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El presente invento concierne de forma general! 

a un procedimiento de fermentación por biosíntesis. Has ¡

particularmente, el invento concierne a la utilización de !
i

hidrocarburos oxigenados, particularmente hidrocarburos ¡
I

oxigenados solubles en agua, en calidad de manantial prin-! 

cipal de carbono en el procedimiento. De acuerdo con una

adaptación específica del presente invento, fracciones hi-¡
¡

drocarbonadas, tales como líquidos y gases de petróleo, ¡ 

son oxidadas u oxidadas parcialmente, y acto seguido son i 

puestas en contacto con un microorganismo bajo condiciones 

de fermentación para producir altos rendimientos de proteí 

ñas. El procedimiento puede llevarse a cabo de forma con­

tinua o discontinua.

La actual escasez mundial de proteínas, espe­

cialmente de proteínas animales de bajo costo, para el con 

sumo por parte de animales y de seres humanos, es bien co­

nocida. En un intento de aliviar esta escasez de proteínas, 

se han desarrollado recientemente varios procedimientos de 

biosíntesis en los que se crean proteínas producidas biolój 

gicamente por el crecimiento de microorganismos sobre diver
i

sos materiales de substrato que contienen carbono. Una de j 

dichas técnicas implica hacer crecer diversos microorganij3 

mos, tales como levaduras y bacterias, sobre substratos de 

carbohidrato. Sin embargo, esta técnica depende de la dis­

ponibilidad de grandes cantidades de carbohidratos relati­

vamente costosos que aumentan significativamente el coste 

del procedimiento y de producto.

Otra técnica reciente, e incluso más prometedo 

ra, para sintetizar biológicamente proteínas alimenticias,! 

consiste en cultivar los microorganismos sobre substratos30

1 .7.68
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!de petróleo. Este tipo de síntesis de proteínas por í'er- 

¡mentación se conduce usualmente en un taño de biosíntesis
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'acuoso que contiene una alimentación hidrocarbonada, un 

agente de inoculación del microorganismo que ha de ser he- 

¡cho crecer, un medio de crecimiento acuoso, oxígeno, nitro

geno y otros nutrientes indispensables. Esta técnica per-
! , ! imite la utilización de alimentaciones hidrocarbonadas, que¡ i
{se encuentran ampliamente disponibles en las cantidades nJ 

tcesarlas y son menos costosas que los carbohidratos. Tam- 

jbién es conocido utilizar diversos catalizadores biológi- 

¡cos en procedimientos de fermentación. El procedimiento 

i de biosíntesis del presente invento es aplicable a la bio- 

¡síntesis de todos los microorganismos que son capaces de
i
¡crecer sobre substratos hidrocarbonados oxigenados, parti-
!
¡cularmente los substratos oxigenados derivados de fraccio-t
¡nes hidrocarbonadas del petróleo.

A'unque el presente invento es aplicable a un 

amplio margen de microorganismos susceptibles de ser uti­

lizados, existe un cierto número de microorganismos que 

]son especialmente apropiados para la asimilación de hidro­

carburos oxidados. Estos microorganismos están tabulados 

seguidamente (tablas I y II) junto con sus números de iden 

tificación tales como los números de registro A.T.C.C., 

que fueron fijados depositando muestras en American Type 

Culture Collection, 212 H Street, Northwest, Washington 7) 

D. C.; los registros CBS, que se refieren a la materia pri 

ma conservada en el Centraalbureau voor Schimmelcultures, 

Baarn, Holanda; o los números de registro de Quartermaster 

Culture Collection, que se refieren a muestras conservadas 

en Natick, Massachusetts. La Tabla II enumera un cierto

P -
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número de géneros de levaduras que son especialmente apro­

piados para la asimilación de hidrocarburos oxidados. Es­

tas especies de levaduras están enumeradas también con nú 

!meros de identificación.

¡!
t
i

i

!!

1.7.68. i
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TABLA I - BA

División

Protophy*

Clase Orden Familia

;a---Schizomycetes- -Ps eudomonadal e s— Ps eudomonadac eae

-Eubacteriales- -Hicrococcaceae

I

-Brevibacteriaceae

— Achromobacteraceae ---

— Corynebaoteriaceae ---

— Actinomycetale s-j— Hycobacteriaceae 

'— Ac t inomy c e t ac e ae



1A I - BACTERIAS
31

neae

leae

Tribu Género 

---Pseudomonas

i— 1-Iicrococcus —

!—  Saroina------

—  Brevibacterina

Especie

--- ligustri —  '

____ pseudomallei —

--- orvilla--- -—

---- cerificans ---

------- sp ---------

T--- insectiphilium

'---healii --------
ceae

ceae

Alcalisenes sp

—  Corynebacterium

Cellumonas -galba

r
-SP

pauronetabolum
Arthrobacter sinplex 

. sp ---

ceae ----- Hycobacteriua-----  rhodochrous

ceae -—  —N ocardia — .... . . . . . —  sp

i--- sp

Numero______

ATCC 15522 

ATCC I5523 

ATCC 15524 

ATCC 14987 

QHB1518 Natick 

ATCC 15528 

ATCC 15527 

ATCC 15525 

ATCC 15526 

ATCC 15529 

ATCC 15530 

ATCC 6946 

ATCC 19140 

ATCC 13808
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División

Thallophyta-

Olase Orden

-Ascomycetes------Endomycetales-

-Funpi imperfecti— C^ptococcales

Familia

-End ony c et ac e a e —

TABLA. II -

Cr;.n)tococcaceae---



II - LEVADURAS

ae

ae-

Subfamilia

-Sao charomyc e t oideae-

Tribu

-Endomyc opseae

Saccharomyceteae

—  Nadsonieae

—  Hematosporoideae — ---— — ......—

—  Lipomycetoideae -------------------

—  Cryptococcoideae -.......- .....

-Irichosporoideae

5Iiodotoruloideae

Genero_____

------ Endomycopsis

-i----- Saccharomyces

----- Hansenula

..... Pichia

----- Debaryomyces

------- Nadsonia

------- Rematospora

---- -— Lipomyces

— — . Cryptocoocus

---- Torulopsis

——  Brettanomyces

---- Candida

---- Kloeckera

— —  Trigonopsis

---- —  Trichosporon

------  Ehodotorulla

//
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TABLA II - LEVADURAS

j Género_______

I(1) Endomycopsis

¡

(2) Saccharomyces

(3) Hansenula

Especie

capsularis

fibuliger

javanensis

malí

bispora

cerevisiae (A)

rouxii

exiguas

marxianus

logos

willianus

uvarum

fragilis

lactis

rosei

chevalieri

fermentati

acidifaciens (B)

fructuum

elegans

anómala (D)

saturnus

suaveolens

schneggii

californica

subpelliculosa

mrakii

silvícola

minuta

Cultivo ^  

ATCC ^  2471 

ATCC ^2080 

ATCC ^  10628

CBS ¡

ATCC ^  2624 ¡

ATCC ^  10599 

ATCC ^  10606 

ATCC 10603 

ATCC ^  10598 

ATCC ^  10613 

ATCC ^  10022 

ATCC ^  10689 

ATCC ^  10664 

ATCC ^  10604 

ATCC ^  2551 

ATCC ^  8766 

ATCC ^  13053 

ATCC ^  13053 

CBS

ATCC 2^2579
ATCC ^ 9 847

ATCC ^  10680 

ATCC ^  14462 

NRRL Y-12 

CBS 

CBS

- 7 -



TABLA. II (Continuación)
i (4) Pichia membranaefaciens ATOO ^  10649
: farinosa ATOO ¿72252

polymorpha ATOO ¿715132

5 i fermentaos ATOO ^  10651

(5) Debaryomyces hansenii ATOO ¿" 2357

1 kloeckeri ATOO 10620

j subglobosus CBS
}
í vini CBS

10 i nicotianae ATCC ^  9364

(6) Nadsonia fulvescens ATCC ^  10645

elongata ATCC ^  10644

(7) Nematospora coryli ATCC ^  10647
(8) Lipomyces stakeyi ATCC ^  12659

15 (9) Cryptococcus neoformans ATCC ^ 11239
laurentii ATCC ¿79981
albious ATCC ^  10666

luteolus ATCC ^  10671
(10) Torulopsis bolmii ATCC ^  10670

20 molischiana

dattila ATCC ^  10691
sphaerlca ATCC 13193
candida ATCC ¿72560

f amata ATCC ^  12790
25 stellata ATCC ^  10673

sake ATCC ^  14478
globosa CBS

versatilis CBS

anómala CBS
30 inconspicua CBS

1 . 7*68 .
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TABLA II - (Continuación)

(11) Brettanomyces bruxellensia ATCC ^  10 560
t lajabicus ATCC ^  10$63

anomalus ATCC ^  10559
!

5 ! claussenii ATOO 10562

¡(12) Candida mycoderma ATCC ^  106^¡1
! pulcher^rima (F) ATCC ^ 9 889

krusei ATCC ^  2159

¡ mesenterica ATCC ^  10569

10 tropicales ATCC ^  1369

pseudotropicalis ATCC ^  2540

guilliermondii (11) ATCC ^  9390

htuaicola ATCC ^  14438

rugosa ATCC 10571

15 seylanoides ATCC 10674

pelliculosa ATCC ^  2149

utilis ATCC ^  9226

lipolytica (E) ATCC ^  8662

parapsilosis ATCC ^  7333

20 stellatoidea ATCC ^  11C06

robusta

scotti ATCC ^  10572

curvata ATCC ^  10567

claussenii CBS

25 solani ATCC

melibiosi CBS

1 .7-68.



TABLA II - (Continuación)
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(13) Kloeckera apiculata ATCC ^  10634 i
africana ATCC ^  10632 ;

corticis ATCC ^  10633 i

javanica ATCC ^  10636 ;

lafarii ATCC y  10638 !

magna ATCC ^  10640 i

(14) Trigonopsis variabilis (0) CBS 1040

(13) Trichosporon pullulans ATCC ^  10677

cutaneum ATCC ^'14233

infestans CBS

serieeum ATCC ^  10678

capitatum ATCC ^  10663

f ermentane ATCC ^  10673
behrendii ATCC ^  14465

(16) Rhodotorulla glutinis (G) ATCC ^  2527

rubra ATCC 9449

mucilaginosa ATCC ^  2503

aurantiaca ATCC ^  10657

minuta ATCC ^  10658

El Hicrococcus cerificans (14.937), que fue

aislado e identificado por el Dr. B. E. Kallio y otros, 

Journal of Bacteriology, volumen 78, número 3, páginas 

441-448 (Septiembre 1959), es particularmente deseable. La

identificación adicional es la siguiente:

Morfología.

Las células son pequeñas, esféricas, tendiendo 

a ser elípticas en cultivos viejos y en medios de alto con 

heñido de nitrógeno.

- 10 -
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Las células procedentes de los medios definí-' 

dos tienen un diámetro medio de 0,5 a 1,0 mieras, y a par­

tir de medios complejos los diámetros de célula son en pro 

Imedio de 1,0 a 2,0 mieras. Las células aparecen solas o en 

montones. No se observan granulos inmotos, metacromáticos ¡ 

ni granulos pseudanofílicos. '

Reacción Gram.- Negativa j
Las colonias sobre agar definido son pequeñas j 

(l mm), convexas circulares, teniendo bordes enteros. Las j 

colonias sobre agar nutriente son mayores (2 a 5 mu- 

coides salientes, generalmente redondas.

Dentro de una especie puede haber muchas cepas 

diferentes que comprenden variaciones y imitantes tanto na 

turales como inducidos.

La morfología y las características de reac­

ción de crecimiento de otros organismos antes enumerados 

están dadas en la patente USA 3.308.035, concedida el 7 de 

marzo de 1967, con el titulo "Process for Producing a High 

Protein Composition by Cultivating Microorganisms on an 

N-Aliphatic Hydrocarbon Peed", inventor John D. Douros,

Jr.
Los medios de crecimiento comprenden un medio 

de sal mineral acuosa y oxígeno en exceso. El oxígeno es 

suministrado al medio de substrato de cultivo o caldo de 

cultivo en cualquier forma capaz de ser asimilada con fa­

cilidad por el microorganismo inoculador. También se pue­

den utilizar compuestos que contienen oxígeno para suminij:, 

trar oxígeno, siempre que no afecten de forma desfavora- j 

ble al crecimiento de las células del microorganismo y a j 
la conversión de la alimentación hidrocarbonada oxidada eií
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!  ̂ ¡"*1 ' ' ' " 
¡células de microorganismos. El oxígeno puede sor suminis­

trado como un gas que contiene oxígeno, tal como aire a ! 
i * 
¡ presión abmosferica o a presión elevada o aire enriquecido!

¡con oxigeno en que la concentrs.ción de oxígeno puede ser ! 

¡hasta de 70 a 90;¿. En general, se suministran al reactor 't ^
, entre aproximadamente 0,1 y aproximadarüente 10, nreferlble-
} ... . " * "1¡menee entre aproximadamente 0,8 y aproximadamente 2,5 volúi

¡menes por minuto, de aire por volumen de líquido en el fer! 
jmentador.
!¡ El nitrógeno es esencial para, el crecimiento

jhiologico. El manantial de nitrógeno puede ser cualquier 

compuesto orgánico o inorgánico que contenga nitrógeno, 

que sea capaz de desprender nitrógeno en una forma apropia

da para utilización metabolica por el microorganismo en 

crecimiento. Compuestos nitrogenados orgánicos apreciados 

son, por ejemplo, proteínas, proteínas hidrolizadas con 

acido, proteínas digeridas con enzima, amino-ácidos, extrae 

tos de levadura, asparraguina y urea. Compuestos nitrogena 

d.os inorgánicos apropiados son amoníaco, hidróxido de amo­

nio, acido nítrico o sales de los mismos tales como fosfa­

to de amonio,-citrato de amonio, sulfato de amonio, nitrato 

de amonio y pirofosfato ácido de amonio. Un método muy con 

veniente y satisfactorio de suministrar nitrógeno al proce 

limiento consiste en emplear hidróxido de amonio, fosfato 

le,amonio o fosfato acido de amonio, que-pueden ser añadí- 

ios en forma de la sal propiamente dicha o que pueden ser 

producidos "in situ" en los medios de fermentación acuosos 

naciendo borbotear gas amoníaco o amoníaco gaseoso a través 

leí caldo de cultivo, o inyectando hidróxido de amonio acuc 

=o dentro del caldo de cultivo al que se añadió previamente

- 12 -
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;acido fosfórico, formando de esta manera fosfato ácido de 

' amonio. De esta manera, se mantiene el margen deseado de

:pH de aproximadamente 3)0 a 8,3 y se suministra el nitró-
!
'geno requerido. Si el microorganismo comprende una levadu­

ra, el pH preferido está dentro del margen de 3,0 a 7,3,
; {
;por ejemplo entre 4,0 y 3,0. Si el microorganismo compren! 
} *
!de una bacteria, el pH deseado está dentro del margen de

¡3)0 a 8,3, por ejemplo de aproximadamente 7,0. Se puedei
¡suministrar hidróxido de amonio al baño de biosíntesis en 

¡cantidades de entre aproximadamente 0,08 y aproximadamen-
í
be 0,20, preferiblemente entre aproximadamente 0,1 y aproxi 

madamente 0,13 gramos de nitrógeno por gramo de células se 

cadas producidas. Este asciende a entre aproximadamente 

0,01 y aproximadamente 1 ,0% en peso, preferiblemente en­

tre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,15% en peso, 

de nitrógeno basado en el baño de biosíntesis total.

Además del oxígeno y del nitrógeno, es necesa­

rio suministrar cantidades requeridas de nutrientes minera 

les seleccionados al medio de alimentación con el fin de 

asegurar un apropiado crecimiento del microorganismo y 

hacer máxima la asimilación de los hidrocarburos oxidados 

por las células del microorganismo. Potasio, sodio, hierro, 

magnesio, calcio, manganeso, fósforo, y otros nutrientes 

están incluidos en el medio de crecimiento acuoso. Estos 

materiales necesarios pueden ser suministrados por cual­

quier técnica, pero preferiblemente son suministrados por 

sus sales solubles en agua.

El potasio puede ser suministrado en forma de 

cloruro de potasio fosfato de potasio, sulfato de potasio, 

citrato de potasio, acetato de potasio y nitrato de pota-

- 13 -
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jsio. El hierro y el fósforo pueden ser suministrados en la 

¡forma de sus sulfatos y fosfatos, tales como sulfato de 

Ihierro y fosfato de hierro. Usualmente, la mayor parte del 

¡fósforo es suministrada en forma de fosfatos de amonio. i
i
ICuando se utilizan fosfato de amonio o fosfato ácido de 

¡amonio, sirven como un manantial combinado tanto de nitróge 

¡no como de fósforo para el crecimiento de las células del ¡ 

¡microorganismo.¡ : 
j Una composición satisfactoria para los medios ¡

de fermentación, particularmente para bacterias al princi-l 

¡pió de la fermentación, es la siguiente: !

Componente.

i
Concentración (gramos por litro) '

Se puede 
utilizar

Usualmente s< 
utiliza

e Preferiblemeú 
te se utiliza

Hidrocarburos !
oxigenados 4-120 5-80 10-50 ;
E^HPO^ 0,5-15 1-10 2-8 ¡
(n^)HPO^ 5-15 7-13 8-12 !
NagSO^ 0,1-1,0 0,2-0,9 0,3-0,8 :
FeS0¿j.7 11̂ 0 0,002-0,5 0,005-0,04 0,01-0,03 i
MgS0¿¡ .7 H^O 0,1-0,7 - 0,2-0,6 o,3-o, 5 ¡
MnSO^.7 11̂ 0 0,002-0,05 0,005-0,04 0,01-0,05 ¡
HaCl 0,002-0,05 0,005-0,04 0,01-0,03 ¡
igua El resta hasta formar 100% en peso j

¡

Otros nutrientes minerales opcionales, que se pue ¡ 

len incluir en cantidades muy pequeñas, incluyen: ¡

1.7.68
t
i
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Concentración (miligramos por litro)

Se puede uti Usualmente Preferiblemente 
Componente lizar se utiliza se utiliza t
ZnSO^ . HpO 0-0,4 0-0,3 0-0,2

MagMoO^ . H20 0-0,06 0-0,03 0-0,04
¡Co&U 0-1,2 0-1 ,1 0-1,2
H^DOy3 3 0-0,08 0-0,07 0-0,06
CuS0¿j . 5 HgO 0-0,3 0-1,25 0-0,2

CaClp . 6 HpO 0-0,14 0-0,13 0-0,12
NiClg . 6 H^O 0-0,01 0-0,008 0-0,006

Desde luego, los nutrientes esenciales y opcionales pueden 

ser suministrados en la forma de otras sales o ácidos dis­

tintos de los anteriormente tabulados.

Un medio muy satisfactorio es preparado de la 

siguiente manera:

Medio P^

Gramo s/litro de a¡gua corriente

(N H ^ BPO ^ 10

KgHPO^ 5

NapSO^ 0 ,5

A lo anterior se añaden 10 cm3/litro de una solu­

ción de sal A, preparada de la siguiente manera:

Solución de sal A Gramos/litro de agua destilada
HgSO^.7HpO 40
FeSO^.7HpO 2

MnSO^. 41-1̂ 0 2

MaCl 2

El precedente medio P^ tiene un pH de 7,8. Una

-  15 -
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i .  .i variante del anterior es una en que se suministra fosfato 

j en la forma de acido fosfórico.

Iiedios muy satisfactorios para levaduras son - 

j los I, II y III que tienen las siguientes composiciones:

I Medio I
!

----Compuesto______  Gramos/litro de anua corriente

! 31,

NagUPO  ̂ . 12 IlgO 2 ,5

KE^PO^ 3 ,5

NgSO^ . 7 HgO 1 ,0

NaCl 0 ,5

NH-.NO  ̂4  5 5 ,0

pH a ju sta d o  a 6 , 5

15

20

25

50

1.7.68

El medio II es el mismo que el medio I, oxeen! 

to que se añade 0,001% de extracto de levadura en calidadj 

de factor de crecimiento. El medio III es el mismo que el 

medio I excepto que se añaden 2 ppm. de biotina en calidad 

de factor de crecimiento. Se añaden factores de crecimieni 

to al medio básico con el fin de aumentar la velocidad de}

crecimiento de las diversas levaduras. ¡
¡

Los microorganismos, cuando son cultivados ¡ 

primeramente sobre hidrocarburos oxigenados como manan- ! 

tial principal de carbono, crecen algunas veces con diii-! 

cuitad, y algunas veces es necesario utilizar un inoculo j 

de un microorganismo que ha. sido adaptado previamente pa-! 

ra el crecimiento sobre el substrato que se pretende utilij.

zar. Además, los microorganismos, "Particularmente levaáu-}
I

ras, aunque sean cultivados en la presencia de un medio ¡ 

mineral acuoso que contenga los elementos nutrientes aero

piados, pueden crecer con dificultad a causa de que el cul
1í

i
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¡ bivo no contiene los factores de crecimiento que existen 

en substraeos de carbohidrato, a menos que se añadan estos 
factores de crecimiento. j

El crecimiento de las levaduras utilizadas es j

i favorecido por la adición al medio de cultivo de cantida-¡

!^os muy pequeñas de extracto de levadura (un producto r i - !

;co en nutrilitas esenciales, es decir factores de creci- 
!
jmiento obtenidos por la hidrólisis de una levadura) o, más 

¡generalmente, de las nutrilitas esenciales. Las últimas in

¡cluyen biotina, acido pantoténico, ácido nicotínico, tiami
i

na, inositol y piridoxina. La cantidad de extracto de le­

vadura añadido es preferiblemente del orden de 2$ partes 

por millón con referencia al medio de fermentación acuoso. 

Puede ser mayor o menor, según las condiciones escogidas 

para el crecimiento. También puede ser necesario, en el 

caso de algún microorganismo, tener presente en el medio 

de crecimiento una pequeña cantidad de un agente antiespu­
mante.

La temperatura del baño de biosíntesis puede 

variar entre aproximadamente 2030 y aproximadamente 5530, 

dependiendo del microorganismo específico que está siendo 

hecho crecer, pero las temperaturas preferidas cuando se 

utilizan bacterias están entre aproximadamente 2530 y apro 

ximadamente 4530, por ejemplo, son de aproximadamente 3530, 

mi pH esta preferiblemente dentro del margen desde 5,5 han 

8,5, P°r ejemplo de aproximadamente 7,0.

Cuando se utiliza una levadura, la temperatura 

está dentro del margen de aproximadamente 2030 a 4730, de­

pendiendo del microorganismo específico que está siendo he 

cho crecer, pero las temperaturas preferidas están dentro

17 -
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!del margen desde aproximadamente 20°C hasta 4090, por ejem 
i 1
¡pío son de 3030. El pll está dentro del margen de 3,0 a 7,3,

¡y el preferido es de 4,0 a 5)0, por ejemplo de aproximada-
!mente 4,3.

j En el tipo de procedimiento de fermentación

descrito que utiliza hidrocarburos', uno de los factores 

mas difíciles es que los hidrocarburos son insolubles en * 

egua y, por lo tanto, se requieren altas energías de m e s - ' 

ciado o emulsificadores químicos, o ambas cosas a la vez, ; 

para mantener bien dispersada a la fase hidrocarbonada. ¡ 

Esto es esencial si se han de obtener altas velocidades de} 

fermentación o grandes rendimientos de células. También, ; 

en el procedimiento se desprende una cantidad considerable] 

de calor que ha de ser eliminada preferiblemente con el ! 

agua de refrigeración disponible en un grado muy ineficaz.!

Huchas de estas desventajas en que se incurre j

cuando se utilizan hidrocarburos de cadena recta son elimi!

nadas, y el procedimiento es hecho considerablemente más :

flexible, utilizando en calidad de alimentación un mate- !

rial hidrocarbonado parcialmente oxidado que puede compren!

der un alcohol, ral como etanol, o una mezcla, de alcoholes.r
aldehidos, cetonas, esteres, éteres y ácidos. Estos mate-  ̂

ríales que contienen oxigeno son atacados por los diversos 

microorganismos con mayor facilidad que los hidrocarburos 

no oxidados. Tal como se ha mencionado, una ventaja del ! 

¡presente procedimiento consiste en que, como la conversión* 

de hinrocarburos en compuestos oxidados se desarrolla con * 

el desprendimiento de calor y, como estos compuestos oxida} 

dos son compuestos intermedios del procedimiento de fermen! 

üacion, el calor de la reacción desprendido en la conver- i

- 18 -
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¡sión previa es eliminado en un margen de temperaturas de­

seablemente alto, antes del procedimiento de fermentación.!
¡

: Esto puede dar como resultado una disminución neta muy- de-¡ 

scable de aproximadamente 10 a 30/¿ del calor desprendido, 

así como de las exigencias de aire en el procedimiento de 

I fermentación, basado en una materia prima de alimentación ¡ 

¡Cg. Otras ventajas de la utilización de substratos que con! 

¡tienen oxígeno consiste en la reducción de las necesidades! 

¡de energía de mezclado, debido a la solubilidad mejorada 

de los substratos y a las reducidas exigencias de aire.

El manantial de carbono, preferiblemente el 

único manantial de carbono, para el procedimiento de fer­

mentación, es un hidrocarburo oxigenado distinto de los 

carbohidratos, azúcares, almidones y celulosa. Los hidro­

carburos oxigenados deberán suministrar más de aproximada­

mente 50% del carbono requerido, preferiblemente deberán 

suministrar mas de aproximadamente 80% del carbono requerí 

do, y mas preferiblemente la totalidad del carbono requerí 

do. Los hidrocarburos oxigenados pueden comprender alcoho­

les, cetonas, aldehidos, esteres y ácidos, preferiblemente 

los compuestos que contienen desde aproximadamente 1 a 50 

aromos de carbono en la molécula que se obtienen oxidando 

una fracción de petróleo. Los hidrocarburos oxigenados pre 

feridos son los obtenidos a partir de una fracción de pe­

tróleo que contiene desde aproximadamente 2 a 20 átomos de 

carbono en la molécula. Un compuesto deseable está selec­

cionado de alcoholes que contienen desde aproximadamente 2 

a 10 átomos de carbono en la molécula, particularmente al­
cohol etílico.

El presente invento puede ser comprendido más

- 19 -
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¡completamente haciendo referencia a los dibujos que ilus- : 

[tran una realización del mismo. Refiriéndose a los dibujos, 

[una alimentación hidrocarbonada, tal como nafta libera o '
i , '[una fracción a- C^g, es introducida en la zona de oxián 

¡ción 10 por medio de la conducción 1. En esta técnica des-i 

Icrita, la zona de oxidación es hecha trabajar a una tempe-!

!ratura elevada con una baja conversión ñor ciclo. La oxi^a-
! **1
ción puede ser catalítica o no catalítica y puede realizar!

i
se, si así se desea, en la presencia de ácido bórico libre} 

o de compuestos de óxido de boro, que favorecen la. forma­

ción de alcoholes en la zona de oxidación. En el último ca

so, una etapa de hidrólisis y de eliminación de ácido bóri 

co precede a la etapa de extracción de alcohol que seguida 

mente se describirá. Se introduce aire por medio de la con 

ducción 2. La temperatura está dentro del margen de aproxi 

madamente 1213C a 20430, por ejemplo es de aproximadamente 

1633C. La presión de la zona 10 está dentro del margen de 

1,03 kg/cm2 manométrico hasta 17,5 kg/cm2 manométricos, 

por ejemplo, es de aproximadamente 8,75 kg/cm2 manométri­

cos.
!

Los productos de reacción de la operación de ¡ 
, i

oxidación son retirados de la zona 10 oor medio de la con-!
!

ducción 3 y son introducidos en una zona de extracción 20. 

Los productos de reacción contendrán aproximadamente 10 a 

15% de productos oxidados que son extraídos con una gran 

cantidad de agua, que es introducida en la zona 20 por me-
i

dio de la conducción 4. La cantidad de agua utilizada está!

dentro del margen de 1 a 90 volúmenes de agua tal como, 

por ejemplo, de 3 a 15 volúmenes de agua, por ejemplo apro 

ximadamente 9 volúmenes de agua, por volumen de producto

- 20 -
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I parcialmente oxidado introducido por medio de la conduc­

ción 3. El disolvente de extracción introducido por medio 

de la conducción 4 puede ser agua pura pero, preferiblemen 

te, es una solución nutriente que se describe anteriormen­

te. Se puede añadir suficiente cantidad de base, tal como
j
¡amoníaco, por medio de la conducción 5, preferiblemente an i *1
tes de la extracción, para neutralizar completamente cua­

lesquiera ácidos que estén presentes en la solución.

Como los compuestos oxigenados son muchísimo 

más solubles en agua que los hidrocarburos de cadena recta, 

la extracción con agua eliminará selectivamente todos los 

productos de la oxidación desde la mezcla de reacción. Los 

hidrocarburos que no se han convertido son retirados de la 

zona 20 por medio de la conducción 6 y son recirculados 

preferiblemente a la zona de oxigenación 10 por medio de 

la conducción 7. El extracto es retirado de la zona 20 por 

medio de la conducción 8 y es introducido en la zona de 

fermentación 30. Se pueden añadir agua y sales de reposi­

ción para proporcionar las condiciones deseadas para la 

fermentación, por medio de la conducción 1$.

Bajo ciertas condiciones, puede ser deseable 

introducir el extracto en la zona 40 por medio de la con­

ducción 9 y separar el extracto, con aire que es introduci 

do por medio de la conducción 11 y es retirado por medio 

de la conducción lp. Este aire puede ser utilizado acto se 

guido para fines d.e oxidación en la zona 10. Los productos 

separados son retirados de la zona 40 por medio de la con­

ducción 12 y son introducidos en la zona de fermentación 

30 por medio d.e la conducción 8. El producto proteínico es 

retirado de la zona 30 por medio de la conducción 14. La

- 21 -
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W  -

cosecha de las células de producto desde el caldo de cul- ¡
!

trvo de fermentación puede realizarse por medios apropio.- : 

dos, por ejemplo, en dos etapas. Primeramente, las células; 

¡pueden ser separadas del líquido flotante por centrifuga- ^

ción (por ejemplo en cubeta cerrada), en ciclones de líquii 

do, (o hidrociclones) por evaporación (por ejemplo, en pe-! 

lícula descendente, en película deslizante), por filtra- ; 

ción (por ejemplo microporos, diálisis, osmosis inversa), !

por floculación, por sedimentación y por decantación (por i
i

ejemplo añadiendo floculantes, coagulantes o agentes auxi-! 

liares de filtración, o cambiando el pH o la temperatura),}
I

o cualquier otro método o combinación de métodos de separa! 

ción. Las células concentradas separadas pueden ser seca­

das acto seguido por secado por pulverización, por secado 

en tambor, por secado por congelación, por secado en va- ¡ 

cío, por secado en bandeja, por secado en estufa, o por ! 

cualquier otro procedimiento o combinación de procedimien-¡ 

tos de secado. Cualquiera de las anteriores operaciones 

que se utilice para la separación y el secado de las célu­

las de producto, se deberá hacer observar que este proce­

dimiento es extremadamente rentable por el hecho de que no 

se requiere una separación compleja especial ni lavado con 

agentes tensioactivos, para eliminar los substratos que noj 

han reaccionado y los subproductos, (aunque pueden ser utij 

lizados estos en los aspectos más amplios de este invento)¡ 

para obtener un producto final que tenga un contenido extré 

malamente alto de proteínas y no tenga ninguna impureza } 

perjudicial para los seres humanos o para los animales.

La oxidación previa de los hidrocarburos ali- ¡ 

mentados al procedimiento de fermentación produce una mez-¡
{

- 22 -
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cía de alcoholes, aldehidos, cotonas, éteres, y compues- j 

¡tos afines de ácido y de áster. Esto reduce la pérdida de ! 

'materia prima de alimentación en el aire de fermentación 

'y disminuye también el tiempo de fermentación. Para un nú 

^mero dado de átomos de carbono, los compuestos oxigenados 

¡tienen una presión de vapor mucho más baja que los corres-
ijpondientes hidrocarburos. Ademas, debido a su alta solú&L 

jlidad en agua, los compuestos oxigenados solo ejercen una 

¡pequeña fracción de su presión total de vapor cuando están 

!presentes en forma de solución acuosa diluida, mientras que 

los hidrocarburos ejercen esencialmente toda su presión de 

vapor incluso en concentración baja, debido a su extremada 

mente baja solubilidad en agua. Como resultado de ello, 

el aire de fermentación que pasa a través del caldo de cul 

tivo de fermentación arrastrará mucho menor cantidad de 

hidrocarburos oxigenados que de hidrocarburos ordinarios, 

si ambos están presentes en cantidades equivalentes en el 

caldo de cultivo de fermentación. Esto no solamente da lu­

gar a una fuerte reducción de las pérdidas, hasta 0 si el 

aire saliente es lavado con agua o con una solución acuosa 

sino que también elimina esencialmente la posibilidad de 

fuego y de explosión, siempre presente cuando el aire y 

los hidrocarburos se mezclan en ciertas proporciones.

Así, la presente técnica reduce la carga de 

calor en el fermentador desde aproximadamente 10 a 30%.

Así, el concepto amplio del presente invento 

consiste en utilizar materiales oxigenados, tales como ga 

natural oxigenado y fracciones de petróleo hidrocarbonadas 

oxigenadas que hierven hasta aproximadamente 43290, y par­

ticularmente las que contienen desde aproximadamente 0^ a

-  23 -
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I Ĉ .Q átomos de carbono. Estos compuestos están selecciona- *

dos de alcoholes, ásteres, aldehidos, cetonas y ácidos.

Compuestos oxigenados preferidos son los alcoholes, espe-¡

icialmente alcohol etílico. Otros compuestos oxigenados dej 
¡ i
i seahles son, por ejemplo, alcohol isopropílico, metil- '

i etil-cetona, ácido acético, glicoles, alcohol butílico,

acetonai octanol, ácido decanoico, éter'dibutílico del

ácido sebácico, y adipato de dimetilo. Alcoholes apropia-!

dos son metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, alcoho-!

les primarios C^-C^p, de cadena recta o ramificada, 2-etil-

hexanol, alcohol isooctilico, glicol, glicerina, ciclohexá

nol, alcoholes secundarios a partir de alimentacio-j

nes de parafinas normales o isoparafínicas, monoetoxilatos

de alcoholes secundarios, y alcohol crotílico (alcohol

insaturado). Cetonas y aldehidos apropiados son acetona,

NEC (metil etil cetona), MIBC (metilisobutilcetona), iso-

borona, ciclohexanona, ciclopentanona, aldehido esteárico,¡

aldehido laurico, acetaldehido y crotonaldehido (aldehido ¡
!

insaturado). Acidos apropiados son ácido acético, áci- ¡ 

do propiónico, ácido caproico, ácido cáprico, ácido lauri  ̂

co, ácido oleico, ácido esteárico, ácido linoleico, ácido ; 

praquídico, ácido toluico, ácido oxálico, ácido sebácico, j
í

acido tereftálico, ácido ftálico, ácido malónico, ácido j 

hexahidromelítico, y ácido crotónico (ácido C^ insaturado)¡. 

Esteres apropiados son acetato de metilo, acetato de etilos, 

butirato de etilo, estearato de etilo, diacetato de glicol 

valerato de isopropilo, ftalato de dimetilo, trioleato de 

glicerilo y acetato de alcohol secundario, y éteres 

apropiados son etoxilatos, dietil éter, tetrahidrofurano 
y diisopropil éter.

-  24 -
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Los gases de petróleo, tales como metano, eta-
'
no, propano y "butano, pueden ser oxidados con aire para 

formar alcoholes, cetonas, aldehidos, éteres y ácidos, por 

¡métodos convencionales, tales como la técnica de sólidos 

Irociados, o en un reactor de lecho relleno. Tal como se 

¡menciona, los substratos oxidados se derivan preferiblemenj 

¡te de fracciones hidrocarbonadas que contienen desde apro­

ximadamente C-̂  a C-Q átomos de carbono, especialmente las 

¡que tienen desde aproximadamente C, a CL átomos de carbono, 

¡So ha de sobreentender que se pueden utilizar otras técni­

cas y procedimientos para fabricar material oxigenado a 

partir de hidrocarburos C- a1 pO
Entra también dentro del concento del presente 

invento utilizar una fracción oxigenada cruda tal como una 

fracción cruda que tiene la siguiente composición:

Mezcla A - Compuestos oxigenados

Alcohol metílico 56,6%

Acetona 29,0

Alcohol etílico G,1

Acetato de etilo 2,7

Acetato de metilo 2,0

Dimetil propano 0,4

Alcohol ter-butílico 0,3

Hetil etil cetona 0,3

Hetil isopropenil cotona 0,3

30

mi invento se puede comprender más completamen 

;e mediante los siguientes ejemplos que ilustran adaptacio­
nes del mismo.

1.7.' *3.
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Ejemplo 1

Un cierto número de operaciones continuas de ¡

fermentación aerobia se realizaron utilizando medios y ¡
I  ̂  ̂ *̂ !
¡utilizando alcohol etílico como el único manantial de car-;
! !bono. La temperatura fue de 35-0 y el pH fue controlado a ¡

!
un valor de 7,0 por la utilización de hidróxido de amonio.; 

Las exigencias de energía eran menores de 9)2 CV/1000 li­

tros de caldo de cultivo, debido a la solubilidad del eta- 

nol en el medio de fermentación. También, las exigencias 

de oxígeno eran menores de 2 gramos por gramo de células 

que resultan de la utilización de hidrocarburos oxigena­

dos. Se obtuvieron rendimientos de aproximadamente 0,6 gra 

mos.de células por gramo de etanol. Los resultados están 

enumerados en la siguiente tabla.

1.7.68.
- 26 -
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De esta manera, un procedimiento continuo trabajará con ¡ 

un margen bajo de energía.

Con la utilización de una fracción hidrocarbo-
I

nada C ^ ,  se pueden lograr velocidades de crecimiento símil

¡lares con este bajo consumo de energía solo por la adición 
{ ¡ 
¡de enormes cantidades de oxígeno, a saber de aproximadamen

¡ te 3 veces la cantidad de oxígeno que se requirió con eta-^ 

jnol (véase Ejemplo 4). Esta disminución de utilización de 

oxígeno para el caso de un hidrocarburo lineal es debida 

a la resistencia aumentada a la transferencia de masa rea 

lizada por la presencia de una fase hidrocarbonada adicio­
nal.

Ejemolo 2.

Se condujeron operaciones adicionales de fermen 

tacion continua aerobia, tal como se describe con respecto 

al ejemplo 1 utilizando un medio F^ y utilizando también 

aproximadamente 2/j de etanol o de una mezcla de parafinas 

en las diversas operaciones. Los resultados de estas opera 

ciones están enumerados en la siguiente tabla.

1 .7 .68.
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TABLA IV

Composición de células secadas, % en 
peso

5
Manantial
bono

de car- Total de pro­
teínas (Nx6,25)

Total
¡grasas Cenizas

Etanol 76,6 4,0 4,15

!Etanol 73,7 6,0 4,20
Etanol 77,0 5,4 5,33
Etanol 78,8 3,8 3,96

10 Etanol 78,5 3,3 4,15

Etanol 80,6 3,1 -
Etanol 85,6 5,6 -

Parafina ^ 66,5 12,1 4,98
Parafina ^ 65,6 15,0 4,10

15 Parafina ^ 61,8 17,4 4,70
Parafina ^ 68,0 19,9 4,14

(s) Mezcla de parafinas 
de cadena recta, % en 
peso

20 ^13 1,6

^14 4,8

A s 32,3

°16 29,8

A ? 22,6

25 ^18 8,1

A 9 0,8

100,0

Henos de 0,01% de aromáticos.

30 A partir de lo anterior, es evidente que cuan
1.7.68.
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jdo se utiliza etanol, se obtienen rendimientos apreciablemen 

jte amyores de proteína. También, el contenido de grasas es 

¡disminuido drásticamente.
! i
Ejemplo 3. -
I !
!  ̂ Se condujeron operaciones adicionales de f e r - '
í !
¡mentación aerobia continua en que se efectuaron conparacib 
¡ , **1 
nes utilizando la alimentación parafínica descrita en el !

Ejemplo 2 y etanol. Las comparaciones se efectuaron con '
!

una energía relativamente baja de 7)95 CV/1000 1 y con 

una energía relativamente alta de 26,5 CV/1000 litros. Se 

utilizó aproximadamente 2/ en peso de etanol o de una mez­

cla de parafinas en un medio

Los resultados de estas operaciones están in­

dicados en la tabla siguiente.

1.7.68.
-  30 -
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A partir de lo que antecede, es evidente que 

j se obtienen resultados deseables inesperados cuando se 

jutiliza alcohol etílico. Los unamos de células obtenidos 

por gramo de carbón en el substrato aumentan, con 7,0$ CV 

jpor 1000 litros, desde 0,83 hasta 1,3̂ *. Se obtienen venta-j 

¡jas significativas adicionales con respecto a la concentra

jCion de oxigeno en el aire, al total de grasas resultantes
}
¡y a los aminoácidos obtenidos. Estas ventajas son muy im 

¡portantes con una energía relativamente baja, tal como por 

jejemplo cuando la energía esta dentro del margen de aproxi 

imadamente 2,65 a 21,20, particularmente 7,95 a 10,60, 
¡CV/1000 litros.

Estos datos muestran la misma ventaja en cuan 

bo a calidad de producto previamente ilustrada para subs­

tratos oxigenados, es decir menores contenidos de grasas 

y mayores concejil-raciones de aminoácidos y de nitrógeno 

tohal. Ademas, ilustran las mejoras de eficacia de fermenta 

ción con substratos oxigenados. Considerando los datos más 

deseables de baja energía de mezclado (7,95 CV/1000 litros!), 

se requieren concentraciones de oxígeno más bajas, para la 

misma velocidad de crecimiento, cuando se utiliza etanol 

que cuando se utiliza n-parafina. Las ventajas de substra­

tos oxigenados con bajo consumo de energía están ilustra­

das específicamente en el siguiente ejemplo.
Ejemulo 4

Se condujeron operaciones adicionales de fermei 

tación aerobia continua utilizando un medio P^ y etanol a 

pp-C con Hicrococcus ceriíicans. El porcentaje de aumento 

de utilización de oxígeno comparado con un substrato de 

n-parafina está mostrado en ol cuadro I.
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j A causa de la solubilidad de etanol en el me- ¡

sdio de fermentación, hay presente una fase menos en el fer 

jmentador con etanol en calidad de substrato que con n-nara 

¡finas. Consiguientemente, cuando el etanol es el único ma-; 

jnantial de carbono, se reduce la resistencia a la transfe-' 

rencia de masas y aumenta la utilización de oxígeno con ; 

consumo de energía constante. En efecto, un aumento de uti= 

lizacion de oxigeno de 210,¿ se realiza con un consumo de ! 

energía de 7,95 CV/1000 litros por la utilización de eta- ¡ 

nol en lugar de n-parafinas (tal como se muestra en el 

cuadro 1). Estos resultados indican que para lograr mía ve 

locidad de crecimiento equivalente con el mismo bajo consu 

mo de energía con n-parafinas, la fuerza de impulsión para 

la transferencia de masa con oxígeno habrá de ser mejorada 

enriqueciendo grandemente con oxígeno la corriente de gas 

entrante. A partir de estos datos, aproximadamente 3 veces 

la cantidad de oxígeno habrá de ser alimentada continuamen 

be al fermentador para producir un rendimiento de células 

Lgual cuando se utilizan n-parafinas. Alternativamente, se 

podrían lograr velocidades de crecimiento equivalentes,

3in enriquecer la corriente gaseosa de entrada, aumentando 

grandemente el consumo de energía. Así, para un rendimien-
:

bo de células constante y una concentración de oxígeno óe ! 

sn^rada constante, la utilización de etanol, en virtud de ! 

su solubilidad en el medio de fermentación, aumenta grande-j 

mente la transferencia de masas y permite que la fermenta­

ción se conduzca con cantidades de energía considerablemcn 

:e reducidas. Como este beneficio se deriva de la solubili­

dad del eranol, es evidente que la utilización de otros 

,iUbsbratos solubles mostraría la misma ventaja.

- 34 -
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Ejemplo 5

Se oxidó eicosano utilizando una solu- ,

ción de permanganato de potasio que contenía una pequeña ¡
I

cantidad de hidróxido de sodio. Se insufló aire a través ) 

de la solución que contenía el eicosano durante aproxima­

damente 4 horas. La temperatura de la solución era de 

120aC. La mezcla de reacción fue neutralizada con hidró;dL 

do de sodio y fue puesta en contacto con agua. Se formó 

una fase acuosa que contenía los ácidos, la cual fase fue 

separada. Se añadió hexano a la fase residual, que nueva­

mente fue extraída con agua. El hexano fue eliminado y se 

segregó una fase hidrocarbonada oxigenada ge hizo

crecer Hicrococcus cerificans (14.987) a 309C con una velo 

cidad de agitación de 300 rpm. utilizando 1% de los compue 

tos oxigenados sobre una base de carbono en un me­

dio F^. El peso de células obtenidas fue de 3,46 g/litro. 

Este es el máximo rendimiento de células que se puede obte 

ner basado en la cantidad estimada de carbono presente.

Los aminoácidos esenciales producidos por este substrato 

esaan mostrados en la siguiente tabla, comparado con los 

3otenidos con un substrato de fracción hidrocarbonada

16 '
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TABLA VI

i!

íF
Hicrococcus cerificans

Aminoácidos
esenciales A s

Compuestos oxigena
dos 0^-0^g

% ue 
to

Isoleucina 3,2 3,7 15
Leucina 5,0 5,5 10
Lisina 4,6 4,7 2
Fenilalanina 2,5 2,8 12
Tirosina 2,3 2,4 4
Cistina 0,5 0,7 40
Hetionina 1,4 1,6 14
Treonina 3,7 4,1 11
Valina 3,7 4,4 19

aúnen-

:

;

15
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Se ha de hacer observar que el contenido de 

aminoácidos sulfurados (cistina y netionina) aumentó en 

21,u con relación al producido cuando se utilizan fraccio­

nes C ^ ,  y que hubo un aumento general de los aminoácidos 
esenciales.

Ejemplo 6

Se hizo crecer Hicrococcus cerificans (14.987) 

a 3090 a 300 rpm, utilizando 1% de una mezcla de compues- 

bos oxigenados (mezcla A), descrita anteriormente, en un me 

lio F^. Se obtuvo un peso de cólulas de 2,66 g por litro. 

3ste es el máximo rendimiento de células que se puede obte 

íer basado en la suposición de que el 30% de las células 

microbianas es carbono y una mitad del carbono se transíor 

ma en dióxido de carbono. El Hicrococcus cerificans que ha 

crecrdo en la mezcla de compuestos oxigenados, comparado 

'On fracción hidrocarbonada C ^ ,  muestra un importante

36 -
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!

¡aumento del contenido de aminoácidos sulfurados, a saber 

de 14/j, y de contenido de proternas de 16%. Esto está mos 

trado en la siguiente tabla.

TABLA VII

Gramos de aminoácido por 
100 g de proteínasi

¡Substrato
!— —...... ..... , .

Amino ácidos 
sulfurados Lisina

Total de pro
teínas
(s) (Nx6,25)

°16 1,86 4,57 61,7
Nezcla A (compues-
tos oxigenados) 2,12 5,01 72,2

(s) Determinación por Kjeldahl

Tal como se observará a partir de los ejemplos 

5 y 6, el Nicrococcus cerificans tiene la aptitud de utili 

zar una mezcla de compuestos oxigenados. También, cuando 

el microorganismo es cosechado de acuerdo con este invento, 

posee un alto contenido de proteínas, un alto perfil de 

aminoácidos esenciales y una composición de aminoácidos nu 

tritivamente atractiva.

Ejemplo 7.

Se llevaron a cabo un cierto número de proce­

dimientos de fermentación aerobia utilizando medio P^ a 

una temperatura de aproximadamente p02G, y tal como se des 

cribe Utilizando diversos hidrocarburos oxigenados. El mi­

croorganismo utilizado fue Nicrococcus cerificans (14.987).

El contenido de proteínas, el índice de amino­

ácidos esenciales y la composición de aminoácidos del mi- 

^loorganismo hecho crecer sobre diversos hidrocarburos oxi 

penados puros, fueron determinados utilizando los procedi­

mientos y cálculos analíticos acostumbrados.

El contenido do proteínas (expresado como un

- 37 -
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^porcentaje) es calculado a partir del porcentaje en peso * 

¡de nitrógeno determinado de las células (determinado por - 

'el método de Kjeldahl), multiplicando cor un factor de

¡6,25. ;

¡ El índice de aminoácidos esenciales de las cé-

¡lulas cosechadas es determinado utilizando el método con­

vencional empleando huevo como base de comparación. Se con 

¡sidera que el huevo es una proteína perfecta que tiene un j 

índice de aminoácidos esenciales (A.A.E.) de 100,0. !

Para determinar los perfiles de aminoácidos de 

las células cosechadas, se utilizaron análisis cromatográ- 

ficos para determinar todos los componentes enumerados con 

la excepción de triptófano, que fue determinado por análi-j 

sis microbiológico.

El contenido de proteínas, los índices de ami­

noácidos esenciales, y las composiciones de aminoácidos 

de las células cosechadas, están indicados en la siguiente 

tabla.

1.7.68.
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TABLA VIII

HICROCOCCUS CERIFICANS HECHO CRECER S

Aminoácido Gramos de aminoáci

Alanina 6,5 6,7 6,1
Arginina 4,2 4,2 4,8
Acido aspártico 7,9 7,6 6,3
Acido cisteico 0,1 0,2 0,2
Cistina 0,3 0,4 0,4
Acido glutámico 8,8 8,4 9,4
Glicina 3,5 3,5 3,3
Histidina 2,3 3,1 2,3
Isoleucina 4,6 3,7 2,7
Leucina 6,1 5,2 5,3
Lisina 4,9 5,4 4,1
Netionina 1,4 1,4 1,6
Sulfóxido de metionina 0,4 0,1 0,2
Fenilalanina 3,2 2,9 2,6
Prolina 3,4 2,6 3,2
Serina 3,1 3,1 2,8
Treonina 3,7 3,5 2,9
Tirosina 2,7 2,4 2,1
Valina 6,6 3,4 3,5
Triptófano N,E 1,12 0,67
Total de proteínas (N x 6,25) 78,75 44,63 74,13
Indice de A.A.E.
Condiciones de fermentación

68,4 57,9 51,3

1% de substrato sobre base de 
carbón

Alcohol
etílico

Acido
oleico

Alcohol 
cetílico :

Peso de
Células g/litro en 24 horas 3,69 5,76 5,58
Peso de células g/litro en 48 6,96
horas

N.E. = No ensayado.

1.7.68.
- 39 -



.3CER SOBRE DIVERSOS COMPUESTOS OXIGENADOS

Lnoácido por 100 p; de proteína

7,4 5,5 6,2 5,9 5,2
5,1 3,3 4,1 4,9 4,1
7,0 6,2 6,1 6,4 5,3
p 0,2 0,1 0,1 0,2
o,3 0,0 0,3 0,5 0
10,8 6,5 8,9 8,2 5,9
3,6 3,2 3,4 3,3 2,9
2,4 3,3 2,1 1,6 2,7
3,4 3,3 2,1 3,0 2,5
5,6 4,3 4,6 5,4 3,7
3,9 4,8 3,8 4,3 4,6
1,4 0 1,3 1,6 0,8
0,2 0,3 0,1 o,3 0,3
2,6 2,6 2,4 2,5 2,3
3,3 2,7 2,5 2,4 2,8
2,7 2,6 2,3 2,6 2,6
3,9 3,1 3,5 2,8 3,2
2,0 1,8 2,0 2,1 1,8
4,3 3,7 3,1 4,0 3,0
0,72 0,67 0,78 N,E N,E

69,75 55,oo 64,50 67,60 55,63
55,2 50,3 47,0 53,5 45,1

Alcohol alcohol alcohol
metílico sec-hutílico isopropílico

Alcohol hu- Hetil etil 
tilico normal cetona

4,62 4,40 1,41 1,01

3

1 , 25
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; Tal como se observará a partir de los datos

precedentes, el Hicrococcus cerificans, cuando es cosecha 

do de acuerdo con este invento, posee la valiosa combina­

ción de un alto contenido de proteínas superior al 50%, ur 

'alto índice de aminoácidos esenciales por encima de 45%,

!y un uerfil de aminoácidos nutritivamente atractivo, indi- 

;cando así además la utilización del presente invento para

i cosechar proteínas utilizables por biosmtesis de una ma-
}
i ñera extremadamente rentable. Así, el presente invento es 

especialmente útil para preparar suplementos para alimen­

tos para seres humanos o para piensos para animales, que 

tienen importante contenido de proteínas y valor nutriti­

vo global.

Ejemplo 8 .
Se condujeron fermentaciones aerobias adicio­

nales utilizando medio P^ y nueve diversas bacterias. La 

temperatura fue de 303C y el pH inicial de 7,8* El substra 

to fue alcohol etílico. El contenido de nitrógeno, el con 

tenido de proteínas (porcentaje de proteínas), el índice 

de A.A.E. (aminoácidos esenciales) y el perfil de aminoá­

cidos fueron determinados como en el Ejemplo 7. Los resul 

tados están tabulados en la siguiente tabla.

31
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TABLA. IX

DIVERSOS MICROORGANISMOS HECHOS
Aminoácidos Gramos de amino ác
Alanina 5,9 5,8 6,1 6,2
Arginina 5,0 4,8 5,2 5,3
Acido aspártico 6,5 6,2 6,6 7,0
Acido cisteico 0,2 0,1 0,1 0,1
Cistina 0,3 0,4 0,4 o,5
Acido glutámico 7,6 9,3 8,8 8,0
Glicina 3,5 3,5 3,7 3,7
Histidina 2,8 3,3 3,2 3,1
Isoleucina 3,1 2,7 3,1 3,1
Leucina 5,5 5,3 5,9 5,8
Lisina 4,5 4,4 4,7 4,6
Hetionina 1,6 1,8 1,6 1,4
Sulfóxido de metionina 0,3 0,3 0,4 0,6
Fenilalanina 2,6 2,4 2,8 2,6
Prolina 2,4 2,5 2,6 2,4
Serina 2,8 2,7 2,8 2,8
Treonina 2,9 3,0 3,1 3,2
Tirosina 2,2 2,1 2,4 2,2
Valina 3,7 3,7 4,1 3,9
Total de proteínas (Nx6,25) 67,63 68,63 68,69 68,31
Indice de A.A.E. 54,1 52,7 57,5 56,3
Microorganismo ATCC ^  
Condiciones de fermentación

15528 15522 15523 15524

Cm3 de EtOH
Peso de células, g/litro en 24 
horas

4,04 3,6 3,94 4,38

Peso de células, g/litro en 48 
horas

6,7 7,1 8,0 8,5

(s) Quartermaster Culture Collection, Natick, Hass.

-  /-i-'

7-.68.



JABLA IX

3 HECHOS CRECER SOBRE ALCOHOL ETILICO

aminoácido por 100 gramos de proteínas

6,2 5,9 6,5 6,2 9,0 7,4
5,3 4,9 5,2 4,7 4,0 5,1
7,o 6,4 6,7 6,5 5,5 7,o
0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
o,5 0,5 0,4 0,4 0,2 o,3
8,0 8,2 8,6 8,6 16,9 10,8
3,7 3,3 3,8 3,4 3,7 3,8
3,1 1,6 3,1 2,5 3,0 2,4
3,1 3,0 3,1 3,1 1,8 3,4
5,8 5,4 5,7 5,4 3,4 5,6
4,6 4,3 4,8 4,3 6,9 3,9
1,4 1,6 1,7 1,6 0,9 1,4
0,6 o,3 0,3 0,4 0,1 0,2
2,6 2,5 2,7 2,7 1,5 2,6
2,4 2,4 2,5 2,8 2,5 3,3
2,8 2,6 3,0 2,2 2,1 2,7
3,2 2,8 3,1 3,9 2,6 3,9
2,2 2,1 2,3 2,1 1,2 2,0
3,9 3,7 4,1 4,0 3,2 4,3

68,31 67,56 68,75 67,69 65,9 69,8
56,3 52,9 57,1 56,3 44,1 55,2
13524 15525 15526 15527 QHBI5I8R 19140

4,38 3,98 3,32 3,70 1,08 1,5

8,5 7,87 6,0 6,85 2,22 3,2

..i-



5

10

15

20

25

A partir de lo que antecede, es evidente que ¡
t

diversas bacterias crecerán con facilidad sobre un hidro- ;
!

¡carburo oxigenado puro. Cada uno de los nueve microorganis! 

mos tenía un alto contenido de proteínas superior a 65%, 

un alto índice de aminoácidos esenciales superior a 4 % ,  y 

'un perfil de aminoácidos nutritivamente atractivo, 

iEjemplo 9

¡ Se condujeron un cierto número de fermentacio
i
jnes aerobias utilizando medios I, II y III y etanol a 303C 

jcon las siguientes,levaduras. El pH fue mantenido entre 3 

¡y 6,3, preferiblemente entre 4 y 3.

A. Saccharomyces cerevisiae - CBS

B. Saccharomyces acidifaciens - ATCC 8766

C. Trigonopsis variabilis - ATCC 10679

D. Hansenula anómala - CBS

E. Candida lipolytica - ATCC 8662

F. Candida pulcherrima - ATCC 9889

G. Rhodotorula glutinis - ATCC 2327
H. Candida guilliermondii - ATCC 9390

El contenido de nitrógeno, el contenido de 

proteínas (porcentaje de proteínas), el índice de A.A.E., 

y los perfiles de aminoácidos fueron determinados como en 

el Ejemplo 7*

Los resultados están enumerados en las siguien

tes tablas.

1.7 . 6 8
-  42 -
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DIVERSAS LEVADURAS HECHAS CRECER

TABLA. X

Aminoácidos Gramos de aminoácic

Alanina 6,6 5,4 7,7 6,7
Arginina 5,7 5,2 5,0 4,1
Acido aspártico 7,1 7,1 8,6 7,8
Acido cisteico o,3 0,2 0,2 0,2
Cistina 0,8 0,8 1,2 0,7
Acido glutámico 11,5 10,5 13,3 12,3
Glicina 3,1 3,0 3,9 3,6
Histidina 2,9 2,7 3,2 3,2
Isoleucina 3,1 2,9 3,2 3,2
Leucina 5,1 5,0 6,0
Lisina 5,9 5,7 6,6 6,6
Iietionina i,o 1,1 1,5 1,4
Sulfóxido de metionina 0,3 0,2 0 0,5
Fenilalanina 2,9 3,2 3,2 3,1
Prolina 2,9 2,8 3,5 2,9
Serina 4,1 3,9 4,6 4,4
Treonina 4,3 3,8 4,5 4,3
Tirosina 2,7 2,9 2,9 2,8
Valina 3,8 3,5 6,0 5,0
Total de proteínas (Nx6,25) 33,3 39,1 36,4 40,7
Indice de A.A.E. 60,8 59,0 70,8 67,0
Condiciones de fermentación 

Levadura
A

—  Saccharomyces cerevisiae

Hedió 1 1 11 11

cm3 de EtOH -----1,6
Feso de células g/1 6,3 4,9 6,8 7,2
Tiempo de fermentación (horas) 72 72 72 72



BLA X
RECER SOBRE ALCOHOL ETILICO

noáci&o por 100 gramos de proteínas

6,7 8,2 5,2 5,8 9,4 6,8 5,5 5,3
4,1 5,0 5,1 10,2 3,5 5,1 3,8 3,8
7,8 9,9 8,0 6,6 8,2 7,3 7,4 6,5
0,2 o,9 0,3 0,3 0,2 0,4 0,3 0,4
0,7 0 0,6 0,5 0,4 0,7 0,7 0,4

12,3 11,6 8,7 8,8 11,2 10,5 8,4 8,0
3,6 4,3 3,2 3,1 8,7 3,3 3,4 3,0
3,2 3,2 3,2 2,9 2,0 2,7 2,8 2,5
3,2 4,8 3,3 3,1 4,7 3,1 3,4 3,4
5,5 6,7 5,7 5,0 3,9 5,1 5,7 5,4
6,6 6,9 7,2 6,0 7,4 5,7 6,0 5,4
1,4 1,2 1,2 1,0 1,0 0,8 1,1 1,1
0,5 0,5 0,5 0,6 0,3 0,3 0,2 0,3
3,1 3,8 3,3 2,8 2,3 3,0 3,1 3,o
2,9 3,5 2,9 3,7 3,3 2,7 2,9 2,6
4,4 4,9 4,4 3,9 4,2 4,5 4,1 3,3
4,3 5,1 4,5 6,0 4,4 4,3 4,1 3,5
2,8 3,o 2,7 2,4 1,3 2,6 2,8 2,6
5,0 5,3 4,2 3,6 5,7 3,9 4,3 3,8

40,7 42,9 43,4 38,4 36,9 32,5 44,8 59,3
67,0 76,9 67,4 63,0 63,6 60,2 63,8 59,o

B. Ccoohnron*"ocoÍSIL&Q — —
Zygo saccharomyc e s acidifaciens------

n n i 1 1 11 11 111 m

1 6 ____- J.,0
7,2 6,9 2,1 4,5 6,2 7,7 8,3 6,0
72 96 96 96 72 72 72 72

— ^  J
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TA3LA 3

Alanina 
Arginina 
Acido aspártico 
Acido cisteico 
Cistina
Acido glutámico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Hetionina
Sulfóxido de metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Tirosina
Valina
Total de proteínas (Nx6,2$) 
Indice de A.A.E.
Condiciones de fermentación

Levadura
Hedió
cm3 deEtOH

Peso de células g/1

Tiempo de fermentación (horas)

Aminoácidos
DIVERSAS LEVADURAS HECHAS ( 

Gramos de amii

5.9 5,3 7,1 6,2 4
5,1 4,8 4,0 4,5 4
7,8 7,3 6,5 6,3 6
0,1 0,1 0,2 0,2 C
0,6 0,5 0,6 0,7 C
9,2 7,6 9,9 9,8 7
3,4 3,2 3,2 2,9 2
3,7 3,4 2,7 2,3 2
4,0 3,6 3,3 2,7 3
5,6 5,9 5,4 4,6 E

6,0 6,2 5,3 4,7 E

3,3 1,3 1,0 0,9 1
0,4 o,3 0,5 0,4 C
2,9 3,2 3,1 2,5 3
2,7 3,0 2,7 3,2 2
3,3 3,5 3,6 3,5 3
4,0 3,9 3,7 3,6 3
2,6 2,8 2,8 2,2 2
4,2 4,0 3,9 3,4 3
58,1 62,7 41,1 40,9 47
67,8 64,0 60,0 52,1 59

C
m_.._______ variabilisirigonopsis

1 1 H  ' 11 1
1,6

4,0 5,2 7,4 7,6 7
--- 72—

1.7.68



^CHAS CRECER SOBRE ALCOHOL ETILICO

?A3LA XI

de aminoácido por 100 gramos de proteínas

4,6 5,0 5,3 4,9 6,5 5,6 5,6 5,7
4,2 4,3 4,6 5,1 4,6 4,4 5,0 5,0
6,8 7,0 7,6 8,6 7,9 7,2 8,3 8,8
0,1 o,i 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
0,4 0,6 0,8 0,7 0,8 0,7 0,9 0,8
7,1 7,0 8,4 10,9 11,8 11,1 12,1 12,9
2,9 3,3 3,1 3,2 3,2 3,1 3,4 3,6
2,7 2,3 2,4 3,0 2,8 2,7 3,1 2,9
3,3 3,7 3,3 3,3 3,5 3,5 3,7 3,7
5,5 5,8 5,4 5,9 5,2 5,1 5,8 5,6
5,1 4,7 5,1 6,7 6,2 5,8 6,3 6,2
1,1 1,3 1,9 1,3 1,2 1,1 1,0 1,1
0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 o,3 0,6 0,3
3,5 3,2 3,0 3,3 3,0 2,9 3,3 3,3
2,9 2,9 3,1 3,4 4,3 3,0 3,6 3,3
3,6 3,5 3,5 4,1 4,0 4,0 4,3 4,0
3,7 4,0 3,7 4,2 4,5 4,2 4,7 4,3
2,7 2,7 2,6 2,9 2,7 2,6 3,0 3,o
3,8 4,1 3,6 4,0 4,0 3,6 4,2 4,0

47,3 57,0 62,9 45,9 33,8 35,5 32,3 33,5
59,2 61,4 60,2 65,6 63,6 60,2 67,6 65,2

D
l i s ------- - Hansenula anómala-----

111 111 1 1 11 111 1111,6
7,1 5,7 7,2

72

7,2

72

8,0

72

7,7

72

8,0

96

7,8

96
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TABLA. XII

Alanina 
Arginina 
Acido aspártico 
Acido cisteico 
Cistina
Acido glutámico 
Glicina 
Histidina 
Isoleucina 
Leucina 
Lisina 
Iietionina
Sulfóxido de metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Tirosina
Valina
Total de proteínas (Nx6,23) 
Indice de A.A.E.
Condiciones de fermentación

Levadura
Hedió
cmp deBtOH
Peso de células g/1
Tiempo de fermentación (horas)

Aminoácido
DIVERSAS LEVADURAS HECHAS CI 

Gramos de aminc

5,0 4,9 6,4
4,0 12,1 4,7
7,0 7,5 6,7

0 o,3 0,3
0 o,7 0,6

6,7 7,9 9,5
2,6 3,2 3,2
3,1 3,1 3,1
2,7 3,4 3,4
5,7 5,3 5,3
6,2 6,4 5,6
1,1 0,9 1,2

0 o,5 0,6
3,3 3,0 3,2
3,1 3,0 3,9
4,4 4,0 3,7
4,2 4,0 3,8
2,9 2,9 2,7
4,1 4,0 4,0

33,5 32,3 42,9
60,8 63,2 61,8

E
'Candida lipolytica-

1 i 11
- 1 , 6 -

7,0 4,1 6,9
72 72 72

1.7.63
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31

CHAS CRECER iSOBRE ALCOHOL ETILICO

;eínase aminoácido por 100 gramos de pro*t

5,8 5,0 4,6 5,1 5,06 4,9
5,7 4,7 4,6 5,o 4,4 6,2

7,3 6,9 5,9 7,6 7,2 7,3
0,5 0,4 0,4 0,3 0,2 o,3
0,6 0,5 0 o,5 0,3 0,6
9,o 7,2 7,1 7,6 7,4 6,9
3,1 3,0 2,8 2,7 3,02 2,9
2,6 3,5 4,2 3,3 4,0 4,0
3,1 3,0 2,6 r-t 3,5 2,8
4,7 5,1 2,6 5,1 6,9 5,2
5,5 6,1 6,1 6,2 6,8 7,0
o,9 0,8 0,7 1,1 1,0 0,9
0,8 0,5 0,4 0,7 0,6 0,7
2,7 2,8 2,5 3,9 3,4 2,6
2,6 2,9 2,4 2,6 2,6 2,0
4,8 1,8 4,1 4,5 5,3 4,3
5,6 -4,5 3,9 4,4 5,2 5,0
2,3 2,5 2,1 2,3 2,4 2,1
3,7 3,8 3,5 4,3 4,5- 3,9

36,3 37,7 36,7 39,7 32,0 39,8
61,2 60,4 50,0 62,4 70,0 62,6

F
L?3jj.u..LQ.3.

11 111 111 11 n i 111
..- í g -

6,6 7,2 6,8 5,9 5,1 5,6
72 48 48 96 72 72
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TABLA. XII]
DIVERSAS LEVADURAS HECHAS CRECE!

Alanina 
Arginina 
Acido aspártico 
Acido cisteico 
Cistina
Acido glutámico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Hetionina
Sulfóxido de metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Tirosina
Valina
Total de proteínas (11x6,2$) 
Indice de A.A.E.
Condiciones de fermentación

Levadura
Hedió
cm3 de EtOH
Peso de células g/1
Tiempo de fermentación (horas)

Aminoácidos Gramos de an

5,6 5,3 5,6
4,4 4,4 4,5
6,5 6,5 7,9

0 0 0,1
2,3 0,4 0,6
7,7 7,5 7,8
3,0 3,0 3,3
2,8 3,1 2,7
3,5 3,7 4,1
5,5 5,3 6,2
5,3 5,2 6,2
1,6 1,1 1,5
0,2 0,4 0,3
3,1 2,9 5,2
2,3 2,8 2,8
2,8 1,9 3,8
3,2 3,4 4,2
2,4 2,3 2,9
3,8 4,2 4,6

69,3 71,2 55,4
62,2 58,1 72,2

G

---Rhodotorula glutinis
1 11 111

— 1,6---
3,7 3,2 4,7
72 48 72



XIII
3ECER SOBRE ALCOHOL ETILICO

de aminoácidos ñor 100 gramos de proteínas

5.2 5,8 4,9 8,4 12,5 7,7 6,4
4,1 4,1 3,3 3,7 3,6 4,4 4,1
7,1 6,8 5,9 8,6 8,1 7,5 6,6
0,2 0,3 0,2 0,2 0,5 0,3 0,9
0,4 0,5 0,5 0,3 0,4 0,7 0,6
6,7 8,8 8,8 8,4 10,2 8,8 8,7
3,1 3,4 2,7 8,9 8,9 3,3 2,9
2,7 2,4 2,1 2,0 2,1 2,8 3,1
3,9 3,2 2,6 4,9 4,3 3,13 3,1
5,8 5,2 4,3 1,3 1,1 5,3 4,6
5,9 5,3 4,6 7,9 7,0 5,8 5,8
1,4 1,1 0,8 1 ,1 o,9 1,0 0,8
0,4 0,1 0,2 0,2 0,3 0,5 0,4
3,4 2,9 2,5 2,3 2,0 2,8 2,6
3,1 3,0 2,9 3,3 3,1 2,5 2,6
3,8 4,0 3,5 5,0 4,7 3,9 4,2
3,9 4,1 3,3 5,1 4,5 4,2 4,3
2,6 2,5 2,2 1,3 1,1 2,4 2,3
4,2 3,9 3,1 5,8 5,4 4,0 3,5
57,8 46,6 41,4 41,4 35,6 42,0 33,1

: 64,6 58,6 48,9 61,2 55,3 60,6 58,1

H

g ———— — L? andi o.a g u.— L -L i c j-Tn.oiia.-L i
: n i 1 1 ii 11 111 111

. i  ^

5,4 5,2 5,9
-r,o-

6,8 7,6 4,8 5,0
72 r'.<* 96 48 48 48 43
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A partir de lo que antecede, es evidente que: ! 

(1) aunque las levaduras son capaces de buen crecimiento

¡sobre un hidrocarburo oxigenado en un medio simple de s a - ;
i

¡les minerales, la adición de un factor de crecimiento (por

ejemplo extracto de levadura) aumenta sustancialmente la ¡

velocidad de crecimiento, tal como se muestra en las ta- !

blas X, XI, XII y XIII, y (2), tal como se observará a par
1

tir de los datos precedentes, cada una de las levaduras ! 

cosechadas de acuerdo con este invento posee la valiosa 

combinación de alto contenido de proteínas, de alto conte­

nido de aminoácidos esenciales y dp composición de amino­

ácidos nutritivamente atractiva indicando así, además, la 

utilización de una levadura hecha crecer sobre un substra­

to hidrocarbonado oxigenado para producir una proteína uti 

lizable, por biosíntesis de una manera extremadamente ren 

table. Así, el presente invento es especialmente útil para 

preparar suplementos para alimentos para hombres o para 

piensos de animales, que tienen un importante contenido de 

proteínas y valor nutritivo global.

Aunque los ejemplos precedentes ilustran el 

presente invento con gran detalle, se deberá recordar que 

el presente invento en sus aspectos más amplios no está 

limitado necesariamente a los substratos oxigenados espe­

cíficos ni a las condiciones mostradas en estos ejemplos.

La presente solicitud que corresponde a la pre 

sentada en los Estados Unidos de América, el 14 de Septiem 

bre de 1.967? bajo el número 667.750, se acoge a los bene­

ficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propie­

dad Industrial.

1.7.68.
- 47
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1.7.68.

N O T A

Los puntos de invención propia y nueva que se ¡ 

¡presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-¡

te de Invención en España, por "VEINTE años, son los si- ¡
¡

guientes: I

1.- Procedimiento de fermentación aerobia me­

jorado para la producción de un producto con alto conteni­

do de proteínas, que comprende utilizar, como manantial 

principal de carbono, un hidrocarburo oxigenado obtenido a 

partir de una fracción de petróleo que tiene desde aproxi­

madamente 1 a 30 átomos de carbono en la molécula, reali­

zar el procedimiento de fermentación bajo condiciones aero 

bias utilizando un medio de crecimiento de sal inorgánica 

acuosa, mantener la temperatura dentro del margen de apro­

ximadamente 20^0 a 47-C, mantener el pH dentro del margen 

de aproximadamente 3 a 8,3, y utilizar un microorganismo 

seleccionado del siguiente grupo:

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces acidifaciens 

Trigonopsis variabilis 

Hansenula anómala 

Candida lipolytica 

Candida pulcherrima 

Khodotorula glutinis 

Candida guilliermondii

Brevibacterium insectiphilium 

Pseudomonas ligustri

CBS

ATCC 8766

CBS ^  1040

CBS

ATCC 8662

ATCC 9839

ATCC 2527
ATCC 9390

ATCC 15528

ATCC 15522

- 48 -
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Pseudomonas pseudomallei 

Pseudomonas orvilla 

Alcaligens sp 

Cellumonas galba 

Brevibacterium healii 

Nicrococcus cerificans 

Sarcina sp

ATOO ^  15523 

ATOO ^  15524 

ATCC ^  15525 

ATOO ^  15526 

ATOO ^  15527 

ATOO ^  14987 

QHBI5I8 Natick 

Arthrobacter sp ATOO ^  19140

y después de esto cosechar el producto con alto contenido 

de proteínas.

2.- Procedimiento según la reivindicación 1, 

en que dicho microorganismo es una levadura seleccionada 

del siguiente grupo, y en que el pH es mantenido dentro 

del margen de aproximadamente 3)0 hasta 7?5! y en que la 

temperatura es mantenida dentro del margen de aproximada­

mente 2030 hasta 4030:

Saccharomyces cerevisiae CBS

Saccharomyces acidifaciens ATOO ^  8766

Trigonopsis variabilis CBS j/ 1040

Hansenula anómala CBS

Candida lipolytica ATCC ^  8662

Candida pulcherrima ATCC ^  9889

Bhodotorula glutinis ATCC ^  2527

Candida guilliermondii ATCC ^  9390

3<- Procedimiento según la reivindicación 1, 

en que dicho microorganismo es una bacteria seleccionada 

del siguiente grupo, y en que el pH es mantenido dentro 

del margen de 5)0 hasta 8,5) y en que la temperatura es 

mantenida dentro del margen de aproximadamente 2530 hasta

450C:30

1.7.68
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Brevibacterium insectiphilium ATCC ^  15528 j

Pseudomonas ligustri ATCC ^  15522 ¡

Pseudomonas pseudomallei ATCC ^  15523 ¡

Pseudomonas orvilla ATCC 15524

Alcaligens sp ATCC ^  15525

Cellumonas galba ATCC ^  15526

Brevibacterium healii ATCC ^  15527 !

ULcrococcus cerificans ATCC ^  14987

Sarcina sp QHB151S Natick

Arthrobacter sp ATCC 19140

4. - Procedimiento según la reivindicación 1, 

en que dicho hidrocarburo oxigenado está seleccionado de 

la clase que consiste en alcoholes, aldehidos, esteres, 

éteres, cetonas y ácidos.

5. - Procedimiento según la reivindicación 1, 

en que dicho hidrocarburo oxigenado es una mezcla que con­

siste en alcoholes, aldehidos, cetonas y esteres que con­

tienen desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 18 

átomos de carbono en la molécula.

6. - Procedimiento según la reivindicación 1, 

en que dicho hidrocarburo oxigenado comprende un alcohol 

que contiene desde aproximadamente 1 a 18 átomos de carbo­

no en la molécula.

7. - Procedimiento según la reivindicación 6, 

en que dicho alcohol consiste esencialmente en alcohol etí 

lico.

30

8.- Procedimiento según la reivindicación 6, 

en que dicho alcohol está seleccionado de los siguientes: 

alcohol metílico, alcohol sec-butílico, alcohol isopropíli 

co, alcohol n-butílico y alcohol cetílico.

1.7.68.
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¡ 9.- Procedimiento según la reivindicación 4, ¡

ien que dicho hidrocarburo oxigenado consiste esencialmen-
¡t
¡te en metil etil cetona.

I 10.- Procedimiento según la reivindicación 2, ;

!en que la levadura es hecha crecer en la presencia de un
t '
jmedio nutriente que contiene extracto de levadura. ;

I 11.- Procedimiento según la reivindicación 3? ;

¡en que el microorganismo es Hicrococcus cerificans ;

1(14.987). i
t ^ !
! 12.- Procedimiento según la reivindicación 3? ;

i
en que el microorganismo es Hicrococcus cerificans ¡

i
(14.987) y en que el hidrocarburo oxigenado es alcohol 

etílico.

13.- Un procedimiento de fermentación aerobia 

continua para preparar un producto con alto contenido de 

proteínas, que comprende suministrar continuamente como !

manantial principal de carbono un hidrocarburo oxigenado i 

obtenido a partir de una fracción de petróleo que tiene ¡ 

desde aproximadamente 1 a 30 átomos de carbono en la moló^j 

cula, y suministrar continuamente mi medio de crecimiento 

no restrictivo, líquido, acuoso, de sales inorgánicas, y 

gas que contiene oxigeno en exceso, a un reactor vigorosa­

mente agitado que contiene dicho hidrocarburo oxigenado, 

dicho medio acuoso y un microorganismo previamente inocu-¡ 

lado en dicho reactor, siendo mantenida la temperatura en¡ 

dicho reactor dentro del margen de 202C hasta 47-C, y sien 

do mantenido el pH de dicho reactor dentro del margen de 

3,0 hasta 8,5, y en que dicho microorganismo está selec­

cionado del siguiente grupo: j

Saccharomyces cerevisiae CBS !
j

- 51 -
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Saccharomyces acidifaciens 

Trigonopsis variabilis 

Hansenula anómala 

Candida lipolytica 

Candida pulcherrima 

Hhodotorula glutinis 

Candida guilliermondii

ATOO ^ 8 7 6 6  i

CBS ^  1040 ¡
í

CBS ¡
!

ATCC ^  8662 j

ATCC 7^9889 I

ATCC ^  2527 ¡

ATCC ^  9390 ¡

Brevibacterium insectiphilium 

Pseudomonas ligustri 

Psendomonas pseudomallei 

PseudODionas orvilla 

Alcaligens sp 

Cellumonas galba 

Brevibacterium healii 

Nicrococcus cerificans

ATCC ^  15528 

ATCC ^  15522 

ATCC ^  15523 

ATCC ^  15524 

ATCC ^  15525 

ATCC ^  15526 

ATCC ^15527 

ATCC ^  14987

Barcina sp QHB1518 Natick

Arthobacter sp ATCC ^  19140

y, después de esto, cosechar de forma continua el producto 

de alto contenido de proteínas.

14.- Procedimiento según la reivindicación 13,

en que el tiempo de permanencia del líquido es desde apro 

ximadamente 1,5 a 4 veces el tiempo mínimo de generación 

para el microorganismo particular.

15. - Procedimiento según la reivindicación 13, 

en que el gas que contiene oxígeno suministrado al reactor 

es desde aproximadamente 0,5 a 4 volúmenes de aire por vo­

lumen de líquido del reactor, por minuto, por porcentaje 

en peso de concentración de células secas en el reactor,

y por tiempo de permanencia del líquido en horas.

16. - Procedimiento según la reivindicación 13,

- 52 -
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jque comprende suministrar continuamente una mezcla Ae u,r : 

a 10% en peso de hidrocarburos oxigenados.

17.- Procedimiento según la reivindicación 16,
!
;en que el microorganismo es I-ücrococcus cerificans 

i(14.987) y en que dicho substrato es alcohol etílico.

! 18.- Procedimiento según la reivindicación 13,
i
I en que dicho microorganismo es una levadura seleccionada 

¡del siguiente grupo, y en que el pH es mantenido dentro del 

¡margen de aproximadamente 3,0 hasta 7,5) y en que la tem-

peratura es mantenida dentro del margen de aproximadamente

209C hasta 402C.

Saccharomyces cerevisiae CBS ¡

Saccharomyces acidifaciens ATCC 8766 1

Trigonopsis variabilis CBS ^  1040 !

Hansenula anómala CBS ]

Candida lipolytica ATCC ^  8662 ¡

Candida pulcherrima ATCC ^  9889 }

Rhodotorula glutinis ATCC ^  2527 i

Candida guilliermondi ATCC ^  9390 ¡

19.- Procedimiento según la reivindicación 13, ¡

en que dicho microorganismo es una bacteria seleccionada !

del siguiente grupo, y en que el pH es mantenido dentro !}
del margen de 5)0 hasta 8,5 y en que la temperatura es mag

}
tenida dentro del margen de aproximadamente 25&C hasta ¡

453C.
!

Brevibacterium insectiphilium ATCC 13528 }

Pseudomonas ligustri ATCC 13322 ¡

Pseudomonas pseudomallei ATCC ^  15523 !

Pseudomonas orvilla ATCC ^  15524 j

Alcaligens sp ATCC ^  15525 ¡
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Cellumonas Ralba 

Brevibacterium healii 

Hicrococcus cerificans 

Barcina sp 
Arthrobacter sp

ATOO ^  15526 

ATCC 7̂  15527 

ATOO ^14987 

QMB1518 Natick 

ATCC ?fl9140

20.- Procedimiento según la reivindicación 

13, en que dicho alcohol consiste esencialmente en alcohol 

etílico.

21. - Procedimiento según la reivindicación 18, 

en que la levadura es hecha crecer en presencia de un me­

dio nutriente que contiene extracto de levadura.

22. - Procedimiento de acuerdo con la reivindí 

cación 13) en que el tiempo de permanencia en el reactor 

es de 1,5 a. 4 horas.

23. - Procedimiento de acuerdo con la reivindí 

cación 13, en que la mezcla suministrada contiene de 0,5% 

a 5% del hidrocarburo oxigenado, y el aire enriquecido 

con oxígeno contiene hasta 90% de oxígeno.

24. - Procedimiento de fermentación aerobia me 

jorado para la producción de un producto con alto contení 

do de proteínas que comprende utilizar, como manantial 

principal de carbono, un hidrocarburo oxigenado obtenido

a partir de una fracción de petróleo que tiene desde apro­

ximadamente 1 a 30 átomos de carbono en la molécula, realj. 

zar el procedimiento de fermentación bajo condiciones aere, 

bias, utilizar un medio de crecimiento de sal inorgánica 

acuosa, mantener la temperatura dentro del margen de apro 

ximadamente 202C hasta 4720, mantener el pH dentro del 

margen de aproximadamente 3)0 a 8,5) y utilizar un micro­

organismo y, después de esto, cosechar el producto con
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alto contenido de proteínas.

25.- Procedimiento de fermentación aerobia me 

jorado para la producción de un producto con alto conten!

'do de proteínas.

$ ! Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede, representado en el dibujo que se acompaña y para 

los fines que se han especificado. ¡

Esta Memoria consta de cincuenta y cinco hojas' 

escritas a máquina por una sola cara. i

G.D.S.

1 .7 . 6 8 .
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