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PATENTE BE INVENCION " * '**

por 2.0 aRoa

por "Un procedimiento para e l  cultivo de un microorganiamo y 

la  separación de hidrocarburos de cadena re ota" - - - - - - -

a favor de: THE BRITISH PETROLEUM COMpANY LIMITED, de nacionali­

dad británica, domiciliada en Britannic Houae, Moor Lañe, LOUDON, 

E.C.2,Gran Bretaña.

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente patenye se refiere a un procedimiento para 

e l cultivo de un microorganismo y la  separación da hidrocarburos 

de cadena recta, totalmente o en parte, de mezclas da dichos 

hidrocarburos oon otros hidrocarburos.

5 En la  patente belga 623450 se desoribe un procedimiento que

comprende e l cultivo de un linaje de levadura que es adaptado para 

produoirse en hidrocarburos parafínioos de oadena recta, en pre­

sencia de fraooiones del petróleo que consisten en parte de hidro­

carburos de oadena reota y tienen un peso medio molecular que oo- 

10 rresponde a lo  menos a 10 ¿tomos de carbono por molécula, y en 

presenoia de un medio nutriente acuoso; y en presenoia de un gas 

conteniendo oxígeno lib re y separación de la  mezcla, por una par­

te, levadura y, por otra parte, una fracción del petróleo gue t ie -
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ne una reducida proporción de hidrocarburos de Cadena recta a 

que está lib re  de dichos hidrocarburos de cadena recta. Se ha 

comprobado que eate procedimiento es de particular va lía  para e l 

tratamiento de fracciones gas o i l  del petróleo que contienen hidro­

carburos de oadena recta en forma de ceras, ya que por e l prooeso 

se obtiene un gasoil de punto de flu idez mejorado mientras las 

ceras son convertidas en un producto valorable.

Segdn e l  objeto de la  presente patente se suministra un pro­

cedimiento que comprende e l cultivo de un microorganismo en pre­

sencia de una fracción de petróleo que consiste totalmente o 

en parte de hidrocarburos de cadena reota, en presencia de un me­

dio nutriente acuoso que consiste en parte de fosfato y en pre­

sencia de un gas que contiene oxígeno lib re , dicha fracción del 

petróleo y dicho medio acuoso siendo continuamente alimentado 

por un fermentador que oontiene dicho microorganismo y en donde 

toma lugar una primera etapa de cultivo de dicho microorganismo, 

un flu jo  de producto comprendiendo e l  microorganismo siendo con­

tinuamente pasado a una segunda etapa fermentadora, en la  cual 

e l microorganismo es tratado con una segunda etapa de medio nu­

triente acuoso, un flu jo  de produoto comprendiendo microorganis­

mo siendo continuamente separado de la  segunda etapa fermentado­

ra, dicho produoto siendo tratado para recuperar e l microorganis­

mo, en la  primera etapa de cultivo la  cantidad de fosfato en la  

fase acuosa de la  primera etapa fermentadora siendo ta l que la  

proporción de desarrollo del microorganismo no sea impedida por 

fa lta  de fosfato, y en la  segunda etapa la  cantidad de fosfato 

en la  fase acuosa de la  segunda etapa fermentadora siendo menor 

que la  cantidad requerida para no impedir e l desarrollo del mi-

aroorganismo o estando ausente e l  fosfato de la  fase acuosa de

/
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la  segunda etapa fermentadora*

Si se desea, la  segunda etapa de medio nutriente acuoso pue­

de contener o consistir totalmente o en parte del medio nutriente 

aouoso separado de la  primera etapa fermentadora:# Si se desea e l 

5 produoto liquido to ta l separado de la  primera etapa fermentadora,

oonteniendo dicho producto, en suspensión, e l  producto microorganis­

mo, puede ser pasado a la  segunda e*capa fermentadora.

Se halla comprendido dentro del f in  de la  presente invención 

e l empleo del rec ic lo , en la  primera etapa y/o en la  segunda etapa, 

lu ua microorganismo y/o hidrocarburo. No obstante de acuerdo oon esta 

invención e l  material de una etapa dada es reciclado a la  misma eta­

pa.

Operando da acuerdo oon e l  procedimiento de la  invención se 

obtienen buenas rendimientos de microorganismo en relación a la  

15 oantidad de fosfato empleado!.

Por "fosfato" como se usa aquí nosotros queremos deoir un fos­

fato metílico o amónico soluble en agua o un áoido fosfórico o mez­

cla oonteniendo dos o mía de talas materiales, -"e preferencia e l  

fosfato aeró del tipo convenoionalmente empleado en los medios nu- 

20 triantes acuosos. Los fosfatos preferidos son e l trifos fa to  sódico 

y e l ácido ortofosfórico. La presencia de fosfatos distintos a los 

indicados no se excluye cuando su presencia es deseable pero la  pre­

sencia, además, de un "fosfato" como e l antes definido debe ser 

esencial.

25 Por "cantidad de fosfato" nosostros queremos decir e l pOBO de

ion fosfato presente en la  fase aouosa.

Segán otro aspecto de la  invención ¿ata suministra un procedi­

miento que comprende e l  cultivo de un microorganismo en presencia 

de una fracoión del petróleo que consiste totalmente o en parte
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de hidrocarburos de cadena recta, en presencia de un medio nu­

triente acuoso que consiste en parte de fosfato y en presencia 

de un gas que contiene oxígeno lib re , dicha fracoión del pe­

tróleo y dicho medio acuoso siendo continuamente alimentado a 

un fermentador que contiene dicho microorganismo y en donde to­

ma lugar una primera etapa de cultivo de dicho microorganismo, 

un flu jo  de producto comprendiendo e l  microorganismo y e l medio 

nutriente acuoso siendo continuamente separado de la  primera 

etapa fermentadora y pasado a una segunda etapa fermentadora, 

un flu jo  de producto que comprende microorganismo siendo conti­

nuamente separado de la  segunda etapa fermentadora, en la  prime­

ra etapa de cultivo la  Cantidad de fosfato en la  fase acuosa de 

la  primera etapa fermentadora siendo ta l que la  proporción de 

desarrollo del microorganismo no sea impedida por fa lta  de fosfa­

to , y ta l que en la  segunda etapa la  cantidad de fosfato en la  

fase acuosa de la  segunda etapa fermentadora es menor que la  

cantidad requerida para no impedir e l desarrollo del microorga­

nismo.

Cuando operando segtin uno u otro de los aspectos de la  in­

vención antes descritos se prefiere que e l  n ivel de ion fosfato 

en e l medio suministrado a la  segunda etapa, en un periodo dado, 

sea menor que 1 parte por peso, estimada como fósforo elemental 

por 100 partes por peso de microorganismo (estimada en peso se­

co) entrando en la  segunda etapa fermentadora durante dicho pe­

riodo.

Generalmente los hidrocarburos de cadena recta estarán pre­

sentes en e l  material de carga de acuerdo con la  invención oomo 

parafinas; no obstante, los hidrocarburos de cadena recta pueden 

estar presentes como de fin as; tambión puede emplearse una mez-



/

-  5 - 344475
1

10

15

20

d a  que contenga parafinas y definas de cadena recta.

Materiales de carga convenientes para e l procedimientos de 

la  invención comprenden las kerosinaa, gasoils y aceites lubri­

cantes! estos materiales d? carga pueden estar sin refinar o pue­

den haber pasado algón tratamiento de refinación, pero generalmen­

te se requiere que contengan una proporción de hidrocarburos de 

cadena recta con e l f in  del propósito de la  inven ción'o Convenien­

temente ae emplea una fracción del petróleo que contiene 3- 45% por 

peso de hidrocarburos de cadena recta.

De preferencia se emplea una fracción del petróleo que oon- 

siste to ta l o en parte de hidrocarburos de cadena recta y tenien­

do un paso molecular medio correspondiendo a lo  menos a 10 ¿tomos 

da carbono por molécula-.

S i procedimiento de la  invención es de particular valor para 

e l tratamiento de fracciones gasoil del petróleo que contienan 

hidrocarburos de cadena recta en forma de ceras, ya que por e l 

procedimiento da la  invención, un gasoil de punto da flu idez mejo­

rado se obtiene mientras las ceras son convertidas en un producto 

valorable.

En e l tórmino "microorganismo" empleado aquí nosotros in c lu i­

mos la  megclaa de microorganismos".

Microorganismos que son cultivados como se ha descrito pue­

den ser levaduras, mohos, o bacterias.

Las bacterias en esta especificación están clasificadas se- 

gán e l sistema descrito en "Bergey's Manual of Determinativa Bao- 

tariology" por R.S. Breed, E.G.D Murray y N.R. Smith (1957) 7 -& 

Edición, publicado por Williams and Wilkins (Baltimore, U .S.A.).

Las levaduras están clasificadas de acuerdo oon "The Yeasts-a Taxo- 

nomio Study" por Lodder and Kregei^-van R ij (1952) publicado por
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De preferencia cuando una levadura eB empleada esta es de la  

familia Cryptocoocaoeae y particularmente de la  subfamilia Cxypto- 

cocoidMe; no obstante, s i se desea pueden usarse, por ejemplo, le ­

vaduras asoosporogeneus de la  subfamilia Saccharomycoideae. El ge­

nero preferido de la  subfamilia Cryptococcoideaees e l Torulopsis 

( también oonooido como Torula), Candida y ü^ooderma. Las especies 

preferidas de levaduras son como siguen:

En particular es preferido usar las existencias específicas 

de número de referenoia indicado; estos números de referencia refe­

ridos a existencias CBS por e l  Centraal Bureau vor Schimmelculture, 

Bearn, Holanda y por existencias INR& por e l Institud National de 

la  Recherche Agronomique, paris, Francia.

da.

Linajes preferidos
Candida lipo ly tica CBS 599

Candida pul che r  rima CBS 610

Candida u tilia CBS 890

Candida u t il is ,  Variati major CBS 841

Candida trop ica lis CBS 2317
Candida arbórea

Torulopsis colliculosa CBS 133

Hansenula anómala CBS 110

Oidium la c tis  

Neurospora sitophila

L̂ ycoderma cancoillote INRA: STV 11

De e llas e l Candida Üpolytioa es particularmente preferi­

Si se desea, e l microorganismo puede ser un moho. Un con­

veniente lina je es e l Penioillium expansum.
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Si se desea e l microorganismo puede ser una bacteria.

Una bacteria conveniente ea una del orden:-

Pseudomonadales, Eubacteriales y Actinomycetales.

De preferencia las bacterias que son empleadas son de las 

familias Corynebacteriaceae, Micrococcaceae, Achromobaoteraceae, 

Aotinomycetaceae, Rbyobiaceae, Bacillaceae y Pseudomonadaceae.

Las especies preferidas son la  Bacillus me ga te rium, Bacillus sub- 

t i l i s  y Pseudomon Aeruginosa.

Otras especies que puedan ser empleadas comprenden:

Bacillus amylobacter 

Pseudomonas natriegens 

Arthrobaoter sp.

Microcoocus sp.

Corynebacterium sp.

PseudomonaB syringae 

Xanthomonas begoniae 

Flavobaoterium davorans 

Acetobaoter sp.

ActinomyceB sp.

Ñorcardia opaoa

Para e l desarrollo del microorganismo será necesario pro­

veer, adicionando a l material de carga, un medio nutriente acuoso 

y una fuente de oxígeno, de preferencia en forma d3 a ire .

Un medio nutriente conveniente para lavaduras (y  mohos) t ie ­

ne la  composición:
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(NH^)g HPÔ 2 gramos

KOI 1.15 gramos

MgSÔ  THgO 0.65 gramos

ZRSO4 HgO 0 . I 7 gramos

MnS04 HgO 0.045 gramos

FeSÔ . 7H2O 0.068 gramos

Agua corriente 200 gramos

extraoto de levadura 0.025 gramos

agua destilada (a alcanzar los 1000 mis. )

Un medio nutriente típ ico para e l  desarrollo de Nocardia

tiene la  composición siguiente:

(NH4 )g SÔ 1 gramo

MgSÔ  7HgO 0.20 gramo

FeSO  ̂ 7H2O 0.005 gramo

MhS04 H2O 0.002 gramo

KH2FO4 2 gramos

NaHpÔ  l 2HgO 3 gramos

CaOlg 0 .1  gramo

Na200^ 0 .1  gramo

Extraoto de levadura 0.008 gramo

Agua destilada a(alcanzar los 1000 mía.)

Para otras bacterias un medio nutriente conveniente tiene

la  composición:

KH2PO4 7 gramos

MgS0¿j. 7HgO 0 .2  gramo

WaCl 0.1  gramo

NH^Cl 2.5 gramo

Agua corriente (trazas de 
elementos) 100 mis *

/
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extracto de levadura 0.025 gramo

Hasta los 1000 mis. con agua desfilada.

Otro medio nutriente conveniente para e l desarrollo de bac­

terias tiene la  composición

NH4C1 0.5  gramo

NaCl 4 gramos

MgS04 0.5  gramo

Na2HP04 0.5 gramo

KH2PO4 0.5 gramo

Agua hasta los 1000 mis.

El desarrollo del microorganismo empleado es favorecido

por la  adioión a l medio de cultivo de una proporción muy pequeHa 

de extraoto de levadura (un producto industrial rico en n u trili-  

tos esenciales o factores de desarrollo, obtenidos por la  hidró­

l is is  de una levadura) o más generalmente de los nutrilitos esen­

cia les. Los nutrilitos esenoiales opnprenden la  biotina, ácido 

pantotenioo, ácido ^iootínico, tiamina, inos ito l, y piridoxima.

La cantidad de extracto de levadura adioionado es de preferencia 

del orden de 25 partes por millón. La oantldad de oada nu trilito  

requerida varía entre cerca 0,1  partes por millón para la  b io ti­

na a cerca 10 partes por millón para e l  inos ito l.

De preferencia e l medio nutriente acuoso en cada fermen- 

tador es mantenido a un deseado pH por la  intermitente o oonti- 

nua adición de un medio acuoso de elevado valor pH.

La temperatura óptima de la mezcla de desarrollo puede va­

ria r segdn e l tipo de microorganismo empleado y se hallará gene­

ralmente situada en e l orden de los 25-35°C. Cuando se usa Can­

dida lipo lytica  la  temperatura preferida es del orden de 2&-32°C.

La toma de oxígeno es esencial para e l desarrollo del mi­

croorganismo. El oxígeno debe generalmente ser provisto como aire.
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De la  aeguada etapa fermentadora ea separado un flu jo  de 

producto que contiene microorganismo e hidrocarburos no metabo- 

Üzados en una fase continua acuosa.

La mayor parte de la  fase continua acuosa es primero sepa- 

rada} de preferencia esto se efectúa por centrifugación. La fase 

acuosa separada generalmente contendrá una elevada concentración 

de iones no nutritivos que pueden ser tolerados en e l  flu jo  de re— 

o íd o  y cuando esto es asi, solamente una proporción de la  fase 

acuosa recuperada puede ser reciclada. Asi. sera generalmente posi­

ble separar hasta 96% por peso ne la  fase aouosa que está preseñó­

te en e l  producto de la  cual en e l mismo porcentaje base hasta 20% 

por peso será descargada. E l flu jo  rec ic lo  es suministrado con can­

tidades de ajuste de los nutrientes necesarios y es devuelta a l 

fermentador; s i se desea los materiales de ajuste pueden ser a l i ­

mentados a l fermentador por un flu jo  separado.

E l procedimiento oomo aplicado a l cultivo de una levadura, 

puede incorporar etapas de separación de producto oomo sigue. En 

algunos casos microorganismos distintos a levaduras pueden ser se­

parados de esta manera.

En primer lugar debe¡. generalmente ser posible separar e l 

microorganismo, contaminado con algún material de carga no meta— 

bolizado y medio nutriente acuoso, de la  masa de la  fracción de 

material de carga no metabolizado.

La fracción microorganismo, generalmente en la  forma de una 

pasta o orema y conteniendo hidrocarburos como impurezas, es so­

metido a lavado por medio de una solución aouosa de un agente su- 

p e r fid a t iv o . De preferencia la  fracción microorganismo es vigoro­

samente mezolada con e l agente superflciativo acuoso, y, privado 

de un u lterio r periodo de desarrollo del microorgahismo, es some-

/
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tido a una adicional separación, de preferencia por centrifuga­

ción, para recuperar una fracción de microorganismo y una consu­

mida fase acuosa que contiene impurezas hidrocarburos separada 

del microorganismo. Si es necesario, las atapas de lavado y se­

paración pueden repetirse, otra vez, usando un agente superficia- 

tivu aouoso en la etapa del lavado. Despuós del lavado oon e l 

agente superficiativo es necesario lavar con un medio aouoso que 

est.á lib re  de agente superficiativo; de preferencia este medio 

será agua. Aún ai se desea, una serie destapas de lavado y se­

paración pueden emplearse.

De preferencia las etapas de lavado son efectuadas hasta 

que e l  contenido hidrocarburo del microorganismo es menor que 

7% basado en e í peso del microorganismo (como calculado en es­

tado seco). De preferencia dicho contenido de hidrocarburos cebe 

ser menor que 5%.

Como agente superficiativo empleado para e l lavado se pue­

den usar agentes superficiativos oatiónicos nal oomo cloruro amó­

nico de esteariltrim etilo , agentes superficiativos no-i¿nloos, 

por ejemplo los oondensados de ¿oido oleico y óxido de etileno, 

o agentes superficiativos aniónioos, por ejemplo alcohilsulfatos 

de sodioJ

La fracción que contiene e l microorganismo es entonoes de 

preferencia sometida a extracción disolvente. De preferenoia la  

extracoión disolvente es efectuada por e l  uso de un disolvente 

que oonsiste de o que contiene un hidrocarburo. Da preferenoia 

e l hidrocarburo tiene 4-7 ¿tomos de carbono por molécula*. De pre­

ferencia e l hidrocarburo es una parafina y de preferencia, la  

parafina os una parafina de oadena recta! E l pentano normal y 

e l hexano normal son disolventes convenientes.
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Si ee desea la  extraooión de los hidrocarburos por medio 

de un disolvente hidrocarburo es precedida por la  extraooión 

por medio de un alcohol, de preferencia etanol.

Si se desea se puede usar una etapa de extracción usando, 

como disolvente, una mezola de un hidrocarburo con, por ejemplo, 

etanol. Así se puede usar un disolvente consistiendo de 80% en 

peso de hexano y 20% en peso de etanol.

Los hidrocarburos recuperados en la  fase de extracción por 

extracción disolvente, aón metabdizables, puede ser reciclada 

a-la etapa de cultivo del microorganismo.

Una levadura que ha sido libertada de la  totalidad o par­

te de sus lapidos y los hidrocarburos contaminadores por uno de 

los mótodos descritos antes y ouyo gusto ha sido mejorado es un 

nuevo producto industrial de valor para la  nutrición humana.

Segón una forma preferida de esta invención se suministra 

un proceso que oomprende e l oul-tivo de un microorganismo en una 

manera como la  antes descrita en presenoia de una fracción de 

petróleo que consiste en parte de hidrocarburos de cadena recta 

y que tiene un peso molecular medio que corresponde a lo  menos 

a 10 ¿tomos de carbono por molócala, y en presenoia de un medio 

nutriente aouoso; y en presencia de un gas que contiene oxígeno 

lib re , y separación de la  mezcla, por umparte, del microorganis­

mo y, por otra parte, de una fracción del petróleo que tiene una 

proporoión reduoida de hidrocarburos de cadena reota o que asió 

lib re  de dichos hidrocarburos de cadena reota y despuós de eso 

tratamiento del microorganismo como antes se ha descrito.

Los mótodos preferidos para usar en e l  cultivo del microor­

ganismo y para la  recuperación del producto se describan en las 

patentes britónicas mimaros 914567 y 914.568 entre otras, y en la

ó



francesa trímero 924.254.

La invención es ilustrada sin oaróoter alguno lim itativo 

oon referencia a l siguiente Experimento y Ejemplos 1 y 2. El 

Experimento se aporta con e l  propósito de comparación.

EXPERIMENTO

5 La levadura Candida trop ica lis fu i desarrollada en una ope­

ración continua en un primer fermentador de 60 metros cóbioos 

de capacidad en presencia de un medio nutriente aouoso teniendo 

la  composición siguiente:

(NH^)g H FÔ .

gramos/litro

2.0

KCl 1.15

Mg SÔ THgO 0.65

Mn SÔ 4HgO 0.068

Fe SÔ 7HgO 0.124

Zn SÔ 7HgO 0.308

Extracto de levadura 0.03

oon aeración a la  proporción de 30 v/v/4. empleando agitaoión 

torbellino.

La fuente de oarbono fu i suministrada por un gasoil obtenido 

de petróleo bruto Irak y teniendo las características siguientes: 

20 Gravedad especifica 0.870

Temperatura de flu idez 4 I 52C

Orden de ebullición 300-390°C

Una mezcla de gasoil y medio nutriente acuoso en proporcio­

nes relativas de 1 , 5:10 partes por volumen fuá alimentada a l íei^- 

25 montador a la  proporoión de 200 l it r o s  por metro cóbico de fe  unen-
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tador por hora (que ea 12000 litro s  por hora). E l fermenta— 

dor fuá mantenido a 30°C y a un pH de 4 por admisión continua 

de amoniaco acuoso.

Un flu jo  de producto fuá apartado continuamente y separa­

do, 1400 l itro s  por hora se pasaron a un decantador y 12000 

l it ro s  por hora se pasaron a un segundo termentador de 30 

metros cúbicos de capacidad.

En e l  decantador dn flu jo  acuoso de 2000 l it ro s  por hora 

fuá separado y descargado y e l  flu jo  restante reciclado conti­

nuamente al primer termentador.

El segundo termentador fuá mantenido a 30°C y aereado a 

la  proporción de 30 v/v/4  empleando un agitador de torbellino 

la  fuente de carbono fresco fuá suministrada siendo abasteci­

da por hidrocarburos residuales conducidos del primero a l se­

gundo termentador.

Un flu jo  de corriente fuá continuamente descargado del 

segundo termentador y sometido a decantación. Luego 66% en pe­

so de la  fase acuosa fuá separada y reemplazada por 66% en pe­

so de agua corriente.

0.5 Kg de detergente no iónico, vendidos bajo la  maroa 

NI 29 y siendo e l  produoto obtenido por condensación de una 

mezcla de alcohol myristico y laurico con óxido de etileno, 

fueron adicionados por cada metro cúbico de la  mezcla de le ­

vadura, aceite residual y agua.

Esta mezcla fuá agitada totalmente y centrifugada en un 

autoyector Scharples DG 2 centrifugo para obtener como productos 

separados:
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una pasta de levadura; una fase acuosa y una fase gasoil.

La pasta de levadura fu i después mezclada nuevamente con 

agua corriente a una proporción de 1 parte por peso de materia 

seca por 5 partes por peso de agua y totalmente separada y cen- 

5 trifugada por segunda vez.

La pasta de levadura recuperada, contenía 65 a 70% de 

agua. Algo de agua fuá separada para producir una crema consis­

tiendo de 50% de levadura (peso seco) y 50% por peso de agua.

Esta levadura humedecida fuá luego bombada dentro de un ex- 

10 tractor que estaba en la  forma de tambor filtran te  y era rotati­

vo con su eje horizontal.

Una mezcla disolvente consistiendo da 50% por peso.de hexa- 

no normal y 50% de isopropanol fuá adicionada a 3* levadura hú­

meda a una proporcián de 8 partes por peso de mezola por parte 

15 de levadura (peso seco). La mezcla de levadura, agua y disolven­

te fuá; mantenida a 50BC durante 30 minutos. Luego e l disolvente 

conteniendo la  mayor parte de las impurezas de la  levadura fuá 

separado.

E l restante producto de levadura fuá; otra vez tratado con 

20 disolvente en una segunda etapa de extracción a base de 1 parte 

por peso de levadura seoa por 1 parte de agua por 4 partes de 

una mezclq de 50% por peso de haxano normal y 50% de isopropa­

nol, estando en contacto durante 30 minutos a 50PC. Despuás de 

la filtra c ión  del disolvente cargado con algunas impurezas de 

25 la  levadura, e l producto restante fuá tratado en una segunda

etapa de extracción con 2 partes por peso de una mezcla disol­

vente consistiendo de:



5

10

15

20

25

-  J.6 -

una pasta de levadura; una fase acuosa y una fase gasoil.

La pasta de levadura fuá después mezclada nuevamente con 

agua corriente a una proporción de 1 parte por peso de materia 

seca por 5 partes por peso de agua y totalmente separada y cen­

trifugada por segunda vez.

La pasta de levadura recuperada, contenía 65 a 70% de agua. 

Algo de agua fuá separada para producir una crema consistiendo 

de 50% de levadura (peso seco) y 50% por peso de agua.

Eg-ca levadura humedecida fuá luego bombada dentro de un ex­

tractor que estaba en la  forma de tambor filtran te  y era rotativo 

con su eje horizontal.

Una mezcla disolvente consistiendo de 50% por peso de hexa- 

no normal y 50% de isopropanol fuá adicionada a la  levadura húme­

da a una proporción de 8 partes por peso de mezcla por parte de 

levadura (peso seco). La mezcla de levadura, agua y disolvente 

fuá mantenida a 50°C durante 30 minutos. Luego e l disolvente 

conteniendo la  mayor parte de las impurezas de le  levadura fuá 

separado.

E l restante producto de levadura fuá otra vez tratado con 

disolvente en una segunda etapa de extracción a base de 1 parte 

por peso de levadura seca por 1 parte de agua por 4 partes de una 

mezcla de 50% por peso de hexano normal y 50% de isopropanol, es­

tando en contacto durante 30 minutos a 50°C. Después de la  f i l t r a ­

ción del disolvente cargado con algunas impurezas de la  levadura, 

e l  producto restante fuá tratado en una segunda etapa de extrac­

ción con 2 partes por peso de una mezda disolvente consistiendo 

de:

n-hexano

isopropanol

80% por peso 

20% por peso

/
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la  meada fuá mantenida a 50SC durante 3-0 minutos y e l 

disolvente apartado, finalmente bajo vacío. Ei lavado con esta 

mezcla disolvente fu,á repetido 4 ve oes. Finalmente e l  producto 

levadura fuá secado con vapor supercalentado.

Los datos de opera oi.ón y resultados obteníaos se mues­

tran en la  Tabla siguiente:

ejemplo i

Rl procedimiento descrito en e l Experimento fuá repetido 

con un oambio en la  concentración ael fosfato en los medios 

de suministro a los dos fermentadores.

(a ) El medio de alimentación a l primer fermentador fuá ob­

tenido por dilución del medio nutriente aouoso descrito en e l 

Experimento con un volumen igual de agua. E l extracto de leva­

dura fuá ajustado a 0.03 gramos/litro.

(b) No se empleo reciclo de crema de levadura.

Las condiciones y resultados obtenidos se muestran en la  

Tabla siguiente.

Ejemplo 2

El procedimiento descrito en e l Ejemplo 1 fuó repetido con 

un cambio en la  concentración de fosfato en los medios de sumi­

nistro a los aos fermentadores.

El medio alimentado a l primer farmentaaor fuá obtenido por 

dilución de 1 volumen del medio nutriente aouoso descrito en e l 

Experimento con 2 volúmenes de agua. E l extracto ae levadura 

fuá ajustaao a o .03 gramos/litro. No se empleó reciclo ue cre­

ma de levadura.

i<as condiciones de operación y los resultados obtenidos se 

muestran en la  Tada siguiente:
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i :

: Exce:

termentador
:

rimento ::  Eje:

Fermantadór! :Fermat 
( 2 ) : :  (1 

::
:: ::

: Proporción de d ilu - ::
: ción vol/vol/hora : : 0.2 0.4  :: 0
: pH i   ̂ : : 4 5.5 ::  4
: Temperatura "C : : 30 30 : :  ;
: Proporción de gasoil ::
: fresco alimentado gramos/litro : : 120 : :  H
! Proporción de aera- { {
: ción vol/vol/hora : : 30 30 : :  i

: Reciclo de crema % de la  :
! ! 
::

: crema decantada : : 50 -  ::

: Medio nutriente fres-
1 i
::

: co ::
t
: Fósforo (1) gramos/litro : ! 0.44 0.23 ! !  9
!
: Densidad celular gramos/litro : ! 9.8 13.0  :: 8
!
: Medio usado ::

: Fósforo (1) gramos/litro : : 0.23 0.17 : !  0

; Lavado :
f

¡ i

: Punto de flu idez del
!

: gasoil C° : : + 3 -  7 ::

: Análisis de la  leva- ::
: dura base seca :

: Total de lin idos " : : 0.5 0.5 :: 0

:Nitrógeno t< . : 8.4 § .6  : :  9
: Contenido de fósforo : 2.1 i 2 .0  ! !  1
: ( 1 ) s ^ ::
: ::

(1 ) Estimado como fósforo elemental 
^  No estimado
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i ! Ejemo3& 1 Ejamólo 2

.ór: :Fern¡an*ta3.oy Ferméntala?:: Feimantador : Fermentador
:: (1) (2 ) :: (1 ) : (2 )
:: g g
::

: :
g g 0.2 0.4 g g 0.2 : 0.4
:: 4 5.5 g g 4 : 4
:: 30 30 :: 30 : 30
:: n
:: 120 ^ 120 : -

: : 30 30 :: 30 ! 30

:: g g
g g — g g — : —
:: ::
3 $ : :
::

:: 0.26 0.11 n 0.15  ! 0.03
* *

8.4 11.0 8.4 : 9.0
g g ::

g g

:: 0.11 0.07 0.03 : 0.02

:: - -

¡J :: i
gg

* g

-  2 -  6
¡ ¡

-  2 : -  5

0.3. 0.4 -  * -
g g _ g :

:: 9.2 10.2 g g
1.8 1.5 :: 1.6 : 1.1

:: : :
:: g g
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Bajo las condiciones ilustradas en e l Experimento e l nivel 

de fosfato en e l medio nutriente acuoso en e l primero y segundo 

termentadores fuá adecuado para soportar, en ambos termentadores, 

un desarrollo del microorganismo no dificultado por merma de fos- 

5 tato.

Bajo las condiciones ilustradas en los Ejemplos 1 y 2 e l 

n ivel de fosfato en e l  medio nutriente acuoso en e l primer fen- 

mentador fuá adecuado para soportar e l  desarrollo del microorga­

nismo, no dificultado por merma de fosfato, y e l n ivel de fosfato 

10 en el medio nutriente acuoso en e l segundo termentador fuó ta l

que e l desarrollo del microorganismo fuá impedido por merma de 

fosfato.

Bajo las oomdiciones ilustradas en e l Ejemplo i ,  lg  lim ita­

ción del desarrollo fuá marginal en e l segundo termentador y hu- 

15 bo un substancial n ivel de fosfato en e l consumo de medio nutrien­

te aouoso del segundo termentador. (No obstante este n ivel es me­

nor que aquel del medio usado del primer termentador). No obstan­

te , una notable reducción en e l nivel de fósforo en e l  microorga­

nismo recuperado se ha observado. Así la producción de microorga- 

20 nismo por unidad de fósforo incorporado a éste es más elevada con 

respecto a l producto del segundo termentador que con respeoto 

al producto del primer fomentador.

Bajo las oondiciones ilustradas en e l Ejemplo 2 e l n ivel de 

fosfato en e l oonsumo del medio nutriente acuoso es bajo, oomo es 

25 e l  contenido de fósforo del microorganismo derivado de la  segunda 

etapa fermentadara.

3 4 4 4 7 5

NOTA



Un tercer ejemplo ea aportado a continuación para 

mayor comprensión.

Ejemplo 3

La levadura Hansenula fuá desarrollada lentamente en 

5 un primer fermentador operado de forma continua de 60 l i ­

tros de oapaoidad en presencia de un medio nutriente aouoso 

teniendo la  oomposici.ón siguiente:

(H H ^  PO^I

^ramos/litro

1 .0

KCf 0.58

MgSÔ , 7HgO 0.32

MnSÔ , 4HgO 0.034

ZnSO ,̂ 7HgO 0.15

FeSO ,̂ 7HgO 0.061

Extraoto de levadura 0.15

15 oon una proporción de aireación de 30 volúmenes por volumen

por hora usando agitaoión en torbellino.

E l substrato de oarbono fuá suministrado por un gasoil 

obtenido de petróleo bruto Iraq teniendo las siguientes

característi oas:

20 Gravedad específica 60°F/60°F 0.867

Indice de refracción n^^ 1.484

Temperatura de enturbamiento 4-l3°C

Temperatura de flu idez *t-ll°C

Azufre (to ta l) 1.59% por peso

/
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La mezcla de gasoil y medio nutriente acuoso en la  

proporción relativa  1.5 : 10 partes por volumen fuá a li­

mentada al fermentador a razón de 12 litro s  por hora. El 

fermentador fuá mantenido a 30°C y a pĤ  por admisión oon- 

tinua de amoniaco aouoso.

Una corriente de producto de 12 lit ro s  por hora fuá 

continuamente separado y pasado a un segundo fermentador 

de 30 litro s  de capaoidad.

E l segundo fermentador mantenido a 30°C y airea­

do a la  proporoíón de 30 volúmenes por volumen por hora 

usando agitación torbellino. El substrato de carbono no 

fresco fuá sustituido, la  fuente de carbono suministrándo­

se por hidrocarburos residuales conduoidos desde e l prime­

ro al segundo fermentador.

Una corriente de produoto fuá continuamente descarga­

da desde e l segundo fermentador y sometida a decantación. 

Luego 70% por peso de la  fase acuosa fuá separada y reem­

plazada por 10% por peso de agua corriente.

1 gramo de detergente no-iónioo de alcohol lóurioo 

oxitilenatado vendido bajo la  marca denominada NI 29 fuá 

adloionado por l i t r o  de la  mezcla de levadura, petróleo 

residual y agua. Esta mezcla fuá agitada a fondo y centri­

fugada en un superoentrifugador Sharples para obtener: 

una pasta de levadura, una fase aouosa y una fase gasoil.

La pasta de levadura fuá despuás remezclada oon agua 

oorriente a una proporoión de 1 parte por peso de materia 

aeoa por 5 partes por peso de agua y agitada a fondo y 

centrifugada otra vez. El oontenldo del agua en la  levadu­

ra fuá entonces ajustado a 50% por peso. Bata levadura h%-
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meda fuá luego bombeada dentro un extractor que estaba en 

forma de un filt ro  de tambor e l cual fuá rodado con su; 

eje horizontal. Una mezcla disolvente consistiendo de 

50% por peso de n-hexano y 50% de isopropanol fuá adicio­

nada a la  levadura hiimeda a una proporción de 8 partes 

por peso de mezcla por parte de levadura (base seca). La 

mezcla de levadura, agua y disolvente fuá mantenida a 80°C 

durante 1 hora, luego e l disolvente conteniendo la  mayor 

parte de las impurezas de la  levadura fuá separada.

Un segundo tratamiento disolvente en la  misma base 

oomo se ha indicado antes fuá dado a la  levadura restante^ 

Despuás de la  eliminacián del disolvente oargade oon las 

impurezas de la  levadura, e l producto de levadura húmeda 

restante fuá otra vez tratado oon disolvente en una segun­

da etapa de extraccián en la  base de 1 parte por peso de 

levadura seoa por 4 partes de isopropanol produciéndose e l 

contacto durante 30 minutos a 60^0.

E l disolvente fuá separado y finalmente e l  producto 

de levadura fuá seoado oon vapor superoalentado.

Los dato* de operacián y los resultados obtenidos se 

muestran en la  Tabla siguiente;

T A B L A .

/
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T A B L A  3 4 4 4 7 5

: 
: 
: 
: 
: 
! 
: 
: 
: 
: 
:

Gas-oil fresco : 
: 
:

Proporción de 
dilución

PH

temperatura

vol/vol/h.0-
ra

Proporción de 
alimentación

Proporción de 
aireaooión

: gramos/li- 
tro

:vol/vol/hora: 
: : 
:

Fermentador
- ______ Í Í L -

0.2

4

30

120

30

Fermentador
________ ( 2 ) -

0.4

5.5

30

náda

30

i :
Medio nutriente : : :

fresoo : : t
: : :

fósforo : gramos/Ü- : :
: tro : 0.26 0 .1(

densidad oelu- :
:
:

:
2

la r : gramos/li-
: tro : 8.5 : 11.8

Medio usado :
!
:

fósforo : gramo s/Ü-
:

0.10
:

0 . 0 ;

, : tro : :

Desnarafinaje i :

Punto de entur- : : :
biamiento del g

gas-oil por gas-: ^ 2 :
0 3 . 1 : 0 : 42 -6

Análisis de la
:

J :
levadura : : :

to ta l de l fp i - !% ) * 0.8 0.7
dos : ) 2

nitrógeno :% J base : 8.2 10.5
: ) seca 2 :

Contenido de :% J
fósforo : 2 : 1.7
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Por la  patente de invención a que se re fiere  la  presente 

memoria descriptiva ae REIVINDICA la  propiedad y la  explota­

ción exclusiva de:

1. -  Un procedimiento para e l  cultivo de un microorganismo 

y la  separación de hidrocarburos de cadena recta, caracterizado 

por e l hecho que comprende e l oultivo de un microorganismo en 

presencia de una fracfión  del petróleo que consiste totalmente 

o en parte de hidrocarburos de cadena recta, en presencia de un 

medio nutriente aouoso que oonsiste en parte de fosfato y en pre­

sencia de un gas conteniendo oxígeno lib re , dicha fracción del 

petróleo y dicho medio acuoso siendo continuamente alimentado

a un fermentador que contiene dicho microorganismo y en e l cual 

toma lugar una primera etapa de cultivación de dicho microorga­

nismo, pasándose continuamente un flu jo  del producto comprendien­

do e l  microorganismo a una segunda etapa fermentadora, en la  

cual e l microorganismo es tratado con una segunda etapa de medio 

nutriente acuoso, siendo continuamente separado un flu jo  del 

producto comprendiendo microorganismo de la  segunda etapa fomen­

tadora, en la  primera etapa de oultivo la  oantidad de fosfato en 

la  fase acuosa en la  primera etapa fermentadora siendo ta l que 

la  proporción de desarrollo del microorganismo no es impedida por 

merma de fosfato, y en la  segunda etapa la  oantidad de fosfato 

en la  fase acuosa de la  segunda etapa fermentadora siendo menor 

que la  cantidad requerida para no impedir e l  desarrollo del mi­

croorganismo o estando ausente e l fosfato de la  fase aouosa de 

la  segunda etapa fermentadora#

2. -  Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo y 

la  separaoión de hidrocarburos de cadena recta, ta l oomo e l

/
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especificado en 1 , caracterizado por e l  hecho que la  segunda 

etapa de medio nutriente aouoao contiene o oonsiste toda o en 

parte del medio nutriente acuoso separado de la  primera etapa 

fermentad ora .

3o- Un procedimiento para e l  oultivo de un microorganis­

mo y la  separación de hidrocarburos de cadena recta, caracte­

rizado por e l  hecho que comprende e l oultivo de un microorga­

nismo en presencia de una fraoción de petróleo que oonsiste 

to ta l o en parte de hidrocarburos de cadena reota, en presen­

cia de un medio nutriente acuoso que oonsiste en parte de fosfa­

to y en presenoia de un gas que contiene oxígeno lib re , dicha 

fracoión de petróleo y dicho medio acuoso siendo continuamente 

alimentado a un fermentador que oontiene dicho microorganismo 

y en e l cual toma lugar una primera etapa de oultivo de dicho 

mioroorganusmo, siendo continuamente separado de la  etapa fe r ­

mentad ora un flu jo  da producto que comprende e l  microorganis­

mo y medio nutriente acuoso y pasado a una segunda etapa fomen­

tadora, un flu jo  de producto que oomprende microorganismo sien­

do separado continuamente da la  segunda etapa fermentadora,sien­

do en la  primera etapa de cultivo la  oantidad de fosfato en la  

fase acuosa en la  primera etapa fermentadora ta l que la  propor­

ción de desarrollo del microorganismo no es impedido por merma 

de fosfato, y ta l que en la  segunda etapa la  oantidad de fosfa­

to en la  fase acuosa en la  segunda etapa fermentadora es menor 

que la  oantidad requerida para no impedir e l desarrollo del mi­

croorganismo.

4.- Un procedimiento para e l oultivo de un microorganismo 

y la  separaoión de hidrocarburos de oadena recta, nal como e l 

especificado en una cualquiera de las reivindioaoiones preoeden-
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tas, caracterizado por e l hecho que e l producto líquido to ta l 

separado de la  primera etapa fermentadora, conteniendo dióho 

produoto, en suspensión, e l  producto microorganismo, es pasado 

a la  segunda etapa fermentadora.

5 5.- un procedimiento para e l  oultivo de un microorganismo

y la  separación de hidrocarburos de cadena recta, ta l como e l 

especificado en una cualquiera de las reivindicaciones preceden­

tes, caracterizado por e l hecho que en la  primera etapa hay un 

rec iclo  de parte del microorganismo y/o a lo  menos parte del 

10 hidrocarburo que ha sido separado de la  etapa.

6. — Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo

y la  separación de hidrocarburos de cadena recta, ta l como e l es­

pecificado en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, 

caracterizado por e l hecho que en la  segunda etapa hay un rec i- 

15 d o  de parte del microorganismo.

7. — Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo

y la  separación de hidrocarburos de cadena reota, ta l como e l  es­

pecificado en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, 

caracterizado por e l hecho que e l microorganismo es un mioroor- 

20 ganismo que consume hidrocarburo parafínico de oadena recta.

8 . -  Un procedimiento para e l cultivo de un microorganis­

mo y la  separación de hidrocarburos de cadena recta, ta l como e l 

especificado en una cualquiera de las reivindicaciones preceden­

tes, caracterizado por e l hecho que e l  microorganismo es una le—

25 vadura.

9. -  Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo

y la  separación de hidrocarburos de oadena recta, ta l como e l  es­

pecificado en 8, caracterizado por e l hecho que la  levadura es de 

la  fam ilia Cryptoooccaceae.
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10.- Un procedimiento para e l  cultivo de un microorganismo, 

y la  separaoión de hidrocarburos de cadena recta, ta l como e l  es­

pecificado en 9# caracterizado por e l hecho que la  levadura es de 

la  subfamilia Cryptococcoideae.

l io — Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo 

y la  separación de hidrocarburos de cadena recta, ta l como e l es­

pecificado en 10, caracterizado por e l heoho que la  levadura es del 

gónero Torulopsis.

12. -  Un procedimiento para e l  cultivo de un microorganismo y 

la  separaoión de hidrocarburos de cadena reota, ta l como e l espe­

cificado en 10, caracterizado por e l hecho que la  levadura es del 

gónero Candida.

13. -  Un procedimiento para e l oultivo de un microorganismo y 

la separación de hidrocarburos 43 oadena recta, ta l como e l  espe­

cificado en 11, caracterizado por e l hecho que la  levadura es Can­

dida lip o ly tica .

14. -  Un procedimiento para e l  oultivo de un microorganismo y 

la  separación de hidrocarburos de cadena recta, ta l oomo e l especi­

ficado en 11, caracterizado por e l hecho que la  levadura es Candida 

tróp ica lis .

*̂ 5e— Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo y 

la  separaoión de hidrocarburos de cadena recta, ta l oomo e l  espe­

cificado en las reivindicaciones 1- 7 , caracterizado por e l  hecho 

que e l microorganismo es una bacteria.

16.- Un procedimiento para e l  cultivo de un microorganismo 

y la separación de hidrocarburos de oadena reota, ta l como e l es­

pecificado en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, 

caracterizado por e l hecho que las fracciones del petróleo consis­

ten, totalmente o en parte, de hidrocarburos de cadena recta y t le -



nen un peso molecular medio que corresponde a lo  menos a 10 .áto­

mos de carbono por moláoula.

1? Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo 

y la  separación de hidrocarburos de cadena reota, ta l como e l 

5 especificado en una cualquiera de las reivindicaciones preceden­

tes, caracterizado por e l  hecho de que la  fracción del petróleo 

es un gasoil.

18.- Un procedimiento para e l  cultivo de un microorganismo 

y la  separación de hidrocarburos de cadena re ota, caracterizado 

10 por e l hecho que e l  medio nutriente aouoso abasteoido,en un perio­

do dado a la  segunda etapa fermentadora, contiene, fosfato en una 

oantidad menor que 1 parte por peso, estimado en fósforo elemental, 

por 100 partes por peso de microorganismo estimado en peso seoo, 

introducido dentro del fermentador en dicho periodo.

15 19o- "Un procedimiento para e l cultivo de un microorganismo y

la  separaoión de hidrocarburos de oadena reota".

Consta la  presente memoria descriptiva de veinticuatro hojas 

foliadas, escritas por una sola cara.

Baroelona, 17 de Agosto de 1967:.
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