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PALENTE Dy INVENCION
por 20 afiog

por "Un procedimiento para el cultivo y recuperacién de microor-

a favor de: THE BRITISH PHTRCLEUM CUMPANY LIMITED de naclonalidad
britdnica, domiciliada en Britannic Houge, Flnsbury Circus, LU=

ION, B.C.2 (Gran Bretafia),

MEMORIA DHSCRTPLTIVA

La presente invencidn se vefiere a un procedimiento para
el cultivo y recuperacifn de microorganismos. Esta invencidn
tambidn se refiere a un procedimiento péra la geparacibn de hi-
dfocarburos de cadena recta, totalmente o en parte, de mezclas
fle dichos hidrocafburos ooﬁ otros hidrocarburos.

De acuerdo oon’ la presente invencién ésta suministra un pro-
cedimiento que comprende el cultivo de un microorganismo en pre-
sencia do un material de oarge que consiste de o contiene un hi-
drocarburo, en presencia de un medio nutritivo acuoso y en pre=
senola. de un gas que cortiene oxfgeno libre y después separacidn
de parte del medio nuritivo mcuoso; después tretamiento con un
medio de tratemlento acuoso del producto restanie o parte del

mismo comprendiendo el microorganismo mezclado con & lo menosparte
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del hidrocarburo regidual y con a lo menos parte del medio nutriti-

~ vo resgidual dicho medio de tratamiento acuoso comprendiendo agua

una sal de metal, de preferencia un haluro de metal alcalino, por
ejemplo cloruro sédico y un agente tensoactive que consiste de o
oontiene un detergente no-hénico y después sometimiento de la mezw
cla agl obtenida a un tratamiento de separacidn para la recuperacién
de una fracoidn en la cual predominan los hidrocarburos, une frace
cién en la cual predominan los medios acuosos y una fraceifn que
consiste de 0 que contien® una mezecla del microorganismo y agus.

De preferencia el tratamiento de separacidn comprende centrifu-
gacién y/o filtracién,

Do preferencia el detergente no-idnico comprende, en la moléou~
la, una cadena de grupos Oxidos de etileno, Do greferencia ol do-
torgente tiene la £érmula A~ (CHQGHQO)EH en la que A es un grupo
residual alcohélico o un grupo residual £eido y n es un nimero entézo.

Bl medio de tratemiento conveniente puede estar compuesto de:

Agua dulce 1 litro
Agua de mar 0.25 a 1 litwo
Agente tensoactivo 0.1 a 1 gramo

Segin una modificacién ael procedimiento de la invendiﬁn log
componentes del medio de tratamiento son empleados subsiguientemente
o en forma de dog o mfs fracciones; =i por ejemplo puede usarse pri-
mero uns mezcla de agua dulce y agua de mar y despuds ol agente ten-
goactivo, ya solos o mezclado con agua dulce o agua de mar.

Generalmente los hidrocarburos de cadena recta estdn presentes
en ol material de carge segin la invencién como parafinas: no obe-
tante, los hidrocarburos de cadena recta pueden estar presentes como
olefinag; tambifn puede ser empleada una mezola conteniendo parafi-

nag de cadena recta y olefinas.
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Un material de carga conveniente para el procedimiento de -
la invencién comprende kerogina, gasoils y aceites lubricantes,
egte maverial de carga puede ester sin refinar o puede haber ex—
perimentado algin tratamiento de refinerfa, perc debe contener ‘
una proporcidn de hidrocarburos de cadena recta de manera de oume
plir el propbsito de esta invencidn. Convenientemente lag frac-

ciones de petréleo contendrdn 3-45% por peso de hidrecarburos

de caqena recta.

Bl procedimiento de la invencidén es de un valor particular
para el tratvamiento de fracciones de gasoil del petrdleo que
contienen hidrocarburos de cadena recta en forma de ceras, y8
que por el procedimiento de la invencidn un gasoil de pﬁnto de
fluidez mejorado es obtenido mientras lasg ceras son convertidas
en un producvo valorizable, ]

Es un importante distintivo de la presente invencidn que

cuando se cultivan fermentos en presencia del material de carge

antes descrito bajo condiciones que favorecen el crecimiento de

los fermentos a expensas de los hidrocarburos de cadena recta,
los otros hidrocarburos, por ejemplo las isoparafinas, naftenos
y aromfticos no son metabolizados o, & lo menos, la proporeidn
que eg metabolizada es muy pequefia. Adends, en un proceso quimim_
co convencional aistinto gobernado por la ley de aceiln de magas
la proporeién de hidrocarburos de cadeng recta no es sugtanciale.
mente reducida como la proporeién en gue egtog hidrocarburocs en
la mezclé global de hidrocarburos aisminuyen (excepto, de curso,
en las Yltimas etapas de separacifn). Asl cuando se desea, el
porcentaje de conversién ae hidrocarburos de cadena recta gque es
lograaa puede sé¢r mantenido a un valor aproximado 8 -100% gin npew

cegidad de una muy uesproporcionada inversibn de viempo de contao-
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to para lograr pequefias mejoras. Acemfs, én un procedimiento oon-
tfnuo, este elevado porcentaje de conversibn puede ser logrado

sin recurrir al empleo de un recorrido de reaccién largo.

por la aplicacifn ae esve procedimiento bajo condiciones
que limitan la metabolizacibn de los hidrocarburos de cadena roCs
ta eg pogible operar con la separacifn de una aeseada proporeidn
de estos hidrocarburos.

En el término "microorganismo? empleado agui nosotros in-
clufmos las mezclas de microorganismos. De preferencia el microore
ganismo es capaz de desarrollarse en a 16 menos algunas parafinas
normales, '

Log microorganismos que son cultivecaos como se ha deserito
pueaen ser fermentos, mohos o bacuerias.

Los termentos en esta aescripeibn esudn clasificaaos segidn
el glstems ae clagificacién configurado en el "the Yeagts, a
Taxonomic Study" por J. bodder y HedoWe Kreger;Van Rij, publica-
aa por Nordth Hollang Publishing 0O¢ (amstercem) (1952).

Tas bacuerias mencionsdas en esta aescripcién estdn clagitie
caaas'segdn ol sisvema ae clasificacifn configurado en el "Bergeyb
fanu@l of Leterminative Bacueriology" por R.S. Breed E.G.a; Murray
y §.R. Smith, publicaao por Baillieré, PTindall and G2 (Londres)

78 Baioibn (1957). '

ve preferencia cuando un rermento es empleado esve es ae la
rfamilia Cryptococcaceae y partioularmente de la subfemilia Cryp-
tococcoideae no obstante, gl se desea pueden ser usados, por ejem-
plo, fermentos ascogporogeneous de le gubfamilia Saccharomycoideae.
Bl génoro preforido de la subfamilia Cryptococcoideae es el Torulo-
psis (tembidn conocido como Torula) y Candida, Los tensorves de for-

mentos preferidos son los siguientess Hn partiocular es preferido
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emplear la provisibn espec{fica indicada con el nfmero de refe-
rencia Baarnj estos nimeros de referencia se refisren a la exis
tencia CBS del Centraal Eureau vor Schimmelculture, Baarn,Holanw
da y a la exigtencia INRA del Institud National de la Recherche

Agronomique, Parfs, Franocia,

Candida _ lipolytioca
Candida pulcherrima CBS 610
Candida utilig
Candide utilig, Variati major CBS 841
Candida tropicalis ¢BS 2317
Torulopsie " colliculosa CBS 133
Hangenula anomala ¢BS 110
Oidium lactis

Weurogpora sitophila

fycoderma cancoillote INEA: STV 11

Do lag Candida citadas la Candida lipolytica es la preferi-
da partiocularmente.

Si se desea el microorganismo puede ser un moho. Los mohos
convenientes son el Penicillium y de preferencia se usa 61 Penici-
1lium expansum. Otro género conveniente eg el Aspergillus.

Si se desea el microorganismo puode ser una bacteria.

las bacterias convenientes gon de uno de los Srdenes:.

Pgeudomonales, Bubacteriales y Acfinomycetales.

De preferencia las bacteriss qua son empleadas son de las
familias Corynebacteriaceae, Micrococcaceae, Achromobacteraceae,
Actincynycetaceas, Rhizobiaceas, Bactllaceae y Psendomonadacesase,
Las especies preferentes son Bacillus megaterium, Bacillus subti-
lis y Pseudomonas geruginosa. Otros tensores que pueden ser eme

pleados comprenden:
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Bacillus amylobacter
Pgeudononas natriegens
Arthrobacter sp.
Micrococous spe -
Corynebacterium sp.
Pgoudomonas syringae
Xanthomonag hegoniae
Flayobacteriun devorans
Acetobacter sp.
Actinomyces spe

Nocardia opaca

'

Hetas bacterias se desarrollan en preosencia del medio nutri-

4ivo acuoso giguiente:
NH 2 cl
NaCl

MgSO4o7H20
NaZHPO4.12H20
KH2PO4
agua hasta llegar a los
Do preferencia el pH de este medio
Otro medio nutritivo acuoso esi
X_HPO

2774
KHzPO4
Mg804.7H20

* OaclzJ

NaCGl

0.5 granmos
4 gramos
0.5 granos
0.5 gramos
0.5 gramos
1000 mlg.

eg mantenldo a 7.

1 gramos

0.5 gramog
0.5 gramos
0,1 gramos

0.1 gramog

Agum hasta llegar a los 1000 mls.

Y

tiene la composicifn:

Un medio nutritivo conveniente para fermentos y mohos
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(H, ) HOP, o gramos

ECL 1.15 gramos
MgSQ4.7H20 0.65 gramos
ZnSO4 0.17 gramog
}ni30, «4H,0 0.045 gramos
FeS 4..7H20 0.068 gramos
Agua corriente 200mlg,
Yxtracto de fermento 0,025 gramog

Agua destilada (hagta 1le-
gar a los 1000nls,

El desarrollo del microorganismo usado es favorecido por
la adicién al medio de cultivo de una muy pequefia proporeién
de extracto de fermento (un producto industrial rico en nutri-
litos esenciales, cual gon, factores de desarrollo cbtenidos por
la hidrolisis de un fermento) o mde generalmente de log nutrili-
tos esenciales, Los nutrilitos esenciales comprenden la biotina,
el dcido pantoténico, el 4cido nicotinico, la tiamina, el inosi-
t0l, y le piridoxina.
| La cantidad de extracto de fermento adicionada es de pre-
ferencia del orden de 25 partes por millén., Ia cantidad de cada
nutrilito requiere variaciones entre cerca 0.l partes por millén
de biotina a cerca 10 partes por millén de inositol,

Bl desarrollo del microorganismo se realiza a8 eXpensag de
la fracci6n de material de carga con la produccidn intermedia de
cuerpos que tienen una funcibn £eida, principalmente deidos gra=-
808, de manera tal que el pH del medio mineral acuoso disminuye
progresivamente. Si no es correcto, el desarrollo ey total y rd-
pldamente detenido y la concentracién del microorganismo en el me-

dlo, o densidad celular, no progresa mfs do menera que se alcanza

una denominada fase egtacionaria.
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D preferencia por lo tanto el medio nutritivo acuoso es man-
tenido a un deseado pd por la gradual o continua adicifn de un me-
dlo acuoso de elevado valor de pH. Generalmente, cuando se emplean
mohos © fermentos y en particular cuando se usas el Uandida lipo-
li{tica, el pH del medio nutritivo debe mantenerse en el orden de
3-6 y de preferencia en el orden 4~5. (Las Bacterias requieren un
pH mds elevado, geheralmgnte 6.5~8). Materiales alcalinos convenien-
tes para adicionar a la mezcla de desarrollo comprenden el hidréxi-
do sbdico, hidrdéxido potfsico, fogfato de hidrégeno disédico y emé-
niaco, ya libres o en solucidn acuosa. ‘

La temperatura Sptims de la mezcla de desarrollo debe variar
gegin el tipo de microorganismo empleado y debe ugualmente haller—
go on ol orden de 25-35°C. Cuando se usa Candida lipolytica la teme
peratura proferida estd en el orden de 28-32°C.

Ie toma de oxfgono es esencial para el desarrollo gel mioroorn-
ganismo, Bl oxlgeno debe generalmente ser suministrédo como aire,
Oon el fin de mantener una proporeién rdpida de desarrollo, el aiw
re, usado para suministrar ox{geno, eétaré presente en la forma de
finas burbujas bajo la accidn de agitacifn. El aire puede ser intro-
ducido a travds de una superficie aglomerada. No obstanie pueds sex
usado ol sistema de aeracién fntima conocido como “seracibn torbem
1lino", ‘

Se ha comprobado que por el usgo de fermentog de la tintura
Candida lipolytica en un procedimiento segin la invencibn en el
cual la aeracifn es efectuada por "aeracién torbellino", una ele-
vada proporecién de desarrollo es 15grada por lo cusl ol tiempo de
generacibn se halla en el orden de 2-5 horas y la concentracién de

elemontos es aumentada por un factor de smobre 1000 en dos dfas.
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Los microorganismos y en particular fermentos, cuando son
cultivados primero con el empleo de fracciones de hidrocarbu-
rog como material de carga, a veces ge desarrollan con dificul-
tad y es a vecas necesario la inoculacién de un microorgenismo
qe haya previamente sido adapbado para desarrollarse en la frac-
cidn de hidrocarburo que es destinada a ser usada. Ademds el

microorganismo, aungue cultivado en presencia de un medilo mineral_

" acuogo conteniendo log apropisdos elementos nubritives, pueden

desarrollarge ocon dificultad a causa de que la fraccién de hidro-
carburo no contiene los factores de desarrollo que existen en el
méterial de carga carbohidrato, a menos que egitos factores le
gean adicionados.

Hn operacifn dosificada, el microorganismo debe uaualmente
iniciar su desarrollo en una baja proporeifn de incremento de
densidad celular. (Este periodo de desarrollo es denominado como
"fage retardada"). Seguidemente la proporcidn de desarrello debe
aumentar a una ér0porci6n elevada de desarrolloj el periodo de
egta elevada proporecidn de desarrollo es denominado "fage exponen-
cial" y seguidamente otra vez la densidad celular debe ponerse
constante (la "fase estacionaria"),

Una proviéidn del microorganismo para iniciar el procesgo
giguiente debe preferiblemente ser apariado antes del término
de la fase egponencial,

la operacién de desarrollo debe generslmente sex interrumpie-
da antes de la fase estacionaria.

Eﬁ egtas etapas debe mer generalmente posible geparar el
mieroorganismo, contaminado con algo de material de carga, desme-
tabolizado y medio nutritivo acuogo de la maga de la fraceidn

de material de carga desmetabolizado. De preferencia la geparacifn
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es lograda por medio de una decantacidn; adicionalmente o alter-
nativamente la centrifugacién puede ser empleada. Ia fraccién
conteniendo el microorganismo eg ahora gometida a %ratamienﬁo
con medio de tratamiento acuoso comprendiendo agua, una sal de
metal y un agente tensoactivo que congiste de o contiene un de—
tergente no-idnico. Ve preferencia el tratamiento es efectuado
usando wns o mds de las condiciones antes descritas.

El producto recuperado del férmemtador es decantado para
separar una fraccifin, consiztiendo de cerca dos tercios por vo-
lumen del producto y consistiendo princlpalmente de medio nutri-
tivo consumido, de una fracciln de producto conteniendo smubstan-
cialmente la totalidad del preducto microorganismo y del hidro-
carburo residual junto con algo de medio nutritivo consumido.

A la fraccifn del producto es sdicionada una mezcla en una can-
tidad tal que se obtiene una mezcla resultante que Oontiene cer-
oa 10 gmg/litro de sales miwerales. & esta mezcla resultante

ea adicionado un agente tensoactivo no-idnico y la mezcla re—
éultante es contrifugada, convenientements en una mfquina Sasr—
ples D G2,

De preferencia la mezela es centrifugada a 25435°C, por
sjemplo a cerca 309G,

Do preferencia el detergehte no—iﬁnico comprends, en. la
moldcula, una cadena de grupos Sxido de etileno. De preferencia
el detergente tisne la férmula A~ (GHZGHQU)ﬁH en la que A es un
grupo residual alcchol o un grupo residual foido, ol compuesto
H-A siendo elegido de los siguientes aleoholeg y dcidos y el va-
lor de n situado en un orden como antes se ha mostrado, el orden

variando seglin el compuesto H-A elegido:-
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H-A Término medio del valor n en
- el orden

Alcohol ldurico 7= 10

Aloohol mirfstico 75 =~ 11

Alconol oleico 13 - 15

Acido palmitico 14 - 17

Acido oleico 8,5 - 11

Acido egtedrico 15,5 - 19

Como una alternativa a log citados preferidos detergentes
nuede ser usado un detorgente obtenldo por condensacidén de xi-
do de etileno con una mezcla de alcohol 1§urico y alcohol mirisg-—
tlco para formar un producto gue tiene una cadena 6xido de eti-
leno de un término medio de 2 a 10 grupos de 6xido de edileno
por grupo terminal y mds particularmente es preferido gue el
valor dentro de este orden sea 8.5. _

Lg fracecidn conteniendo el mleroorganismo es obtenlda del
centrifugador como una pasta o crema; esta fracelbn es lavada
con agua dulce y otra vez centrifugada.

La fraccifn conteniende el microorganismo as{ obtenida puede
ger tratada por

(a) desecacibn, convenientemente por secado por aspersidn
0 gecado por tambor y luego extralda con una mezcla azeotrdpica
de hexano y alcohol, o

(b) extraccién con una mezola de hexano y alecohol y luego gew
cado, convenientemente por secado por aspersifn o secado por
tambor,

Log métodos preferidos para emplear en el cultivo del
microorganismo y para recuperar el producto estdn descritos en

la Bspecificaclfn francesa ne 1393517 donde, apropiadamente, se

deseriben métodos o procedimientos con sus condiciones para ger

empleadas en el procedimiento de la presente invencibn.
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La invencibn es ilustrads): pero sin cardoter limitativo
alguno, con referencia al ejemplo siguiente:
El experimento que sigue es suministrado con el propdsito
de ilustracibn y no constituye operacifén de acuerdo con la inven-
cibne _ .
EJEMPLO -

Bl fermento Candida lipolytica fuf desarrollado en fermenw-
tagor de operacifn contfnua do 50 m> ge capacidad en presencia

ge un medic nutritivo acuoso teniendo la composicibn siguiente -

g/ litro
(NH,), H PO, 240
RCL 1.15
g 8O, - TE,0 0.65
Mo 50, 4 H)O : 0.06
Fo 50, 7 H)O 0.124
Zn 80, T HQ 0.306

con una proporoifn de aeracifn de 60 v/v/hr. empleando una agiw
tacidn torbellino. , o
la fuente de carbono fué suministreda por un gasoil obtenim

do de petréleo crudo Iraq y teniendo las caracteristicas siguien—

teg

Gravedad egpeci{fica 0.870
Punto de fluidez + 15°C
Campo de ebullicibn 300 - 390°%

Une mezola de gasoil y medio nutritivo acuoso en las rela-
tivas proporciones ae 22/172 partes por volumen fué alimentada
al fermentador & la proporcién de 200 litros por metro cibico

de fermentador por hora y el producto fud continuamente removido,
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¥l fermentador fué mantenido a 30°C y a un pH de 4 por admisién
continua ue amoniaco acuoso.

Bl producto por metro odbico del mismo tenfa la composicidn
gigulente

Gagoil residual 133 litros
Candida lipolytiocs T Kgs.
Agua 4 sales residuales 860 litros

Por decantaoidn fueron separados 660 litros de fase aocuwosa
por metro cdbico de producto y reemplazados por 160 litros ge
agua de mar mds 200 litros de agua corrients dando entonces una
mezela por metro cfbico de

Gagoil residual 133 litros
Candida lipolytica 7 Kgse
Fage acuosa:

Agva de mar 160 litros

Agua corriente 20v litros 360 litros

A esta mezcla, por metro cfbico fud adicionado 0.5 Kg. de
un adetergente no-idnico vendido bajo la marca NI 29 y siendo el
producto obtenido por condensacifn une mezcla de alcchol ldurico
y alcohol mirfstico con éxido de etileno, teniendo el producto
una cadena ae 6xido de etileno de 8.5 unidades por tdrmino medio
por grupo terminal,

Lgte fud mezclado continuamente y centrifugado en un auto-
yecsor DG2 centrifugo para obtener como pfoductos geparados, por

700 litros de mezcla de glimento:
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Pasta de fermento 35 Kg
Gagoil resgidual 133 jitros
Fass acuogs ’ 532 litros

Liste fermento contenfa 1.0f% por peso de gagoil residual
(estimado en peso de fermento geco).
( Bsbe fermento fud mezclado con 665 litrog de agua corrienw—
te y otra vez centrifugado,

La pasta de fermento recuperada contenfa 0.8% por peso
de gasoil residval (estimado en peso de fermento seco).

Bgta pasta fué secada al fambor con vapor a 4 kgé, de pro=
sidn dando una femperatura de aproximadamente 140°C en la piel
del tambor. :

EL fermento seco fud extrafdo por disolucién con una mez-
cla azeotrbpica de hexano normal e isopropanol a una proporeidn
de 2 partes de mezcla azeotrlpica por 1 parte de fermento seco,
La extraccifn por disolvente fué repetida Ginco veces para dar

un hidrocarburo-producto libre,

BXPERINMEN TO

Un experimento similar fué éfecﬁuado, en el que el agua de

mar fud omitida. Pud empleada solamente agua corriente en las

etapas de lavado; y despuds centrifugacifn en un autoyector DG2
Sharples, los productos separaaos'por 700 1litros de mezcla ali-
mentada fueron: -

Pasta de fermento 4 gasoil regidusl 32 Kgse

Gagoil residual 130 litros

Fage acuosa ¢+ fermento residual 4 petrd-
lao 538 litros
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La pasta de fermento contenfa 2,24 por peso de g39611 rogie
dual (estimado en pego por fermento soco).

Bl mismo tratamiento de acabado empleado en el Ejemplo ge le
dié e esta pasta de fermento. Pero con el fin de obtoner ua hie
drocarburo-producto libre, la gxtraceidn por aisolvente fuf re
petida 10 veces. Ia pérdida de fermento segfn esta manera de pro-
ceder fud excesiva.

las evapas del procedimiento aquf descrito pueden ser efeo-
tuadas de maners discontinua, si se desea, no obsvante, una o
mds o realmente todas las etapas del procedimiento pueden ser

operadas de manera contfnua,
NOTA

Por la patente de invenoidn a que se retriere la presente
memoria descriptiva se RSIVINUICA la propiedad y la explotacién
exclugiva des

le~ Un procedimiento para el cultivo y recuperacién de
microorganismos, caracterizado por el hecho de que comprende
el oultivo del microorganismo en preseneié de un maverial de car-
ga que consigve o contiene hidrocarburo, en presencia de un me=
dio nutritivo acuoso y en presencia de un gas que contiene oxf-
geno libre y después la separacifn de parte del medio nutritivo
acuosgo; Gtratemiento luego con un medio de tratamiento aocuoso del
producto regvante o parte fel mismo que comprende el mileroorga—
nismo en mezela con a lo menos parte del hidrocarburo residual
¥ a lo menos parte del medio nutritivo resiaual, aicho medio acuo~
BO comprenaiendo agua, una sal de metal y un agente tensoactivo

que consiste de o contiene un devergente no-iénico y despuds mame~



10

15

20

25

- 16 -

timiento de la mezcla asl obtenida a un tratamiento separado
para la recuperacidn de una fraceién en la que predomina el
hidrocarburo, una fraccibn en la que predomina el medio acwoso
¥ una fraccibn gque consiste o contiene una mezela del microor—
ganismo y agua,

2e= Un procedimiento para el cultivo y recuperacibn de
microorganismos, caracterizado por el hecho de que comprende
el cultivo del microorganismo en presencia de un material de
carga que consiste o coniiene hidrocarburo, en presencla de un
medio nutritivo acuoso y en presencia de un gas que contbiene
oxfgeno .libre y después la separacién de parte del medio nutri-
tivo acuoso; tratamiento luego con un medio de tratamiento acuo-
80 del producto restante o parte del mismo que comprende el
nicroorganismo en mezola con a Lo menos parte del hidrocarbure
regidual y a lo menos parte del medio nutritivo residual; dicho
medio de tratamiento acuoso comprendiendo 2gua y una sal de mew
tal, luego tratamiento de la mezcla asf obitenida con un medio
tensoactivo, que consiste de o que contiene un detergente no-idw
nico y lusgo sometimiento &5 la mezcla agl obtenida a un trata=
miento para la recuperacifn de una fraccién en la que predomina
el hidrocarburo, una fraccibn en la que predomina un me a0 200
g0 y una fraccifn que consiste de o que contiene una mezcla qel
microorganismo y agan

34~ Un procedimiento, tal como el especificado en 1 0 2, caw
racterizado por el hecho de que la sal de metal es un haluro de
una sal de metal.

4.~ Un procedimiento, tal como el espeocificado en 3, caracw
‘torizado por el hecho de que la sal eg cloruro sbaico.

5e¢= Un procedimiento, tal .gomo el empecificado en 2, carace



terizado por el hecho de que ol medio de tratamiento acuoso con-
sigte de o comprende una mezcla de agua do mar y agua dulce,

6= Un procedimiento, tal como el especificado en una cuale
quiera de lag reivindicaciones precedentes, caracterizado por el
hecho de que el material de carga es una fraccidn derivada del
petrbleo.

Te=~ Un procedimiento, tal como el especificado en 6, carao=
terizado por el hecho de que el material de carge es un gasoil,
o 8e~ Un procedimiento, tal como el especificado en 6, carace
terizado por el hecho de que el material de carga es Kerosina,

e~ Un procedimiento, tal como el especificado en un2 cuale
quiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por el
"hecho do gue el hidrocarburo parafinico de cadena recta que conw
sume el microorganismo es un fermento.

10.,- Un procedimiento, tal como el especificado en 9, carao~
terizado por el hecho de que el formento es de la femilia Crypto-
coccaceas, , A

1l.= Un procedimiento, tal como el especificado em 10, cara o=
torizado por el hecho de que el fermento ey de la subfamilis Cryp=
tococcoideas,

12.- Un procedimiento, tal como el espocificado en 11, carac-
terizado por el hecho de que el fermento es del gdnero Torulopsise

-13% Un procedimiento, tal como el especificado en 11, oarace
terizado por el hecho de que el formento es del gdnero Candida.

14e= Un procedimiento, tal como el especificado en 13, carac-
terizado por el hecho de que el fermento es Candida lipolytica,

15+= Un procedimiento, tal como el especificado en 1 o 2,

caracterizado por el hecho de que el microorganismo es une bacte-

ria.
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16+~ Un procedimiento, tal como el especificado en una cual-
quiera de lag reivindiocaciones precedentes, caracterizado por el
hecho de que una fracoiln del producto conteniendo el microorgas-
nismo y agua eg sometida & extraceibn disolvente por medio de un
disolvente que comprende un hidrocarburo.

174= Un procedimlento,tal como el egpecificado en 16, carace
terizado por el hecho de que el disolvente gue comprende un hidrow
carburo es una mezcla de un hidrocarburo y un disolvente polar.

18s= Un procedimiento, tal como el egpecificado en 17, caw
racterizado por el hecho de que el disolvente polar es un alcom
hol, .

19:- Un procedimiento, tal como el especificado en 18, ca-
racterizado por el hecho de que el disolvente es etanol,

20~ Un procedimiento, tal como el especificado en 18,
caracterizado por el hecho de que el disolvente es isopropanol,

2l.- Un procedimiento, tal como el especificado en 16 o 17,
caracterizado por el hecho de que el hidrocarburo esg hexano nOIw
male '

220~ Un.procedimiento, tal como el especificado en 17, carac~
terizado por el hecho de que la mezcla hidrocarburo y disolvente
polar es una mezcla agzeotrdpica,

23+~ "Un procedimiento para el oultivo y reouperacibn de
mi oroorganisnos's _

Consta la ﬁreaenta memoria descriptiva de dieciocho hojag
foliadas, escritas por une sola cara.

Barcelona, 19 de Octubre de 1966,

E. LZVIN REVNALDO
b. p. -

"
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