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PATENTE DE INVENCION
por 20 afios

por "Un procedimiento para el cultivo de un microorganiamo y

la séparacidn de hidrocarburos de cadena recta" = w m m = w =

-

a favor des THE BRITISH PETROLEUM COMPANY LIMITED, de nacionalie
dad britdnica, domiciliada en Britannic House, Moor Lane, LONDON,
E.C.2,Gran Brotafia,.

MEMORIA DIBESCRIPTIVA

La presente patenye se refiere a un procedimiento para
el cuitivo de un microorganismo y la separacifn de hidrocarburos
de cadena recta, totalmente o en parte, de mezelas de dichos
hidroocarburos con otros hidrocarburogs

En la patente belga 623450 ge desoribe un procedimiento que
oomprendé el cultivo de un linaje de levadura que es adaptado para
producirse en hidrocarburcs parafinicos de ocadena recta, en pre=
gencia de fracciones del petrélec que consisten en parie de hidro-
carburos de cadena recta y tienen un peso medio molecular que 00=
rreaponde a lo menos a 10 dtomoa de ocarbono por molécula, ¥ en
pregencia de un medio nutriente acuogoj y en preaencia de un gas
conteniendo oxfgeno libre y separacifn de la mezcla, por una par-

te, levadura y, por otra parte, una fraccidn del petrfleo wue tiew
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ne una reducida proporcibn de hidrocarburos de dsdena recta a
que estd libre de dichos hidrocarburos de cadena recta. Se ha
comprobado gue este procedimiento es de particular vallas para el
tratamiento de fracciones gas oil del petréleo que contienen hidro-
carburos de csdena recta en forma de ceras, ya gque por el proceso
ge obtiene un gasoil de punto de fluidez mejprado mientras las
ceras son convertides en un producto velorable.

Segdn el objeto de la presente patente se suministra un pro-
cedimiento que comprende el cultivo de un microorganismo en pre-
gencia de una fraccifn de petrbleo que consiste totalmente o
en parte de hidrocarburcs de cadena recta, en presencia de un mew
dio nutriente acuoso que consiste en parte de fosfato y en pre-
sencia de un gas que contiene oxfgeno libre, dicha fracecidn del
petrélec y dicho medio acuoso siendo contfnuemente alimentado
por un fermentador gue contiene dicho microorganismo y en donde
toma lugar una primera etapa de cultivo de dicho microorganismo,
un flujo de producto comprendiendo el microorganismo siendo con-
tinuamente pasado a una segunda etapa fermentadora, en la cual
el microorganismo es tratado con una segunda etapa de medio nu=
triente aouoso, un flujo de producto comprendiendo microorganig-
mo giendo contfnuemente geparado de la segunda etapa fermentado-
ra, dicho producto siendo tratado para recuperar el microorganis—
mo, en la primera etapas de cultivo la cantidad de foafato en la
fage acuosa de la primera etapa fermentadora siendo tal que la
proporoidn de desarrollo del microorganismo no sea impedida por
falta de fosfato, y en la segunda etapa la cantidad de fosfato
en la fage acuosa de la segundas etaps fermentadora siendo menor

que la centidad requerida para no impedir el desarrollo del mi-

Rroorganismo o egtando ausente el fosfato de la fagse scuosa de
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Si me desea, la segunda etapa de medio nutriente acuoso pue=

la gpegunda etapa fermentadora.

de contener o congistir totalmente o en parte del medio nutriente
acuoso peparado de la primera etapa fermentedora. Si me desea ol
producto Lfquide total separado de la primera etapa fermentedora,
conteniendo dicho producto, en suspensidn, el producto microorganis-
mo, puede ger pasado a la segunda evapa fermeniadoras

Se halla comprendido dentro del fin de la presente invencidn
el empleo ael reciclo, en la primera etapa y/o en la segunda etaps,
de microurganismo y/o hidrocarburo. No ohataﬁte de acuerdo con egta
invenocidn el material de una etapa aada es reciclado a la migma eta-
pae

Operando de acuerdo con el procedimiento de la invencidn se
obtienen busnes rendimientos de miorourganismo en relacidn a la
cantidad de fosfato empleados

Por "fogfato" como se usa aguf nosotros queremos deoir un fop-
fato met&lico o amfnico soluble en agua 0 un Hoido fosférico o meze-
cla oonteniendo dos o mfs de talws materiales. Ye preferencia el
fusfato sexrd del tipo convencionalmente empleadé en log mediog num
trientes amouosom. Log fosfatos preferidos son el trifesfato sfdico
v ol &cido ortofosfdrico. La presencia de fosfatos distintos a los
indioados no se exocluye cuando su presencia es deeeable pero la pre-
gencia, asdemds, de un "“fosfato" como el antes definido debe ger
egenciels ) )

Por "cantidad de fosfato" nosostres queremos declr el peso de
ion fosfeto presente en la fage acuosa.
Segin otro aspecto de la invencidn éste suminietre un procedi

miento que comprende el cultive de un mioroorganiemo en presencia

de una fracoidn del petrdleo que consiste totalmente o en parte
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de hidrocarburos de cedena recta, en presencia de un medio nu-
triente acuosv que oongiste en parte de fosfato y en presencia
de un gas que contiene oxfgeno libre, dicha fracoifn del pew-
tréleo y dicho medio acuoso siendo continuesmente alimentado a
un fermentador que contiene dicho mieroorganiemo y en donde to-
ma lugar una primera etapa de oultivo de dicho mioroorganismo,
un flujo de producto comprendiendo el micrborganismo y ol medio
nutriente acuogo siendo contfnuemente separado de la primers
etapa fermentadora y pasado e una segunfa etapa fermentadora,
un flujo de producto que comprende microorganismo siendo conti-
nuemente separado de la segunda etapa fermentadora, en la prime-
rae etapa de cultivo la vantidad de fosfato en la fame acuosa de
lg primers etapa fermentadora siendo tal que la proporcidn de
desarrollo del microorganiemo no pee impedida por felta de fosfam
t0y ¥ tal que en la segunda etapa la cantidad de fosfato en la
fage acuosa de lg segunda otaps fermentadora es menor que la
cantidad requerids para no impedir el demarrollo del microorga=-
nismose

Cuando operando segin uno w otro de los aspectos de la in-
vencidn antes descritos se prefiere gue el nivel de ion fosfato
en el medio suminimtrado a la segunda etaps, en un periodo dedo,
sea menor que 1l parte por peso, estimada como fdsforo elemental
por 100 partes por peso de microorganismo (estimada en peso se-
¢co) entrando en la segundas etaps fermentadora durante dicho pe—
riodo,

Generalmente los hidrocarburos de cadene recta estardn pre-
pentes en el materisl de carga de acuerdo con la invencidn como
parafinas; no obstante, los hidrocarburcs de cadena recta pueden

estar presentes como olefinas; tambidn puede emploarse una mez«
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cla que contenga parafinas yolefinas de cadena recta.

Materiales de carga convenientes para el procedimientos de
la inveneidn comprenden las kerosinas, gasoils y aceites lubri-
cantes; estos materiales d® carga pueden estar sin refinar o pue=
den haber pasado alafn tratamiento de refinacidn, pero generalmen-
te se requiere que ocontengan una proporeidn de hidrocarburos de
cadena recta con el fin del propdsito de la invencidn, Convenien-
wemente me emplea une fraccifn del petréleo gque contiene 3-45% por
peso de hidrocarburos de cadena recta,

De preferencia se emplea una fraccidh del petrdleo que con=
sigte total o en parte de hidrocarburos ds cadena recta y tonienw
do un peso moleenlar medio correspondiende a lo menos a 10 gtomos
de carbono por moldculas

Bl procedimiento de la invencidn es de particular valor para
el tratamiento de fracoiones gagoil del petréleo que contienan
hidrocarburos de cadena recta en forma de ceras, ya que por el
procedimiento de la invencidn, un gasoil de punto de fliidez mejo-
rado ge obtiene mientras las ceras son convertidas en um producto
valorable,

En o1 tdrmino “mioroorganismo® empleado aquf nosotros Lncluf
mos la mezclag de mioroorganismos":

Mioroorganismos gue son oultivedos como se ha descrito pue=
den ser levaduras, mohog, o bacterias,

Las baoterias en esta especificacidn estdn olagificadas so-
gin el simbema descrito en "Bergey's Manual of Determinstive Bao-
teriology" por R.S. Breed, B.G.D Marray y NeR. Smith (1957) 7 4
Edicién, publicedo por Williams and Wilkins (Baltimore, U.S.A.).
Las levaduras estén clasificadas de acuerdo con "The Yeasts-a Taxo—

nomic Study" por Lodder and Kreger-van Rij (19525 publicado por
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North Holland Publishing Company (Amsterdem).

De preferencia cuando una levadura es emploada esta es de la
familia Oryptocoocacese y partioularmente de la subfemilia Orypto-
cocoidas; no obstante, si se desea pueden usarse, por ejemplo, le-
vaduras ascosporogeneus de la subfamilia Saccharomycoideae. El &=
nero preferido de la subfamilia Cryptococcoideaees el Torulopais
(tembi¥n conooido como Torula), Candide y Mycoderma. Las especies
preferidas de levadurss son como siguen:

En partienlar es preferido usar las exigtencias especfficas
de mimero de referencia indicado; estos nimeros de refsrencia refe-
ridog a existencias CBS por el Centraal Bureau vor Schimmeloulture,
Bearn, Holanda y-por existencias INRA por el Institud National de
la Recherche Agronomique, Paris, Franocia.

Linajes preferidos

Candida lipolytica CBS 599
Candida pulcherrima CBS 610
Candida  utilis GBS 830

Candida utilis, Variati major CBS 841

Candlda  tropicalis CBS 2317
Candida arborea

Torulopsis colliculoga GBS 133
Hgnsenula anomala ¢BS 1l0

Oidium lactis
Neurospora sitophila
Vycoderma cancoillote INRA: STV 11
De ellas el Candida lipolytica es partioularmente preferie
dae
Si se desea, el microorganismo pueds ser un moho, Un cone-

veniente linaje es el Penicillium expansume
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Si se desea el microorganismo puede ser una bacteria.

Una bacteria conveniente es una del orden:-
Pseudomonadales, Eubacteriales y Actinomycetalea,

De preferencia las bacterias que son empleadas son de las
familiag Corynebacteriaceae, Micrococcaceas, Achromobactergceae,
Actinomycetaceae, Fhyobiaceae, Bacillaceme y Pseudomonadacess,
Las esgpecies preferidas son la Bacillus megaterium,Bacillus sub-
t1ldg ¥ Pseudomon Aeruginosas

Otras eppecies que pueden ger empleadee ocomprenden:
Bacillus amylobacter
Pseudomonas natriegens
Arthrobacter sp.
Mierococcus spe.
Corynebacterium sp.
Pmeudomonas syringsae
Xanthomonas begoniae
Flavobaoterium devorans
Acetobacter ap.
Actinomycos sp.
Norcardia opaca

Para el desarrollo del miocroorganismo serd necesario pro-
veer, adicionapdo al material de carga, un medio nutriente acuogo
y una fuente de oxfgeno, de preferencia en forma de¢ aire,

Un medio nutriente conveniente para levaduras (y mohos) tie~

ne la composicidn:
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(NH, )2 HPOy 2 gramos
KQl 1.15 gramos
NgS0, TH0 0,65 gramos
Zn804 H,0 0.17 gramos
MnSO4 Ho0 0.045 gramos
FeS04 TH,O 0.068 gramos
Agua corriente 200 gramos
Sztracto de levadura 0,025 gramos

agua destilada (a alcanzer los 1000 mlg, )

Un medio nutriente tipico para el desarrollo de Nocardia

tiene la composiclfn siguiente:

(VH;), 80,

Mgs0,  TH,O

PoSOs  TH,O

MnS04 Hy0

KHpPOy

NaHPOy 12H,0

Cacl,

Na2G03

Extracto de levadura

Agua destilada a(alcanzar los

Para otras bacterias un medio
la compogicidn:

KHoPO,

MgSO4  THRO

NaCl

NH, CL

Agua corriente {trazas de
elementosn)

1 gramo
0.20 gramo
0.005 gramo
0,002 gramo
2 gramos
3 gramos
0.1 gramo
0.1 gramo
0.008 gramo
1000 mlg,)

nutriente conveniente tiene

T gramog
0.2 gramo
001 £rano

2.5 gramo

100 mlg .
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extracto de levadura 0,025 gramo
Hagta los 1000 mla. con agua desdilada.

Otro medio nutriente conveniente para el degarrollo de bac-

terias tiene la composleifn

NHyC2 0.5 gramo
NaCl 4 gramos
MgSO4 0.5 gramo
Na2HPOy 0.5 gramo
KH2P04 0.5 gramo
Agua hasta los 1000 mlg,

El desarrollo del microorganismo empleado es favorecido
por la adicién al medio de cultivo de una proporeidn muy pequefia
de extracto de levadura (un producto industriasl rico en nutrili-
tog egenciales o factores de desarrollo, obtenidos por la hidro-
ligis de una levadura) o mds generalmente de los nutrilitos esen=
clales, Los nutrilitos esencisles oguprenden la biotina, £cido
pantotenico, feido ,icotinico, tiemina, inositol, y piridoxima,
La cantidad de extracto de levadura adicionado ea de preferencia
del orden de 25 partes por milldn., Ia cantidad de cada nutrilito
requerida varfa entre cerca 0,1 parfes por millén para la bioti-
na & cerca 10 partes por milldn para el inositol,

De preferencia el medio nutriente acuoso en cada fermen-
tador es mantenido a un deseado pH por la intermitente o conti-
nua adicidn de un medio acuoso de elevado valor pH.

La temperatura Sptima de la mezcla de desarrolio puede va-
riar segdn el tipo de microorganismo empleado y se hallard gene-
ralmente situada en el orden de los 25-35°C, Cuando so usa Can-
dida lipolytica la temperatura preferida es del orden de 28-32°C,

La toma de oxfgeno es esencial para el desarrollo del mi-

oroorganismo. El ox{geno debe generalments ser provigto como aire,
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De la gegunda etapa fermentadora es separado un £lujo de
producto gue oontiene microorganismoe e hidrocarburos no metabow
lizados en una fage continua acuosa.

La mayor parte de la fage contfnua acuosa es primero sepa-
rada;'de preferencia esto se efectia por centrifugacifn. la fase
acuosa separada generalmente contendrd una elevada concentracidn
de lones no nutritivos que pueden ser tolerados en el flujo de re=
oiolo y cuando egto es asf{, solamente una proporcidn de la fase
acuosa recuperada puede ser reciclada. Asf serd generalmente posi-
ble meparar hasta 96% por peso ae la fase acuosa que est4 presen-
e en el producto de la ocual en el miamo porcentaje base hasta 20%
por peso gerd descargada. El flujo reciclo es suministrado con can=
tidades de ajuste de los nutrientes necesarios y es devuelia al
fermentadory sl se desea los materiales de ajuste pueden ger ali-
mentados al fermentador por un flujo separado.

El procedimisnto oomo aplicado al cultivo de una levadura,
puede incorporar etapas de separacifn de producto como sigue. En
algunos caesos microorganismos distintos a levaduras pueden ser se=
parados de egta manersi

tn primer lugar debe:. generalmente ser posible geparar el
microorganismo, contaminado con algin material de carga no meta-
bolizado y medio nutriente ascuoso, de la masa de la fraccilén de
material de carga no metabolizado.

La fraccidn microorganismo; generalmente en la forma de una
pastaho ocrema y conteniendo hidrocarburog como impurezas, 68 80
metido a lavado por medio de una golucidn acuosa de un agente su-
perficiativoe. De preferencia la fraccifn microorganismo es vigoro-
gamente mezclade con el ggente superficiativo acucso, y, privado

de un ulterior porsodo de desarvollo del mioroorgashlismo, es some-
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tido & una adicional separacifn, de preferencia por centrifuga-
cifn, para recuperar una fraccidn de microorganismo ¥ una congu~
mida fase acuosa que contiene impurezas hidrocarburos separada
del microorganismo, Si es necesario, las gtapas de lavado y ge-
paracidn pueden repetirse, otra vez, usando un agente asuperficie=-
tivo acuoso en ta etapa del lavado. Despuds ael lavado con el
agente superficiativo es necesario lavar con un medio aouvso que
esté libre de agente superficiativo; de preferencia este medio
804 agus. Aun si se desea, una serie de:tapas de lavado y goe
paracidn pueden emplearse.

De preferencia lasg etapas de lavado son efectuadas hagta
que el contenido hidrocurburo del microurganismo es menur que
7% basado en el peso del microurganismu (comu caloulsdo en o
vadv geco)e De preferencia dichu contenido de hidrocarburos debe
ser menor-Que 5%.

Como agente superficiativo empleado para el lavado se puew
den usgar agentes superficiativos catidnicos wal como cloruro amde
nico de sstearilirimetilo, egenies superficiativos no=idniocog,
por ejemplo los condensedos de &oido oleico y $xido de etileno,

o agentes superficiativos anifmicos, por ejemplo alechilsulfatos
de sodio.

Ia fracoidn que contiene el microorganiemo es entonces de
prefefencia sometida a extraccidn digolvenie. De preferencia la
extracoidn digolvente es efectuada por el ugo de un digolvente
que conslste de o que contiene un hidrocarburc, De preferenoia
el hidrocarburo tiene 4~7 4tomos de carbono por Qoléculaa De pre-
ferencia el hidroocarburo es una parafina y de preferencia,‘la
parefina es una parafine de cadena rectas Ed pentano normsl y

el hexano normal gon digolventes convenienteg.
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Si se desea la extraoccidn de los hidrocarburos por medio
de un disolvente hidrooarburo es precedids por la extraceidn
por medio de un alcohol, de preferencis etanol,

Si ge desea se puede usar una etepa de extracoidn usando,
como digolvente, una mezola de un hidrocarburo con, por ejemplo,
etanols Aef me puede user un disolvente congistiendo de 805 en
peso de hexano y 20% en peso de etanol,

Log hidrocerburos recuperados en la fase de extraccidn por
extrac;ién digolvente; afn metabolizsbles, puede mer reciclada
a-la etapa de cultivo del microorgenismo.

Une levedura que ha sido libertedas de la totelidad o par
te de sus lfpidos y los hidrocarburos contaminaderes por uno de
los mftodos descritos antes y ouyo gusto ha sido mejorado es un
nuevo productc industrial de valor para la nutricién humana.

Segén una forma preferida de esba invencidn se suministra
un proceso que comprende el cultive de un mieroorganismo en una
mgnera oomo la antes descrita en presencia de una fraccidn de
petrfleo que consiste en parte de hidroosrburos de cadena rects
¥ que tiene un peso molecular medio que corresponde & lo menos
a 10 dtomos de carbono por moldeoula, y en presencia de un medio
nutriente aouosoj y en presencia de un gas que contlene ox{geno
libre, y separacidn de la mezcla, por wm parte, del microorganise
me ¥y, por otra parte, de una fracoidn del petréleo que tiene una
proporoidn reducida de hidrocarburos de cadena recta o que estd
libre de dichos hidrocarburog de cadena reota y despuds de eso
tratamiento del microorgenismo como antes se ha descrito.

Los métodos preferidos para usar en el cultivo del microor—
ganiam5 ¥y para la recuperacidn del producto se describen en las

patentes briténicas mimeros 914567 y 914,568 entre otras, ¥y en le
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francesa n¥mero 924.254,
La invencidn es ilugtreda sin cardoter slguno limitativo
con referencia al siguiente Experimento y Ejemplos 1 y 2. El

Experimento se aporta con el propdsito de comperacidn.

EXPERIMENTO

La levadura Candida tropicalis fud: desarrollada en una ope-
recidn continua en un primer fermentador de 60 metros cibicos
de cepacidad en pregencie de un medic nutriente acuogo teniendo

la composicidn eiguiente:

gramos/1itro

(NHy)o EH POy 2,0
KC1 1,15
Mg 804 7H20 0.65
Mn 804 4H20 0,068
Fe 504 7H20 O.l24
an 804 7H20 0.308
Extracto de levadurs 0.03

con seracidn s la proporcidn de 30 v/v/4. empleando agitacidn
torbellino.

La fuente de ocarbono fuf suministrada por un gasoil obtenido
de petréleo bruto Irak y teniendo las caracterdsticaes siguientes:

Gravedad especifica 0.870
Temperatura de fluidexz 4+ 152¢C
Orden de ebullicidn 300~330°

Une mezcla de gasoil y medio nutriente acuoso en proporciom

nes relativas de 1,5:10 partes por volumen fud slimentada gl ferw

mentador a la proporcidn de 200 litros por metro afbico de fermen~
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tador por hora (que es 12000 litros por hora). El fermenta~-
dor fud mantenido a 30°C y a un pH de 4 por admisién contfnua
de amoniaco acuogoe

Un flujo de producto fud apartado continuamente y separa=
do, 1400 litros por hora se pasaron a un decantador y 12000
litros por hora se pasaron a un segundo fermentador de 30
metros cibicos de ocapacidad. '

En el decantador un flujo acuoso de 2000 litros por hora
fud seperado y descargado y el flujo restante reciclade conti-
nugments al primer fermentador.

El segundo fermentador fud mantenido a 30%C y asresdo a
1a proporeifn de 30 v/v/4 empleando un agitador de torbellino
la fuente de carbono fresco fud suminigtrada siendo abasteci-
da por hidrocarburos residuales conducidos del primero al se-
gundo fermentador.

Un flujo de corriente fud continuamente descargado del
gegundo Permontador y sometido a decantacién. Iuego G6% en pe=
go de la fase acuoga fuf separada y reemplazadé por 66% en pe~
so de agua corriente.

0.5 Kg de detergente no idnico, vendidos bajo la mareca
WI 29 y sgiendo el producto obtenido por condensacidn de una
mezcla de alcohol myristico y laurico con 6xido de etileno,
fueron adicionados por cada metro efbico de la mezcla de le-
vadura, aceite residual y agua.

Esta mezcla fud asgiteda totalmente y contrifugada en un
gutoyector Scharples DG 2 centr{fugo para obtener como productos

geparados:
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una pasta de levadura; una fase acuosa y una fase gagoil,

La pasta de levedurs fud despuds mezclada nuevemente con
agua corriente a una proporcién de 1 parte por pesc de materia
secg por 5 partes por peso de agua y totalmente separesde y cen=
trifugada por segunda vez.

La pasta de levadura recuperada, contenfa 65 a 70% de
agua. Algo de agua fud, separada pare producir una crema consig=
tiendo de 50% de levadura (peso seco) y 50% por peso de agua.

Este levadura humedecida fuf luego bombade dentro de un ex=
tractor que estabs en la forma de tambor filirante y era rotatie
vo con su eje horizontal.

Una mezcla disolvente consigtiendo de 50% por pesoc.de hexa-
no normal y 50% de isopropanol fuf adicionada a Ja levadure hi-
meda a una proporcidn de 8 partes por peso de mezcla por parte
de levadure (peso seco). La mezcla de levedura, agua y disolvenw
te fud. mantenida a 502C durante 30 minutos. Luego el disolvente
conteniendo la meyor parte de las impurezas de la levadura fus
geparados.

El regtante producto de levadura fud otre vez tratado con
digolvente en una segunda etapa de extraccidn a base de 1 parte
por peso de levadura seca por 1 parte de agua por 4 partes de
una mezelq de 50% por peso de haxano normel y 50% de isopropa-
nol, egtando en contacto durante 30 minutos a 500C. Degpuds de
lg filtracidn del disolvente cargedo con algunas impurezas de
lg levadura, el producto restante fud tratado en una segunda
etapa de extraccidn con 2 partes por peso de una mezela digol-

vente congistiendo de:
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una pasta de levadura; una fase acuosa y una fase gasoil,

La pasta de levadura fué después mezclada nuevamente con
agua oorriente a une proporcién de 1 parts por peso de materia
seca por 5 partes por peso de agua y totalmente separada y cen=
trifugada por segunda vez.

Lg pasta de levadura recuperada, contenfs 65 a 70% de agua.
Algo de agua fud separada para producir una'crema congigtiendo
de 50% de levadura (peso seco) y 50% por peso de agua.

Egta levadura humedecida fué luego bombada dentro de un ex-
tractor que estaba en la forma de tambor filtranve y era rotativo
con su eje horizontal.

Una mezcla disolvente consistiendo de 50% por pesp de hexa=
no normal y 50% de isopropanol fué adicionada a la levedura hime-
da a una proporcifn de 8 partes por peso de mezcla por parte de
lovadura (peso geco). La mezcla de levadura, aguu y disolvente
fud mantenida a 50°C durante 30 minutose. Luego el disolvente
conteniendo la mayor parte de las impurezas de le levaduru fué
separado.

El restante producto de levadura fud otra vez tratado con
digolvente en una segunda etapa de extraceiln a bage 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. Despuds de la filtra-
cifn del disolvente capgado con algunas impurezas de la levadura,
el proaucto restante fud tratado en una segunda etapa de exirao~
cién con 2 partes por peso de una mezocla disolvente consistiendo
de:

n-hexano 80% por peso

isopropanol 205 por peso
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Lg mezola fué mentenida a 502C durante 10 minutos y ei
digoLivente wpurtado, finatmente bajo vacfo. EL lavado con esta
mezela disolvente fud repetido 4 veces. Finulmente el producto
levadura fud secado con vapor supercalentadd.

Log datos de operacifn y resultados obteninos se mues-

tran en lg Tabia piguiente:
Ljemplo L

11 procedimiento degerito en el mxperimento fué repetido
con un cambio en la concentrmeidn ael fosfato en lus medios
de suminisgtro a los dos fermentadores.

(a) BL medio de alimentacién al primer fermentador fué obe
tenido por dilucidn del medio nutriente acuoso descrito en el
Bxperimentv con un volumen igual de agua. El extrudto de leva-
dura fué ajustado a 0,03 gramos/litro.

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

Lag condiciones y resultados obtenidos se musegtran en lg
Tabla giguiente.

kjemplo 2

Bi procedimiento descrito en el Ejemplo 1 fud repetido con
un camb;o en la concentracifn de fosfato en iog medios de sumi-
nistro a luos aos fermentadores.

El medio alimentado ai primer fermentaaor fué obtenido por
&ilucidn de 1 volumen del medio nutriente acuoso descrito en el
Experimento con 2 volimenes de agua. El extracto ae levadura
fué ajustaao a U.03 gramog/litro. Wo se empled reciclo ue ore-
ma de levadura.

vas conaicionses de operacién y lug resultados obtenidos se

muegtran en la Tabla siguilente:
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Bajo lag condiciones ilugtrades en el Experimento el nivel
de fosfato en el medio nutriente acuoso en el primeyo y segundo
fermentadores fué adecuado pare soportar, en embos fermentedores,
un desarrollo del microorganismo no dificultado por merma de fos-
fato.

Bajo las condiciones ilustraedas en los Ejemplos 1 y 2 el
nivel de fosfato en el medic nutriente acuoso en el primer fer-
mentador fud adecuado para soportar el desarrollo del miorcorga-
nismo, no dificultado por merma de fosfato, y el nivel de foamfato
en el medio nutriente acuoso en el segundo fermentador fud tal
que el degarrollo del microorganismo fud impedido por merma de
foafato,

Bajo las comdiciones ilustrades en el Ejemplo 1, la limita~
cifn del desarrollo fud marginal en el segundo Ffermentador y hu~
bo un substancial nivel de fogfato en el consumo de medio nutriens
te acuogo del megundo fermentador. (No obstanie este nivel es me-
nor que aguel del medio usado del primer fermentador). No obgtan=
te, una notable reduccidn en el nivel de fdsforo en el microorge-
nismo recuperedc se ha observado. Asf la produccidén de microorga-
nigmo por unided de fésforo incorporado a égte es més eleveda con
respecto al producto del segundo fermentador gque con respecto
al producto del primer fermentador.

Bajo las ocondiciones ilugtradas en el Ejemplo 2 el nivel de
fosfato en el consumo del medio mutriente acuoso es bajo, como es
el contenido de fésforo del microorganismo derivedo de la segunda

etapa fermentadara.
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Un tercer ejemplo es aportado a continuscibn para

meyor comprensgidn.

Bjemplo 3
La levadura Hansenula fué desarrollada lentamente en
un primer fermentador operado de forma continua de 60 liw
tros de ocapacidad en presencia de un medio nutriente acuoso

toniendo la composicibr siguiente: ’

gramos(litro

(NH4)2 PO,H- 1,0
Ko 0,58
UnS0,, 4H,0 0,034
ZnS0,, TH,O 0,15
Extracto de levedura 0,15

oon una proporcifn de aireacifn de 30 voldmenes por volumen
por hora usando agitacifn en torbellino., -
Bl substreto de oarbono fué suministredo por un gasoil

obtenido de petréleo bruto Iraq teniendo las siguientes

caracterfsticas:
Gravedad especifica 60°F/60°F 0.867
Indice de refraceidn quo 1.484
Temperetura de enturbemiento +13%
Tomperatura ds fldidez +11°%

Azufre (total) 1,59% por peso
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Lg mezcla de gasoil y medio nutriente scuoso en la
proporeidn relative 1.5 : 10 partes por volumen fud alim
mentaeda al fermentador a razén de 12 litros por -hora, El
formentador fud mantenido a 3% 5 a pH, por admigién oone
tinua de amonimco aocuoso,

Una corriente de producto de 12 litros por hora fud
contfnuemente separasdo y pesedo a un segundo fermentador
de 30 litros de cepacidads

El gegundo fermentador fud mentenido a 30°C y airea-
do a la proporcién de 30 voldmenes por volumen por hora
usando sgitacidn torbellino, El substrato de ocarbono no
fromco fud sustitufdo, la fuente de carbono suminigtréndo-
ge por hidrocarburcs residuales conducidosg desde el prime-
ro al gegundo fermentador.

Una corriente de producto fué continuesmente descargee
da desde el pegundo fermentador y sometida = decantacidn.
Luego TO% por peso de la fage acuosa fud separsda y recme
élazada por 10% por peso de agua corriente.

1 gremo de detergente no-idnico de slcohol ldurico
oxitilenatado vendido bajo la marca denominade NI 29 fud
adlioionedo por litro de la mezcla de levadura, petréleo
residual y agua, Esta mezcla fud aglteds a fondo y centrie
fugada en un supercentrifugedor Sherples para obtener:
una pasta de levadura, una fese acuosgs y una fase gagoil,

La paste de levedura fud deepuds remezclada oon agua
oorri;nte a una proporoiln de 1 parte por peso de materis
meca por 5 partes por peso de agua y egitada a fondo y
centrifugada otre vez. Bl contenido del asgua en la levedus

ra fué entonces sjustado a 50% por peso. Beta levadura hyfe
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meda fud lusego bombesda dentro un extractor que estsba en
forma de un filtro de tambor el cual fué rodado con su:

eje horizontals, Una mezela disolvente consistiendo de

50% por peso de n~hexano y 50% de isopropanol fué adiocilom
neda a la levedurs hdmeda a una proporcidn de 8 partes
por peso de mezcla por parte de levadura (base seca). La
mezola de levedurs, agua y disolvente fué mantenida a 80°¢
durente 1 hora, luego el disolvente conteniendo la mayor
perte de les impurezas de la leveduras fud sepsrada.

Un segundo tratamiento disolvente en la misme base
como se ha indicado entes fud dado a la levadura restantei
Despuéds de la eliminamcidn del disolvente cargado con las
impurezas de la levedura, el producto de levedura himedg
restante fud otra vez tratado con disolvente en une segun~
da etapa de extraccién en la base de 1 perte por peso de
levedura seoa por 4 partes de isopropanocl produciéndiose el
contacto durente 30 minutos a 60°C.

El disolvente fué sepsredo y finalmente el producto
de levedura fud seocedo oon vapor supercalentados

Log datow de operacién y los resultedos obtenidos se

mesgtran en lg Tabla giguiente:

T ABL 4,
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cors JAGATE T
Por la patente de invencién a que se refisre la presente
memoria desoriptiva se REIVINDICA la propiedad y la explote-
oién exolusiva de:

l.~ Un prgoedimiento para el cultivo de un microorganismo
¥y la seperacifn de hidrocarburos de cadena recha, caracterizado
por el hecho gue comprende el cultivo de un microorganismo en
pregencia de una fracfidn del petrbleo que consiste totalmente
0 en parte de hidrocarburos de cadena recta, en presencia de un
medio nutriente aouoso que consiste en parte de fosfato y en pro=
sencia de un gas conteniendo oxfgeno libre, dicha fracecidn del
petréleo y dicho medio acuoso sisndo contfnuamente alimentedo
8 un fermentador que contiens dicho miocroorganismo y en el ocual
toma lugar una primera etapa de cultivacidn de dicho microorga-
nismo, paséndoge continuemente un flujo del producto comprendiens
do el microorganiemo a una segunds etapa fermentadors, en la
cual el microorganismo ss tratado con una segunda etepe de medio
nutriente aouoso, siendo contfnusmente separado un flujo del
producto comprendiendo mioroorganismo de la segunds etapa fermen-
tadora, en la primera etapa de cultivo la oantidad de fosfato en
la fage acuosa en la primera etapa fermentadora siendo tal que
la proporeifn de desarrollo dsl microorganismo no es impedida pox
merma de fosgfato, y en la segunda etapa la cantidad de fosfato
en la fage acuosa de la segunda etapa fermentadora siendo menor
que lg cantided requerida para no impedir el desarrollo del miw
croorganismo o estando ausente el fosfato de la fase acuosga de
la segunda etaps fermentadoras

2= Un procedimiento para el cultivo de un microorgantsmo y

la gepgracifn de hidrocsrburos de ocadens recta, tal como el
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especificado en 1, ceracterizado por el hecho que la seggnda
etapa de medio nutriente acuoso contiene o consiate toda o en
parte del medio nutriente ascuoso sepersdo de la primera etapa
fermentadorao

30~ Un procedimiento para el cultivo de un microorganigm
mo y la separacifn de hidrocarburog de caedena recta, ocaracte-
rizado por el hecho que comprende el ocultivo de un miocroorga-
nismo en presencia de una fraccifn de petrbleo que consiste
total o en parte de hidrocarburos de cadena rectas, en presen=
oia de un medio nutriente acuoso que consiste en parte de fosfas-
0 y en presencia de un gas que contlene oxfgeno libre, dicha
fraceidn de petréleo y dicho medio acuoso siendo continuamente
alimentado a un fermentador que ocontiene dicho microorganismo
¥y en ol cual toma lugar una primera etapa de oultivo de dicho
nioroorganuamo, siendo continuamente separado de la efapa fer-
mentadora un flujo de producto que ocomprende el microorgenisw
mo y medio nutriente aocuosgo y pasado a una segunds etapa fermen-
tadora, un flujo de producto gue comprende mioroorganismo sien-
do meparado oontfnuemente de la segunda etepa fermentadora,sienw
do en la primera etapa de oultivo la cantided de fosfato en la
fase acuoma en la primers etapa fermentadors tal que la propor-
oidn de desarrollo del microorgenismo no es impedido por merma
de fogfato, y tal que en la segunda etapu la cantided de fogfom
t0 en la fase acuosa en la segunda etapa fermentadora es menor
que la cantidad requeride psra no impedir el desarrollo del miw
croorganismo,

4o= Un procedimlento para el ocultivo de un microorganismo
¥ la geparacién de hidrocarburog de osdena rects, val como el

espeoificado en una cuslquiera de lag reivindicaciones proceden—
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tes, caracterizado por el hecho que el producto liguido total
separado de la primeras etapa fermentadors, conteniendo dicho
producto, en suspensidn, el producto microorganismo, es pasedo
a la gegunda etapa fermentadora.

Se= Un procedimiento pera el cultivo de un microorganismo
¥ la separacidn de hidrocarburos de cadena recta, tal como el
especificado en una cualquiera de las reivinaicaciones precadens
tes, ouracierizado por el hecho que en la pfimera etapa hay un
reciclo de perte del mioroorgenismo y/o a lo menos perte del
hidrocarburo que ha sido sepgrado de lg etapas

o= Un procedimiento para el cultivo de un microorganismo
¥ la separacifn de hidrocarburos de cadena recte, tal como el eg-
pecificado en une cuslquiers de las reivindiocaciones precedentes,
caracterizado por el hecho que en le segunds etapa hay un reci-
clo de parte del microorganiemo, _

7= Un procedimiento para el cultivo de un microorganismo
¥ le separacidn de hidrocarburos de cadena recta, tal comc el oge
pecificado en una cuslguiera de lag reivindicaciones precedentes,
caracterizedo por el hecho que el microorganismo es un mioroorw
ganlsmo que consume hidrocarburc parafinico de cadena recta,

8o= Un procedimiento para el cultivo de un microorganig-
mo y la separacifn de hidrocarburos de cadens recta, tal como el
¢gpecifioado en una cuelquiera de las reivindicaciones preceden—
tes, caracterizado por el hecho que el microorgenismo os una lew
vadurase

Se~ Un procedimiento para el cultivo de un microorgenismo
Y la separecibn de hidroocarburos de cadens recta, tal como el eg
pecificado en 8, caracterizedo por el hecho que la levadura es de

lg familia Cryptococcaceae.
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10.~ Un procedimiento para el cultivo de un microorganismo,
¥ la separacién de hidrocarburos de cedens recta, tal como el ep~
pocificado en 9, caracterizado por el hecho que la levedura eg de
la subfamilia Orypiococcoideses

1le~ Un procedimiento para el cultivo de un microorganismo
¥ la separacidn de hidrocarburos de cadena recta, tal como el egw
pecificado en 10, ceracterizado por el hecho que lu levedura eg del
género Torulopsis.

124~ Un procedimiento para el cultivo de un mioroorgenismo y
la separecifn de hidrocarburos de cadena recte, tal como el @ 5pom
olficedo en 10, caracterizedo por el hecho que la levadurs eg del
género Candida,

13- Un procedimiento para el oultivo de un microorganismo ¥
la geperacién de hidrocerburos d¢ csdena recta, tel como el espe-
cificado en 11, carscterizado por el hecho que la levedura es Cane
dida lipolyticsa.

14 = Un procedimiento pars el ocultivo de un microorgenismo y
la separacién de hidrocarburos de cadens recta, tal oomo el egpeci~
ficedo en 11, caracterizedo por el hecho que la levedurs es Candida
tropicalis,

15.~ Un procedimiento para el cultivo de un microorganismo y
la geparacidn de hidrocarburos de oadens recta, tal como el egpe-
cifioado en lag reivindicaciones 1-7, caracterizedo por el hecho
que el microorganismo es uns bacteria.

16e= Un procedimiento pars el cultivo de un microorganismo
¥ la separacién de hidrocarburos de ocsdens recta, tal como el ege
pecificado en una ocuslquiera de lag reivindicaciones precedentes,
caracterizedo por el hecho que las fracciones del petréleo congig-

ten, totalmente o en parte, de hidrocarburos de cedena recta y tiew
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nen un peso molecular medio que corresponde a lo menos a 10 Ato-

mos de carbono por moldoula,

17 = Un procedimiento pers el cultivo ds un microorganismo
¥ la separacién de hidrocarburos de cadena rectas, tal como el
egpecificado en una cualquiera de las reivindicacionea preceden=
bes, ceraoterizaedo por el hecho de que la fraccidn del petréleo
es un gasoil,

180~ Un procedimiento pera el cultivo de un microorganiemo
¥ le separaoifn de hidrocarburog de cadena reota, ceracterizado
porrel hecho gque el medio nutriente acuogo sbagtecido,en un periocw
do dado a la gegunda etapa fermentadors, contiene, fosfato en una
oantided menor que 1 parte por peso, estimado en £ésforo olementsl,
por 100 partes por peso de microorgenismo estimado en peso meco,
introducide dentro del fermentador en dicho periodo,

190~ "Un procedimiento para el cultivo de un microorganismo y
lg separaoidn de hidrooarburcs de cedena recia.

Conste le presente memoris descriptive de veinticuatro hojas

folisdas, esoritas por una sola cars.

Barcelona, 17 de Agosto de 1967,
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