en 

matraces agitables usando un matraz Erlenmeyer do 50 mi/ 
500 mi sobre un agitador giratorio a 250 r.p.m. y un 
tiempo de fermentación de 70 horas sobre n-exadecano, 
usando los siguientea medios salinos inorgánicos:

NaM )3

eramos Aitro 
2 .0

KaHPOi 1 .0

MgS0^.7Hg0 0.5
Peg(S0^)3 o.ot
MnClg.4HgO 0.008
ZnSO^.HgO 0 .002

Se ajustó el pü en 7,2 oon C1H 1N. Se obtuvo una 
concentración celular de 2 .0  mg/ml que bajo estas condi-
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clonas asciende a una producción del 12*9%* basado en 
la cantidad de exadecano cargada. Al incrementarse la 
concentración de NO^Na a 12 gramos por litro, la con 
centraoión celular incrementó a 4,5 mg por mi para una 
producción del 29%. Bajo idénticas condiciones con el 
medio descrito en el ejemplo 2 , se obtuvieron concentra 
ciornee celulares de 9,4 mg por mi y la producción del 
60,6%.
EJEMPLO 7.- Usando lae condicionen descritas en el 

ejemplo 2, con tiempo de permanencia de 
dos horas, se cultivó Micrococcus cerificíUM sobre m- 
exadecano a niveles del 1 al 2% en peso aproximadamen­
te y aire y Og puro como fuentes de oxigeno, Cuando el 
nivel de hidrocarburo iué del 1%, hubo muy poco efecto 
por el uso de oxígeno puro* Sin embargo, a un nivel de 
hidrocarburo d&l 2%t el oxigeno puro mejoró notablemen­
te la utilización dél hidrocarburo, como indican loe 
siguientes datos:
Concentración Fuente Og Selectividad Conversión 
m-exadecano (g células/* exadecano

(g/1 ) C ]6 convertido).

9*3 Aire 1 .14 96
10 .9 02 t.20 91
tg.l. Og 1.13 85
Ip.t Aire 1 . 12 73

Se comprenderá que sata invención no se limita 
a loe ejemplos específicos, que se han ofrecido simple­
mente como ilustraciones, y que pueden introducirse mo­
dificaciones sin apartarse del espíritu de la invención.
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N O T A
Descrita suficientemente la naturaleza del in­

vento, aaí como la manera de realizarlo en la prácti­
ca, deba bacarae constar que lae disposiciones ante­
riormente indicadas, son susceptibles de modificaciones 
de detalle, en cuanto no alteran su principio fundamen­
tal* También se hace constar que el invento se refiere 
a unas Solicitudes de Patentes presentadas en Norteamé­
rica, con fecha 21 de mayo de 1963, nP 281.895 y el 
de abril de 1964, nP 360.141, acogiéndose por lo tanto 
a los beneficios que conceden los Convenios Internacio­
nales en vigor,, siendo lo que constituye la esencia del 
referido invento y por lo que se solicita Patente de 
Invención por 20 años en España, sobre; "PROCEDIMIENTO 
DE PREPARACION DE UN AUMENTO ALTAMENTE PROTEINICO*; 
caracterizándose por lo siguiente;

te.- "Procedimiento de preparación de un alimen­
to altamente proteinico", caracterizado porque compren­
de el suministro continuo de un hidrocarburo C^-C^Q, un 
medio líquido de cultivo de sales inorgánicas acuosas 
y un gas que contiene oxígeno, a 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 separación de la bac­
teria para obtener un excelente alimento.

2*.- Procedimiento de preparación de un alimento 
áltamente proteinico, caracterizado porque comprende el 
auminiatro continuo do un hidrocarburo C^-C^o, un medio 
de cultivo líquido no limitador, de salea inorgánicas

-  10 -
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acuosas y un exceso de gas conteniendo oxigeno a un reac­
tor vigorosamente aplicado que contiene a dicho hidrocar­
buro, medio acuoso y una bacteria capas de desarrollos 
en dicho hidrocarburo, encontrándose la citada bacteria 
en la fase logarítmica, población que incrementa expo­
nencialmente , de desarrollo y encontrándose presente 
en una concentración igual o mayor que aquella para la 
cual el incremento exponencial de incremento de población 
es igual al incremento continuamente retirado, la conti­
nua retirada de una mezcla de bacteria, medio acuoso e 
hidrocarburo sin convertir, y la separación de la bacte­
ria para Obtener directamente un excelente alimente par­
ra animales.

3*.- El procedimiento de las reivindicaciones 1 

ó 2 , caracterizado porque el material separado de la bac­
teria es recirculado al reactor.

4*.- El procedimiento de las reivindicaciones 1 
ó 2 , caracterizado porque el tiempo do permanencia del 
liquido es de 1 ,5 a 4 veces el tiempo mínimo de genera­
ción para la bacteria particular.

5^.- EL procedimiento de las reivindicaciones 1 

Ó 2, caracterizado porque el gas que contiene oxigeno 
suministrado al reactor es 0 ,5  a 4 volúmenes de aire 
por volómen de liquido en el reactor por minuto por por­
centaje en peso de concentración de bacteria seca en el 
reactor por el tiempo de permanencia del liquido en ho­
ras.

6*.- El procedimiento de las reivindicaciones 1 
ó 2, caracterizado porque el hidrocarburo es un hidro­
carburo normalmente gaseoso.
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7*.- El procedimiento de lea reivindicaciones 1 
& 2, caracterizado porque el hidrocarburo ea una nafta 
ligera.

8*.- El procedimiento de las reivindicaciones 1 
$ 2# caracterizado porque el hidrocarburo ea un alimen­
to parafinioo normal que hierve entre 190 y 400ac y que 
contiene menee del 0,1% en peso de aromáticos.

9*.- Procedimiento de preparación de un alimento 
Altamente proteinico, caracterizado porque comprende el 
suministro continuo de una mezcla del 0,1 al 10% en pe­
so de una alimentación parafínica normal que hierve en­
tre 190 y 4008C y que contiene menos del 0,1% en peso 
de aromáticos en un medio de desarrollo acuoso de sales 
inorgánicas y un gas que contien oxígeno a un reactor 
agitado inoculado con Micrococcue oerificane, la conti­
nua retirada de una mezcla de bacteria, medio acuoso y 
parafina sin convertir, la separación de. bacteria que 
contiene del 30 al 95% en peso de líquido basado en lae 
cálulas, y el secado de la bacteria para obtener directa­
mente un alimento excelente.

toe.- El procedimiento de la reivindicación 9, 
caracterizado porque el tiempo de permanencia en el reac­
tor es de 1,5 a 2,5 horas.

lie.- El procedimiento de la reivindicación 9, 
caracterizado porque la mezcla suministrada contiene 
del 1 al 5% en peso de la parafina normal y se emplea 
aire enriquecido en oxigeno que contiene el 90 %  de oxí­
geno.

12*.- El procedimiento de la reivindicación 9, 
caracterizado porque el medio de desarrollo acuoso de
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aalee inorgánicas es suministrado las siguientes 
cantidades, basándose en cada caso el porcentaje en 
peso de sel suministrada en el producto de bacteria 
seca recuperado por unidad de tiempoí 0,05 a  0,25% en 
peso de PO^H^t 0,025 a  0,05% en peso de SO^Na^t 0,05 
a 0,Ï0% en pesa de C1K? 0,02 a 0,05% en peso de SO^Mg; 
0,02 a 0,05% en peso de ClgCa? 0,005 a 0,02% en peso
de SO^Fe y 0,005 a  0,02% en peso de SO^Mn.

Í3á.—  El procedimiento de la reivindicación 9, 
caracterizado porque el tiempo de permanencia en el 
reactor es de t a 2 horas, la mezcla suministrada con­
tiene del 4 al $% en peso de la paraüna normal y se 
emplea aire enriquecido en oxigeno que contiene el 904 
%  de oxigeno, la cantidad de oxigeno suministrado es 
de t,5 a 2,5 kg por kg de producto de bacteria seca 
recuperada por unidad de tiempo, y el medio de de sarro 
lio acuoso de sales inorgánicas se suministra en las 
siguientes cantidades, basándose en cada caso el por­
centaje en peso de sal suministrada en el producto de 
bacteria seca recuperada por unidad de tiempo: 0,(^ a 
0,25% en peso de P O ^ ;  0,025 a 0,05% en peso de S04N62t
0,05 a 0,10% en peso de C1K; 0,02 a 0,05% en peso de 
SO+Mg; 0,02 a 0,05% en peso de ClgOay 0,005 a 0,02% en 
peso de SO^Fe y oj^k.a 0,02% A  peso de SO^Mn.

1 4 ^ Procedile ato de preparaci Ón de un ali­
mento altamente protefhiA, taliy' corno queda sustanr 
cialmente descrito en l^pwsente Me^bria.

Està Memoria constaJde &a^%ojaa escritaa a mó- 

qpina por una sola cara^
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