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El presente invento concierne de forma genera%
a un procedimiento de fermentacidn por biosintesis. Mis '
particularmente, el invento concierne a la utllizacidn de
hidrocarburos oxigenados, particularmente hidrocarburos
oxigenados solubles en agua, en calidad de manantial prinj
cipal de carbono en el procedimiento. De acuerdo con una
adaptacidn especifica del presente invento, fraocciones hi-
drocarbonadas, tales como liquidos y gases de petrdleo,
son oxidadas u oxidadas parcialmente, y acto seguido son
puestas en conbtacto con un microorzanismo bajo condiciones
de fermentacidn para producir altos rendimientos de protedl
nas. Bl procedimiento puede llevarse a cabo de forma con-
tinua o discontinua.

La actual escasez mundial de protefnas, espe-
clalmente de proteinas animales de bajo costo, para el con
sumo por parte de animales y de seres humanos, es bien co-
nocida. En un intento de alivlar esta escasez de proteinas)

se han desarrollado recientemente varios procedimientos de

blosintesis en los que se crean protefnas producidas biold;

gicamente por el crecimiento de microorsanismos sobre divqi
sos materiales de substrato que contienen carbono, Una de

dichas técnicas implica hacer crecer diversos microorzanis
mos, tales como levaduras y bacterias, sobre substratos de
carbohidrato. Sin embargo, esta técnica depende de la dis-
ponibilidad de zrandes cantidades de carbohidratos relati-
vamente costosos que aumentan significativamente el coste

del procedimiento y de producto.

Otra técnica reciente, e incluso mis prometedo

i
ra, para sintetizar bioldgicamente proteinas alimenticias,;

consiste en cultivar los microorgsanismos sobre substratos
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;de petrdleo. Este %ino de sintesis de nroteinas por fer-

! . = : .
imentacién se conduce usualmente en un bafic de biosintesis

‘acuoco que conbiene una alimenbacidn hidrocarbonada, un

agente de inoculacidn del microorsanismo que ha de ser he-

;cho crecer, un medio de crecimiento acuoso, oxigeno, nitrd
ggeno v obtros nutrientes indisvensables. Esta téenica vper-
imite la uvtilizacidn de alimentaciones hidrocarbonadas, que
i 5¢ encuentran ampliamente disponibles en las cantidades ne

cesarias y son menos cosbosas que los carbohidratos. Tam-

bién es conocido utilizar diversos catalizadores bioldsi-

cos en procedimientos de fermentacidn. £l procedimiento

de biosintesis del nresente invento es aplicable a la bioo
sintesis de todos los microorsanismos que son capaces de
¢crecer sobre substrabos hildrocarbonados oxigenados, parti-
cularmente los substratos oxisenados derivados de fraccio-
nes hidrocarbonadas del petrdleo.

Aungue el nresente invento es aplicable a un
amplio margen de microorganismos susceptibles de ser ubi-
lizados, existe un cierto nimero de microorganismos que
son esnecialmente anropiades para la ésimilacién de hidro-
carburos oxidados. Estos microorganismos estan tabulados
sepuidamente (tablas I y II) junto con sus nimeros de iden
tificacibén tales como los nimeros de registro A.T.C.C.,
que fueron fijados depositando muestras en American Type
Culture Collection, 212 M Street, Northwest, Washington 7,
D. C.; los registros CBS, que se refieren a la materia pril
ma conservada en el Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Baarn, Holanda; o los nlmeros de registro de Quartermastexn
Culture Collection, que se refieren a muestraé conservadad

en Natick, Massachusetts. La Tabla II enumera un cierto
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piados para la asimilacién de hidrocarburos oxidados. Es~

tas especles de levaduras estin enumeradas también con nf

imeros de identificacidn.

x




824LET

o0y

AoTgeN |ILTEIR

48OYT DOET
#2EST DOGY
£2SST DOTY
225ST 00nY

oL9umT

\e

e

ds — BTPIROON

SNOIYDOTOUI

HNTES 2 DB0,0 Dulf frommmm

mmToqeastoaned

',

ds
XoTdwTs lll—llllll q900T0aAYIY

IR

_ IMTISL0BYBULIOD

BgTR: SBUOTMTTSD
s SOUaSTIBOTY
TTT89Y
WL TUATE09SUT HHHFII.mﬁﬁHmpodpﬁPmﬁm

cs

BTTTASO

TITTRemopnosd

TIgENITT

ERELEH

SBUOWOPNIS T

OISUYH TNATag

28208400 UICUTLOT

omoUMMHmpoﬁﬂopﬁmuymoﬂmmwohﬁomﬂnoﬁll

9B9 0B TIS20RA0ULTO)—

9B90BIDL OBQOWOIID

OBO VB TIS, OB TAD LT

eUTOIRY
wMHHalllll 9890000000 T I

STEOT I TIO O SNOVO0VOEOTL,

S¥IE=covd -

IYT

IVS

BTTToed

58 Te TS 3 DB T

ST9IBPBUOUOPNIS J—E 9 T BPRUOUOPNES IS8 3.8 0LW0 Z T O0G~——B 3 LYJ0Q0I T

jex=olve

&

o]

55910

UOTSTALQ

O~ W oN

N O

~ N K



1
2
3
4

il

TABLA I -~ BA

Division Clase Orden Famllig !

Protophyta—-=Schizonycetes—Psendomonadales—Pseudomonadaceae

—Zubacteriales+—liicrococcaceae ——-———[

—Brevibacteriaceae

—Aichromobacteracese ——

—Corynebacteriaceae ——

—ictinomycevale T.;yc obacteriaceae ——

Actinomycetaceae —



A I - BACTFERIAS

Triou Género Especie Nimero
zeae ————Pseudononas —— ligustri ATCC 15522
|____ Dseudomallel .A_TCd 15523
b—— 0rvilla - ATCC 15524
) Ilicrococcus —————cerificans ATCC 14987
[ Barcina 1o} QIMB1518 Natick
rege Brevibacterium ———p— insectiphilium ATCC 15528
—— healii ATCC 15527
ceae Alcaligenes sp ATCC 15525
“ceae Cellumongs —————————zalba ATCC 15526
Corynebacterium ' SD ATCC 15529
L vauronetabolum ————————w ATCC 15530
Arthrobacter —— Simplex ATCC 6846
D ATCC 19140
ceae =———Ilrcobacterium rhodochrous V ATCC 13808
ceae ocardia SD
e s
- .
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TABLA TT -
Clase Orcen Familig
Ascomycetes———3ndomycetales——————Endonycetaceae —

10
11
12

4
14

15

17

+—Funzi imperfecti—LCryvtococcales —— Crypiococcaceae——

[



II - LEVADURAS

Subfamilia

ae ———Saccharonycetoidege—p—=Endomyconseae

Tematosporoideae

Tribu

Genero

—- Saccharomycetege

L. Wedsonieae

Endomycopsis

Seccharonyces

Hansenula

Pichia

" —— Debaryomyces

Hodsonia

L— Lipomycetoideae

Hematospora

ge=——— Cryniococcoideae

Liponmyces

Trichosporoicdeae

Cryptococcus

Torulonsis
——— Bretvtanonyces
p——— Candida

t——— Xloeckera

f——— Trigonopsis

L———Rhodotoruloideae

Trichosporon

Fhodotorulla
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TABTA TII - LEVADURAS (Continuacidn)

£x

Género Bspecie Cultivo #
(1) Endomycopsis capsularis ATCC # 2471
fibvuliger ATCC # 2080
Javanensis ATCC # 10628
mali
bispora

(2) Saccharomyces

(3) Hansenula

cerevisiae (4)
rouxii
exiguus
marxianus
lozos
willianus
uvarum
fragilis
lactis

rosei
chevalieri
fermentati
acidifaciens (B)
fructuum
elesans
anomala (D)
saturnus
suaveolens
schneggil
californica
subpelliculosa
mrakii
silvicola

mninuta

-7 -

CBS

ATCC # 2624

ATCC # 10599
ATCC # 10606
ATCC # 1060%
ATCC # 10598
ATCC # 10613
ATCC # 10022
ATCC # 10689
ATCC # 10664
ATCC # 10604
ATCC # 2551

ATCC # 8766

ATCC # 13053
ATCC # 13055
CBS

ATCC # 2579

ATCC # 9847

ATCC # 10680
ATCC # 14462
NRRL Y-12
CB3

CBS
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3
'

H
'

(4) Pichia

(5) Debaryomyces

(6) Nadsonia
(7) Nematospora

(8) ILipomyces
(9) Cryptococcus

(10) Torulopsis

TABLA IT (Continuacidn)

membranaefaciens

farinosa
polymorpha
fermentans
hansenil
kloeckeri
subglobosus
vini
nicotianae
fulvescens
elonsata
coryli
stakeyi
neoformans
laurentii
albious
luteolus
bolmii
molischiana
dattila
sphaerica
candida
famata
stellata
sake
globosa
versabtilis
anomala .

inconspicua

-8 -

ATCC # 10649
ATCC # 2252
ATCC # 15132

ATCC # 10651

ATCC # 2357
ATCC # 10620
GBS

CBS

ATCC # 9364
ATCC # 10645
ATCC # 10644
ATCC # 10647
ATCC # 12659
ATCC # 11239
ATCC # 9981
ATCC # 10666
ATCC # 10671
ATCC # 10670

ATCC # 10691
ATCC # 13193
ATGC # 2560
ATCC # 12790
ATCC # 10673
ATCC # 14478
CBS

CBS

CBS

CBS

b
e e e ot et 3 I
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(12) Condida
|

31 ¢

PARLA IT - (Continuacidn)

(11) Brettanomyces

bruxellensis
Llanmbicus
anomnalus
claussenii

mycoderna

pulcherrina (F)

crusel
nesenterica

tropicalis

vseudotropicalis

cuilliermondii ()

hunicola
rUZOSsa
zeylanoides
nelliculosa
utilis
lipolytica (&)
narapsilosis
gbellatoidea
robusta
scotti
curvabta
clausgenil
solani

melibiosi

ATCC # 10560
ATCC # 10563
ATCC # 10559
APCC # 10562
ATCC # 10641
LATCC # 985S
ATCC # 2159
ATCC # 10569
ATCC # 1369
ATCC # 2540
ATCC # 9390
ATCC # 14438
ATCC # 10571
ATCC # 10674
ATCC # 2149
ATCC # 0226
ATCC # 8662
ATCC # 7355
ATCC # 11006

ATCC # 10

Lpd
{

\n
ro

ATCC # 10587
CB3
ATCC # 14440
CBS3




TABLA I - (Continuacidn)

(13) Iloeckera apiculata ATCC # 10634
africana ATCC # 1063%2
corticis ATCC # 10635
5 Javanica ATCC # 10636
lafarii ATCC # 10638
mazna ATCC # 10640
(14) Trizonopsis varlabilis (C) CBS # 1040
(15) Trichosnoron pullulans ATCC # 10677
10 cubaneun ATCC # 14255
infestans CBS
sericeum ATCC # 10678
capitatum ATCC # 10663
fermentane ATCC # 10675
15 behrendii ATCC # 14465
(16) Rhodotorulla slutinis (@) APCC # 2527
rubra ATCC # 9449
mucilagzinosa ATCC # 250%
aurantiaca ATCC # 10657
20 minuta ATCC # 10658
El Micrococcus cerificans (14.987), que fue
alslado e identificado por el Dr. R. E. Kallio y otros,
Journal of Bacteriology, volumen 78, nlmero 3, pasinas
25 441-448 (Septiembre 1959), es parbticularmente deseable. ILa
identificacidn adicional es la siguiente:
Mori‘ologia.
Las células son pequefias, esféricas, btendiendo
a ser elipticas en cultivos viejos y en medios de alto con
30 tenido de nitrdgeno.
le.7.68.
- 10 -
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Tas células procedentes de los medios defini- !
dos tienen un didmetro medio de 0,5 a 1,0 micras, ¥ a par%
tir de medios complejos los difmetros de célula son en ppé
medio de 1,0 a 2,0 micras. Ias células aparecen solas o eﬁ
montones., No se observan granulos inmotos, metacrométicos%
ni grinulos pseudanofilicos. |

Reaccidn Gram.- Negativa

Tas colonias sobre agar definido son pequefias

(1 mm), convexas circulares, teniendo bordes enteros. ILas
colonias sobre sgar nutriente son mayores (2 a 5mm), nu-
hoides salientes, peneralmente redondas.

Dentro de una especie puede haber muchas cepas
diferentes que comprenden variaciones y mutantes tanto na
turales como inducidos.

Ta morfologia y las caracteristicas de reac-
cidn de crecimiento de otros organismos antes enumerados
estin dadas en la patente USA 3.308.035, concedida el 7 dg
marzo de 1967, con el titulo "Process for Producing a Hich
Protein Composition by Cultivating Microorganisms on an
N-Aliphatic Hydrocarbon Feed", inventor John D. Douros,
Jr.

Tos medios de crecimiento comprenden un medio
de sal mineral acuosa y oxipeno en exceso. El oxizeno es

suministrado al medio de substrato de cultivo o caldo de

L)

cultivo en cualquier forma capaz de ser asimilada con fa-
cilidad por el microorganismo inoculador. También se pue-
den utilizar compuestos gue contienen oxigeno para suminis
trar oxigeno, siempre que no afecten de forma desiavora-

ble al crecimiento de las células del microorpanismo y a

la conversidn de la alimentacidn hidrocarbonada oxidada en

- 11 -
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icélulas de microorganismos., Tl oxiseno ouede ser
3

!trado como un sas que contiene oxirmeno, 4al como aire a

i

i

§nre51on atmosférica o a presidén elevada o aire enrlaue01do
; !
gcon oxizeno en que la concentracidn de oxf geno nuede ser
thasta de 70 a 90%. En gencral, se suministran ol reactor

! i
entre aproximadamente 0,1 y aproximadanmente 10, nreferibld

i

mente entre aproximadamente 0,8 Yy aproximadamente 2,5 volv

i
!
menes por minubto, de aire por volumen de liquido en el fern

mentad&%.

El nitrdgeno es esencial nara el crecimiento
bioldgico., El manantial de nitrégeno puede ser cualquier
compuesto orgdnico o inorginico que contenga nitrdseno,
que sea capaz de desprender nitrdgenc en una forma apraopia
da para utilizacion metabblica por el microorgsnismo en
crecimiento. Compuestos nitrogenados orginicos apropiados
son, por ejemplo, proteinas, proteinas hidrolizadas con
acido, proteinas digeridas con enzima, amino-4cidos, extrag
tos de levadura, asparraguina Y urea. Compuestos nitrogena
dos inorgénicos apropiados son amonfaco, hidrdxido de amo-
nio, 4cido nitrico o sales de los mismos tales como fosfa-
Go de amonio, citrato de amonio, sulfato de amonio, nitrato
de amonio y pirofosfato &cido de amonio. Un método muy con
veniente y satisfactorio de suministrar nitrdgeno al proce
dimiento consiste en emplear hidrdxido de amonio, fosiato
e, amonio o fosfato &cido de amonib, que pueden ser afiadi-
los en forma de la sal propiamente dicha o que pueden ser
producidos "in situ" en los medios de fermentacidn acuosos
haciendo borbotear gas amoniaco o amoniaco gaseoso a través
el caldo de cultivo, o inyectando hidrdxido de amonio acug

Fo0 dentro del caldo de cultivo al que se afladid previamente

- 12 -
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Ll e oa . .
racido fosfdrico, formando de esta manera fosfato Acido de

i

famonio. De esta manera, se mantiene el margen deseado de

. pH de aproximsdamente %,0 a 8,5 y se suministra el nitrd-
i

‘peno requerido. Si el microorgenismo comprende una levadu-
§ra, el pll preferido esta dentro del margen de 3,0 a 7,5, !
. t
‘por ejemplo entre 4,0 y 5,0. Si el microorsanismo compren |
gde una bacteria, el pH deseado estd dentro del marsen de

i5,0 a 8,5, por ejemplo de aproximadamente 7,0. Se puede

suministrar hidrdxzido de amonio al bafic de biosintesis en

icantidades de entre aproximadsmente 0,08 y aproximadamen-—
te 0,20, nreferiblemente entre aproximadamente 0,1 y aproxil
madamente 0,15 gramos de nitrdgeno por gramo de cdlulas 56
cadas producidas. Este asciende a entre aproximadamente
0,01 y aproximadamente 1,07 en peso, preferiblemente en—
tre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,15/ en weso,
de nitrdgeno basado en el bafio de biosintesis total.

hdemis del oxigeno y del nitrdumeno, es necesa-
rio suministrar cantidades requeridas de nutrientes minera
les seleccionados al medlo de alimentacidn con el fin de
asegurar un apropiado crecimiento del microorsanismo y
hacer mixima la asimilacidén de los hidrocarburos oxidados
por las células del microorsanismo. Potasio, sodio, hierro,
magnesio, calcio, manganeso, fdsforo, y obtros nutrientes
estin incluidos en el medio de crecimiento acuoso. EBstos
nateriales necesarios pueden ser sumiﬁistrados por cual-
quier técnica, pero preferiblemente son suministrados nor
sus sales solubles en asua.

El potasio puede ser suministrado en forma de
cloruro de notasio fosfato de potasio, sulfato de potasio,

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

H
[
A%

1
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microorganismo.

amonio, sirven como un manantial combinado btanto de nitrdee

pilo de la fermentacibn, es la sisuiente:

sio. El hierro y el fdésforo pueden ser suminisbrados en la
forma de sus sulfatos y fosfatos, Gales como sulfato de

hierro y fosfato de hierro, Usualmente, la mayor varte del
%fésforo es suminigtrada en forma de fosfatos de amonio. %

Cuando se utilizan fosfato de amonio o fosfabo 4cido de

o,
g

no como de fésforo para el crecimiento de las células del .

v

Una composicidén satisfactoria para los nedios

de fermentacibdn, particularmente para bhacterias al princi-

Concentracidn (gramos por litro)

{

i

H

i

. '
Preferivlemen
2,

i

!

I

Se puede Usualmente se n
Componente . ubilizar utiliza be se utllizg
[idrocarburos
wigenados 4-120 5--80 10-50 :
K HEO, 0,5-15 1-10 2-8 |
i(NH4)HPO4 5-15 7-13 8-12 %
Ha S0, 0,1-1,0 0,2-0,9 0,3-0,8 ;
FeS0,,.7 E0 0,002-0,5  0,005-0,04  0,01-0,03 %
§
M550, 7 H 0 0,1-0,7 - 0,2-0,6 0,3-0,5 !
fn304.7 L0 0,002-0,05  0,005-0,04 0,01-0,03 %
HaCl 0,002-0,05  0,005-0,04 0,01-0,03

Lsua

£l resta hasta formar 1003 en peso

- 14 -

len incluir en cantidades muy pequefias, incluyen:

Otros nutrientes minerales opcionales, que se pug |
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Concentracién (milisramos por litro)

Se puede ubti  Usualmente Preferiblemente

—— g e

Comnonente lizar se ubiliza se utiliza
§Zn3047. HQO 0-0,4 0-0,3 0-0,2
;HagI'IoO y - H2O 0-0,06 0-0,05 0-0,04
;00012 0-1,2 0-1,1 0-1,2 |
§H51303 0-0,08 0-0,07 0-0,06
iCuSO4 « 5 HO 0-0,3 0-1,25 0-0,2
gCaCl2 . 6 H20 0-0,14 0-0,15 0-0,12
gmiCle .« 6 150 0-0,01 0-0,008 0~-0,006

Desde lueso, los nubtrientes esenclales y opcionales pueden
ser suministrados en la forma de obras sales o 4cidos dis-
tintos de los anteriormente tabulados.
Un medio muy satisfactorio es preparado de la
siguiente manera:
Hedio Pl

Gramos/litro de azua corriente

(10, ) LHPO,, 10
K, HPO,, 5
Na S0, 0,5

A lo anterior se afladen 10 em3/litro de una solu-
cién de sal A, prevarada de la siguiente manera:

Solucién de sal A  Gramos/litro de acua destilada

H80,, « 7H 0 40
TeB0,,. 7H.0 2
S0, . 4,0 2
NaCl 2

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

- 15 -
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variante del anterior es una en que se suministra foslabo
en la forma de Acido Tosférico.

Medios muy satisfactorios para levaduras son :

{ los I, IT y IIT que tienen las siguientes comnosiciones:

Medio I
Compuesto Gramos/litro de armua corriente
NalPO, . 12 H.0 2,5 f
KH PO, 3,5 !
g0, . 7 W0 1,0 g
NaCl 0,5 é
I, 1O, 5,0 !

pH ajustado a 6,5

Tl medio II es el mismo que el medio I, excep!
to que se aillade 0,001 de extracto de levadura en calidad

de factor de crecimiento. El medio IIT es el mismo gue ¢l

medio I excepto que se afladen 2 ppm, de bhiotina en calidad
de factor de crecimiento. Se afiaden factores de crecimigg%
to al medio basico con el‘fin de sumentar la velocidad de§
crecimiento de las diversas levaduras.

Los nicroorganismos, cuando son culbivados

primeramente sobre hidrocarburos oxizenados como manan-—

. . s |
tial »nrincipal de carbono, crecen algunas veces con difi-.
cultad, y algunas veces es necesario utilizar un indeculo

de un microorgpanismo que ha sido adaptado previamente pa~

7 U ——

ra el creciniento sobre el substrato que se pretende ubil:

l—J.
i

o}

gzar. Ademds, los microorganismos, particularmente levadu- '

Tas, aunque sean cultivados en la presencia de un medio

nineral acuoso que conbenga los elementos nubrientes apro

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

——

- 16 -
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' tivo no contiene los factores de crecimiento que existen
fen substratos de carbohidrato, a menos que se afiadan estoé
factores de crecimiento.

El crecimiento de las levaduras utilizadas es

: favorecido por la adicidn al medio de cultivo de cantida-

tdes muy pequefias de extracto de levadura (un producto ri- !
H

'co en nubtrilitas esenclales, es decir Tactores de creci-

niento obtenidos por la hidrdlisis de una levadura) o, mad

generalmente, de las nutrilitas esenciales. Las @ltimas in
cluyen biotina, 4cido pantoténico, Acido nicotinico, tiamﬂ
ina, inositol y piridoxina. Ia cantidad de extracto de le-
i vadura afladido es preferiblemente del orden de 25 partes
por milldn con referencia al medio de fermentacidn acuoso.
Puede ser mayor o menor, sezin las condiciones escogidas
para el crecimiento. También puede ser necesario, en el
caso de algln microorganismo, tener presente en el medio
de crecimiento una vequefia cantidad de un agpente antiespu~
mante.

La temperatura del bafio de biosintesis nuede
variar entre gproximadamente 209C J aproximadamente 552C,
dependiendo del microorganismo especifico que esta siendo
hecho crecer, pero las temperaturas preferidas cuando se
»utilizan bacterias estan entre aproximadamente 25C y apro
ximadamente 45°C, nor ejemplo, son de anroximadamente 2500
El pH estéd preferiblemente dentro del margen desde 5,5 has
ta 8,5, por ejemplo de aproximadamente 7,0.

Cuando se utiliza una levadura, la temperatura
estd dentro del marpen de aproximadamente 2020 a 479G, de-
pendiendo del microorsanismo especifico que estd siendo he

cho crecer, pero las temperaturas preferidas estén dentro

- 17 -




fdel margen desde aproximadamente 202C hasta 402G, por ejen
& .
i

plo son de 302C. El pll estd dentro del margen de 3,0 a 7,5,
¥y el preferido es de 4,0 a 5,0, por ejemplo de aproximada-
%mente 4,5,

En el tipo de procedimiento de fermentacidn |
descrito que wtiliza hidrocarburos, uno de los fachores
més dificiles e¢s que los hidrocarburos son insolubles en

agva 7, por lo tanto, se requieren altas enerzias de mez~ !

4

clado o emulsificadores quimicos, o ambas cosas a la vesz,

5,
i

pare mantener bien dispersada a la fase hidrocsrbonada. i
Esto es esencial si se han de obtener altas velocldades d%

Termentacidn o grandes rendimientos de cdlulas. Tambidn,

en el procedimiento se desprende una cantidad considerable.
de color que ha de ser eliminada preferiblemente con el

1
I
!
~ . R 4 . .. I Fak] l
agua de refrigeracidn disponible en un srado muy 1aeilcazﬁ
HMuchas de estas desventajas en que se incurre

|
1
cuando se utilizan hidrocarburos de cadena recha son elini.
|

nadas, y el procedimiento es hecho considerablemento nés :
flexible, utilizando en calidad de alimentacidn un mate- |
1

i

rial hidrocarbonado parcialmente oxidado que nuede coupren

o

!
der un alcohol, tal como etanol, o una mezcla de alcoholes,

aldehidos, cetonas, 8steres, &beres y 4cidos. Esbos mate-

riales que contienen oxigeno son atacados por los diversos

microorzanismos con mayor facilidad gue los hidrocarburos

=3
no oxidados. Tal como sSe ha mencionado, vna venbtaja del
i

presente procedimiento consiste en que, cono la conversidn

1
. . t
de hidrocarburos en compuestos oxidados se desarrolla con :

el desprendimiento de calor 7y como estos compuesbos oxida,

1
dos son compuestos intermedios del procedimiento de fermen

tacibn, el calor de la reaccidn desprendido en la conver- !

|
- 18 - l
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- 5i6n previa es eliminado en un margen de temneraturas de-

‘seablemente alto, antes del procedimiento de fermentacién?
'Esbo puede dar como resultado una disminucién neta muy- de-
- seable de aproximadamente 10 a 30,5 del calor desprendido,
‘asi como de las exigencias de aire en el procedimiento de

Termentacidn, basado en una materia vrima de alimenbacidn

06' Otras ventajas de la ubilizacidn de substratos que con
ftienen oximeno consiste en la reduccidn de las necesidades
de energla de mezclado, debido a la solubilidad mejorada
de los substratos y a las reducldas exigencias de aire.

El manantial de carbono, preferiblemente el
{nico manantial de carbono, para el procedimiento de fer-
mentacidn, es un hidrocarburo oxigenado distinto de los
carbohidratos, azlicares, almidones y celulosa. Los hidro-
carburos oxizenados deberin suministrar mis de aproximada-
mente 505% del carbono requerido, preferiblemente deberin
suminisbrar mas de aproximadamente 807 del carbono requeri|
do, y mas preferiblemente la Hobalidad del earbono requeri|
do. Los hidrocarburos oxisenados nueden comprender alcoho-
les, cetonas, aldehidos, ésberes y dcidos, preferiblemente
los compuestos que conticnen desde aproximadamente 1 a 50
dtomos de carbono en la moldcula que se obtienen oxidando
una fraccidén de petrdleo. Los hidrocarburos oxlgenados pre
feridos son los obbenidos a partir de una fracecidn de pe-
tréleo que contiene desde anroximadamente 2 a 20 Atomos de
carbono en la molécula. Un compuesto deseable estd selec—
cionado de alcoholes que conbienen desde aproximadamente 2
a 10 Atomos de carbono en la molécula, particularmente al-

cohol ebilico.

El presente invento puede ser comprendido mis

- 19 -
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Iximadamente 9 vollmenes de agua, por volumen de producto

completamente haciendo referencia a los dibujos que ilus—§
tran una realizacidén del mismo. Refiridndose a los dibujos,
una alimentacibn hidrocarbonada, tal como nafta ligera o

una fraceidn 012 a 018’ es introducida en la zona de oxiqi
cidn 10 por medio de la conduceidn 1. En esta téenica des-
crita, la zona de oxidacidn es hecha trabajar a una tempei

\ . \ . o
ratura elevada con una baja conversidn por ciclo. ILa oxidg
i

cidn puede ser cabtalitlca o no catalitica y puede realizay)
. I
se, si asl se desea, en la presencia de Acido bérico 1ibr%
o de compuestos de 6xido de boro, que favorecen la forma-
cién de alcoholes en la zona de oxidacidn. En el Altimo cgf
30, una ebtopa de hidrélisis y de eliminacidn de Acido Dbri
co precede a la ebapa de extraccidén de alcohol que seguidal
mente se describird. Se introduce aire por medio de la conl
duccibén 2. La temperatura esti dentro delrmargen de anroxil
madamente 1212C a 2049C, por ejemplo es de aproximaldamente
1639C. TLa presidn de la zona 10 estd dentro del marsen de
1,05 kg/cm2 manomébtrico hasta 17,5 kg/cm2 manoméisricos,
por ejemplo, es de aproximadamente 8,75 km/cm? manométri-
coSs.

Los productos de reaccidn de la operacidn de
oxidacidn son retirados de la zona 10 por medio de la con-,
duccibén 3 y son introducidos en una zona de exbraceidn 20.
Los productos de reaccldn conbendrin aproximadamente 10 a

15% de productos oxidados que son exbtraldos con una sran

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

dio de la conduccidn 4. La cantidad de agua utilizada esté;
dentro del margen de 1 a 90 volimenes de azua tal como,

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

- 20 -
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-,

‘parcialmente oxidado introducido por medio de la conduc-—

cibn 3. El disolvente de extraceidn introducido por medio

'te, es una solucidn nutriente que se describe anteriormen—

de la conduccidn &4 puede ser ajua pura pero, preferiblemen

éte. Se puede afladir suficiente cantidad de base, tal como
iamoniaco, por medio de la conduccidn 5, preferiblemente aﬁ
Etes de la extraccidn, para neutralizar completamente cua-
lesquiera 4cidos que estén presentes en la solucidn.

Como los compuestos oxisenados son muchisimo
mas solubles en agua que los hidrocarburos de cadena recta
la extraccibn con azua eliminarid selectivamente todos los
productos de la oxidacidn desde la mezcla de reaccidn. Los
hidrocarburos gque no se han convertido son rebirados de la
zona 20 por medio de la conduccidn 6 v son recirculados
preferiblemente a la zona de oxisenacidn 10 por medio de
la conduccidén 7. El extracto es retirado de la zona 20 por
medio de la conduccidn 8 ¥ es introducidd en la zona de
fermentacidn 30. Se pueden afadir asua y sales de reposi~
¢ién para proporcionar las condiciones descadas para la
Termentacidn, por medio de la conduceidn 15.

Bajo ciertas condiciones, puede ser deseable
introducir el exbtracto en la zona 40 por medio de la con-
duccidn 9 y separar el extracto, con aire que es introduci
do por medio de la conduccidén 1l y es retirado por medio
de la conduceidn 13%. Iste aire puede ser utilizado acto se
suido para fines de oxidacibén en la zona 10. Tos productos
separados son retirados de la zona 40 wor medio de la con-
duceidn 12 y son inbroducidos en la zona de fermentacidn
70 por medio de la conduccidn 8. El producto proteinico es

retirado de la zona 30 nor medio de la conduccidn 14. La.

- 21 -

1]




10

15

20

25

50
1.7.68.

!
tivo de fermentacidn puede realizarse vor medios apropio- :

dos, wor ejemnlo, en dos etopas. Primeramente, las célulaa

ipueden ser separadas del liquido flotante vor centrifusa-
! .

cibn (por ejemplo en cubeta cerrada), en ciclones de liqqg

do, (o hidrociclones) por evaporacién (por ejemplo, en ne-;

licula descendente, en pelicula deslizante), por filtra-

cidn (por ejemplo microporos, diflisis, osmosis inversa),

por floculacién, por sedimentacidn y por decantacidn (por

ejemplo ailadiendo floculantes, coazulantes o agentes aui-

liares de filtracidn, o cambiando el pH o la “emperatura),
o cualquier otro método o combinacidn de métodos de senara,
(4 ’ . -~
clon. Tas celulas concentradas senaradas pueden ser seca-
das acto seguido por secado por pulverizacidn, por secado
en tambor, por secado por congelacidn, por secado en va-—
4 . +
clo, por secado en bandeja, por secado en estufa, o por
. » . . « P - - .

cualquier otro procedimiento o combinacidn de procedimien-
tos de secado. Cualquiera de las anteriores operaciones
que se ubllice para la separacidn y el secado de las célu-
las de producto, se deberd hacer observar que este proce-
dimiento es extremadamente renbable por el hecho de gue no
se requiere una separacidn compleja especial ni lavado con
agentes tensioactivos, para eliminar los substratos gue no

. Ll
han reaccionado y los subproductos, (aungue pueden ser usi
lizados éstos en los aspectos mas amplios de este invento)
para obbener un producto final que tenga un contenido exbrd
madamente alto de proteinas y no tenga ninguna impureza
perjudicial para los seres humanos o para 1los animales.
La oxidacidn previa de los hidrocarburos gli-

mentados al procedimiento de fermentacibén produce una mez-

- 22 -
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p? ‘
cla de alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, ¥ compues-
itos afines de acido y de éster. Esto reduce la pérdida de
?materia prima de alimentacién en el aire de fermentacidn
'y disminuye también el tiempo de fermentacidén. Para un ni
,mero dado de Alomos de carbono, los compuestos oxirenados
§

itienen una presidn de vapor mucho mds baja que los corres-
!pondientes hidrocarburos., Ademds, debido a su alta solubi

jlidad en agua, los compuestos oxizenados solo ejercen una
) ’ P 3

i pequefia fraccidn de su presidn total de vapor cuando estin

)

presentes en forma de solucidn acuosa diluida, mientras que
los hidrocarburos ejercen esencialmente toda su presidn de
vapor incluso en concentracidn baja, debido a su extremads
mente baja solubilidad en agua. Como resultado de ello,
el aire de fermentacidn que pasa a través del caldo de cul
tivo de fermentacidn arrastrarad mucho menor cantidad de
hidrocarburos oxijenados que de hidrocarburos ordinarios,
si ambos estin presentes en cantidades equivalentes en el
caldo de cultivo de fermentacidén. Zsto no solamente da lu-
gar a una fuerte reduccidn de las pérdidas, hasta O si el
aire saliente es lavado con agua o con una solucidn acuosal
sino que también elimina esencialmente la wosibilidad de
fuero y de explosidn, siempre presente cuando el aire y
los hidrocarburos se mezclan en ciertas proporciones.

Asi, la presente técnica reduce la carpa de
calor en el fermenbtador desde aproximadamente 10 a %04,

4si, el concento amplio del nresente invento
consiste en utilizar materiales oxigenados, tales como gas
natural oxigenado 7 fracciones de nebrdleo hidrocarbonadas
oxigenadas que hierven haosta aproximadamente 4929C, v par-

ticularmente las que conticnen desde aproximadamente Cl a

- 2% -
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3070 4dtomos de carbono. Estos compuestos estin selecciona- -

\S)

-

6os de alcoholes, ésbteres, aldehidos, cebonas y Acidos.
Compuestos oxigenados preferidos son los alcoholes, espe-
cialmente alcohol etilico. Obros compuestos oxipgenados de

t seables son, por ejemplo, alcohol isopropilico, metil-

etil-cetona, 4cido acébtico, glicoles, alcohol butilico,
acetona; octanol, 4cido decanoico, éter dibubilico del
dcido sebacico, y adipato de dimetilo. Alcoholes apropia-~

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

P v oo

10 les primarios 04—050, de cadena recta o ramificada, 2-etil-
hexanol, alcohol isooctilico, glicol, glicerina, ciclohexa
nol, alcoholes secundarios 04—030 a paptir de alimentacio-
nes de parafinas normales o isoparafinicas, monoetoxilatos
de alcoholes secundarios, y alcohol crotilico (alcohol C,
15 insaturado). Cetonas y aldehidos apropiados son acelona,
MEC (metil etil cetona), MIBC (metilisobutilcetona), iso-
borona, ciclohexanona, ciclopentanona, aldehido estearico,

aldehido laurico, acebaldehido ¥ crobonaldehido (aldehido

Gy insaturado). Acidos apropiados son &cido acébico, Aci-

20 do propidnico, Acido caproico, &cido cdprico, Acido lauzi
co, acido oleico, 4cido estedrico, &cido linoleico, Acido
praquidico, 4cido toluico, Acido oxAlico, deido sebicico,

4cildo tereftdlico, dcido f£dlico, 4cido maldnico, Acido

hexahidromelitico, y 4cido crotdnico (Acido 0, insaturado).
25 Esteres apropiados son acebato de metilo, acebabto de etilo;
butirato de etilo, estearato de etilo, diacetabto de zlicol],
valerato de isopropilo, ftalato de dimetilo, trioleato de
glicerilo y acetato de alcohol 012 secundario, ¥y &teres ;
apropiados son eboxilatos, dletil éter, tetrahidroiurano
30 y diisopropil éter.

1.7.G8.
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no, propano y butano, pueden ser oxidados con aire para

Ei‘ormar alcoholes, cetonas, aldehidos, éteres y Acidos, por
%métodos convencionales, tales como la téenica de sblidos
%rociados, 0 en un reactor de lecho relleno. Tal como se
%menciona, los substratos oxidados se derivan preferiblemen
éte de Iracciones hidrocarbonadas que conbienen desde apro-

iximadamente Cl a 050 atomos de carbono, especialmente las
i
[due tienen desde aproximadamente Cl a C5 AdLomos de carbono}

i
%Se ha de sobrecntender que se pueden gtilizar otras técni-
cas y procedimientos para fabricar material oxirenado a
partir de hidrocarburos Cl a CBO'

Entra también dentro del concepbto del presente
invento ubilizar una fraccidn oxizenada cruda tal como una
fraccidn cruda que biene la sizuiente composicidn:

Mezcla A -~ Commhuesbos oxicenados

Alcohol metilico 56,65
Leetona 22,0
Alcohol etilico 3,1
Acetato de etilo 2,7
Acetato de metilo 2,0
Dimetil provano 0,4
Alcohol tex-butilico 0,3
Ietil etil cetona 0,3

letil isopropenil cotona 0,3
H,0 0,3

™ 1 J- a

Il invento se »uede comprender mds complebamen
te mediante los siguientes ejemwlos que ilusbran adantacio-

e del mismo.

b=
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IEjemnlo 1

Un cierto nlmero de operaciones contiauas de

fermentacidn aerobia se realizaron utilizando medios Pl yi
utilizando alcohol etilico como el Gnico manantial de carj
bono, Lig temperatura fue de 35°C v el pH fue controlado a
un velor de 7,0 por la utilizacidn de hidrézido de amonio.
Las exigencias de enersla eran menores de 9,2 CV/1C00 1i-
tros de caldo de culbivo, debido a la solubilidad del etba-
nol en el medio de fermentacidn, También, las exigencias
de oxigeno eran menores de 2 gramos por pramo de células
que resultan de la utilizacidn de hidrocarburos oxizgena-
dos. Se obtuvieron rendimientos de aproximadamente 0,6 gral
mos .de células por oraomo de etanol. Los resultados estin

enumerados en la sizulente vabla.
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un margen bajo de energila.

Con la utilizacidn de una fraccidn hidrocarbo-

nada, 016’ se pueden lograr velocidades de crecimiento simil

R

lares con este bajo consumo de energfa solo por la adicid

de enormes cantidades de oxigeno, a saber de aproximadameﬁ
te 3 veces la cantidad de oxigeno que se requirid con eta%
nol (véase Ejemplo 4). Esta disminucidén de utilizacidn de
oxigeno 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.
Ejemonlo 2.
Se condujeron operaciones adicionales de ferme
tacidn continua aeroblia, tal como se describe con resnecto
al ejemplo 1 utilizando un medio P; v ubtilizando también
aproximadamente 2,5 de etanol o de una mezcla de parafinas
en las diversas operaciones, Los resultados de esbas opera

ciones estin enumerados en la sigulente Labla.
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TABLA IV

! Composicidn de células secadas, % en

| neso

EHanantial de car- Total de nro- Tobal

i_bono teinas (Nx6,25) srasas Cenizas
lEtanol 76,6 4,0 4,15
{Btanol 78,7 6,0 4,20
Etanol 77,0 5y 5,23
Etanol ' 76,8 3,8 3,96
Etanol 78,5 3,3 4,15
Etanol 80,6 3,1 -
Ztanol 85,6 5,6 -
Parafina © GG, 5 12,1 4,98
Parafina ¥ 65,6 15,0 4,10
Parafina & 61,8 17,4 4,70
Pararfina 2 68,0 19,9 I, 14

(m) llezecla de naralinas
de cadena recta, .5 en

neso

01 1,6
0l 4,3
15 22,3
0L 29,8
o 22,6
Cyq e,1
Oyg 0,8

100,0

Menos de 0,015 de aromiiicos.

A partir de lo anberior, es evidente que cuan-
?




do se utiliza etanol, se obtienen rendimientos apreciablemen
b —

te amyores de protelina. También, el conbtenido de srasas es
J' ] w

 disminuido drdsticemente.

1] H
i H
3 3

‘Bjemplo 3, i

- Se condujeron operaciones adicionales de fTer-'

G

§

mentacidn aerobia continua en que se efectuaron cuuparacié
nes ubilizando la alimentacidn parafinica descrita en el
Ejemnlo 2 v otanol. Las comparaciones se efectuaron con !
una ener;ila relativamente baja de 7,95 CV/1000 1 ¥y con

10 una enersia relativamente alta de 26,5 CV/1000 litros. Se
utilizd eproximadamente 255 en peso de ebanol o de una mez-
cla de varafinas en un medio Pl.
Los resulbados de estas operaciones estan in-

dicados en la tabla siguiente.

1.7.68.
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A partir de lo que anbecede, es evidente que

se obtienen resultados deseables inesperados cuando se

rutiliza alcohol ebilico. Los gramos de células obtenidos

'mor zramo de carbdn en el substrabo aumentan, con 7,95 CV

épor 1000 litros, desde 0,33 hasta 1,34. Se obtienen venta-
ijas significativas adicionales con respecto a la concentpé
1cidn de oxizeno en el aire, al Gotal de prasas resultantes
gy a los aminodcidos obtenidos. Esbas ventajas son myy im-

§portantes con una energia relabivamente baja, tal como por
Eejemplo cuando la cnersia estA dentro del nargen de aproxi)
imadamente 2,65 a 21,20, particuwlarnente 7,95 a 10,60,
CV/1000 litros.

Lstos datos mucstran la misma ventaja en cuan-
to a calidad de nroducto »reviamente ilustrada para subs-
tratos oxigenados, es decir menores contenidos de srasas

J mayores concentraciones de aminodcidos y de nitrdieno

total. Ademds, ilustran las mejoras de eficacia do Terment

1

1

cién con substratos oxizenados. Considerando los datos mis
deseables de baja enerzia de mesclado (7,95 GV/1000 litros
se requieren concentracioncs de oxiseno mis bajas, nara la
misma velocidad de crecimicnto, cuando se ubiliza etanol
qQue cuando se utiliza n-parafina. Las ventajas de substra-
tos oxigenados con bajo conmmo de ener;ia estén ilustra-
das especificamente en el sisulente ejemnlo.

Diemnlo 4

Se condujeron oneraclones adicionales de fermen
tacidn aerobia continua utilizando un medio Pl v ebanol a
2520 con Micrococeus cerificang, X1 porcentaje de aumento
de utilizacidn de oxiseno comparado con un substrato de

n-parafina estd mostrado on ol cuadro I.
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e reducidas. Como este beneficio se deriva de la solubili-

A causa de la solubilidad de ebanol en ol ne=

idlo de lermentacibén, hay Dresente una fase menos en cl Texr

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

‘finas. Consiguientemente, cuando el etanol es el tnico ma-i

nantial de carbono, se reduce la resistencia a la transfe-
i

rencia de masas y awmenta la utilizacidn de oxigeno con

H
¢

consuno de energla constante. En efecto, un aumento de uti:

lizacidn de oxigeno de 2105 se realiza con un consumo de f
energia de 7,95 CV/1000 litros vor la utilizacidn de ebta~-
nol en lugar de n-varafinas (tal como se nuestra en el
cuadro 1). Estos resultados indican que nara lograr wna ve
Locidad de crecimiento equivalente con el mismo bajo consu
mo de enerila con n~parafinas, la fuerza de impulsidn parag
la transferencia de masa con oxizeno habrd de ser nejorada
enriqueciendo grandemente con oxigeno la corriente de sas
entrante. A partir de estos datos, aproximadamente 3 veces
la. cantidad de oxigeno habrd de ser alimentada continuamen
te al fermentador para producir un rendimiento de células
igual cuando se ubilizan n-parafinas, Alternativemente, se
podrian lograr velocidades de crecimiento equivalentes,
sin enriquecer la corriente gaseosa de entrada, aumentando
srandemente el consumo de energia. Asi, para un randimien—

to de células constante ¥ una concentracidn de oxireno de

Pntrada constante, la ubtilizacidn de etanol, en virtud de !
i
su solubilidad en el nmedio de fermentacibn, aumenta srande-
nente la transferencia de masas Yy permite que la fermenha-

bidn se conduzca con cantidades de energla considerablemen

lad del etanol, es evidente que la ubilizacidn de otros

substratos solubles mostraria la nisma ventaja.
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Se oxidd eicosano (020) utilizando una solu-

cién de permanganato de pobvasio que contenia una pequeila

cantidad de hidrézido de sodio. Se insufld aire a través
;de la solucidn que contenia el eicosano durante aproxima-
%damento 4 horas. La temperatura de la solucidn era de
1200C. La mezcla de reaccidn fue neubralizada con hidrdxi
do de sodio y Tue nuesta en contacto con asua. Se Fformd
una fase acuosa que contenia los Acidos, la cual fase fuc
separada. Se afladid hexano a la Tase residual, que nueva-
mente fue extralda con azua. E1 hexano fue eliminado ¥ se
segregd una fase hidrocarbonada oxigenada 012"018' Se hizo
crecer licrococcus cerificans (14.987) a %02C con una velo

cidad de agitacidn de 300 rom. uvilizando 1 de los conmpue

1T

tos oxigenados 012'018 sobre una base de carbono en un me-
dio P;. Il peso de células obbenidas fue de 3,46 /litro.
Este es el maximo rendimiento de células aue se nuede obte
ner basado en la cantidad estimada de carbono presente,
Los aminodcidos esenciales producidos por este substrato
eshan mostrados en la sisuiente tabla, comparado con losg
obtenidos con un substrabto de fraccidn hidrocarbonada

ClG.
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DADLA VI

1
i
H
§
i

icrococcus cerificans ;

i
H

Aninodcidos a Compuestos oxizena {5 de aumen-
jesenciales 16 dos 012~ 18 to ;
Isoleucina 3,2 3,7 15
Leucina 5,0 5,5 10 é
Tisina 1,6 4,7 2 5
Fenilalanina 2,5 2,8 12
Tirosina 2,3 2,4 2
Cistina 0,5 0,7 40
Metionina 1,4 1,6 14
Treonina 3,7 4.1 11
Valina 3,7 4,4 19

Se ha de hacer observar que el contenido de
aminodeildos sulfurados (cistina v metioniné) aumentd en
215 con relacidn al producide cusndo se utilizan fraccio-
nes 016’ 7 que hubo un aumento general de 10s aminoicidos
esenclales.,

Ejemplo 6

Se hizo crecer Micrococcus cerificans (14.987)
2 502C a 300 rpm, utilizando 135 de una mezcla de compues—-
Gos oxigenados (mezcla A), descrita anteriormente, en un md
1io P1. Be obtuvo un peso de células de 2,66 g por litro.
Este es el maximo rendimiento de células que se puede obbe
er basado en la suposicidén de que el 50% de las células
microbianas es carbono ¥ una mitad del carbono se transfor
ma en didxido de carbono. El Micrococcus cerificans que ha
crecido en la mezcla de compuestos oxigenados, comnarado

on una fraccidén hidrocarbonsda 016’ muestra un importante
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15

20

[ s
Eoubstrato sulfurados Tisina ?;%n%§X6,25)
Cle 1,86 4,57 61,7

Mezcla A (compues-
tos oxigenados) 2,12 5,01 72,2

de 14%, y de contenido de proteinas de 16/%. ETsto esti mos
trado en la siguiente tabla.
TABLA VIT

Gramos de amingdcido por
100 r de protelnas

Amino Acidos

Total de pro

(&) Determinacidn por Kjeldahl
Tal como se observard a parbir de los ejemplos
5¥ 6, el Micrococcus cerificans tiene la aptitud de utbili
zar una mezcla de compuestos oxigenados. También, cuando
el microorganismo es cosechado de acuerdo con este inventol
posee un alto contenido de proteinas, un alto perfil de
aminodcidos esenciales y una composicidn de aminoicidos nu
tritivamente atractiva.

Ejemplo 7,

Se llevaron a cabo un cierto nfimero de proce-
dimientos de fermentacidn aerobia utilizando medio Pl a
una temperatura de aproximadamente 50eC, y tal como se des
cribe utilizando diversos hidrocarburos oxirenados. Bl mi-
croorganismo utilizado fue Micrococcus cerificans (14..987) |
Ll contenido de proteinas, el indice de amino-
fcidos esenciales y la composicidn de aminodcidos del mi-
croorganismo hecho crecer sobre diversos hidrocarburos oxi
senados puros, fueron determinados utilizando los procedi-
mientos y cédleculos analiticos acosbumbrados.

El contenido de proteinas (expresado como un

_37~
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porcentaje) es calculado a parbir del porcentaje en £eao
?de nitréeno determinado de las células (determinado Hox
%el nétodo de Kjeldahl), multiplicando vor uwn factor de
6, 25.
% Bl indice de aminodcidos esencisles de las cé;
%lulas cosechadas cs {deberminodo utilizando el método con~;
%vencional emnleando huevo como base de comparacidn. Se cqé
%sidera que el huevo es una proteina perfecta que tiene un ;
indice de aminoicidos esenciales (A.A.E.) de 100,0,

Para determinar los perfiles de aminodcidos de
las células cosechadas, se utilizaron andlisis cromatogri-
ficos para determinar todos los componentes enumerados con
la excepcidn de triptbdfanc, que fue deberminado por anili-
sis microbioldgico.

El contenido de proteinas, los indices de ami-

nojcidos esenciales, y las composiciones de aminodcidos

de las células cosechadas, estdn indicados en la siguiente

tabla.
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TABLA VIIT
IMICROCOCCUS CERIFICANS HECHO CRECER S

Aminodcido Gramos de aminodci
Alanina 6,5 6,7 6,1
Arginina _ 4,2 4,2 4,8
Acido aspartico 749 7,6 6,3
Acido cisteico 0,1 0,2 0,2
Cistina 0,3 0,4 0,4
Acido glutémico 8,8 8,4 S,4
Glicina 5,5 575 5a5
Histidina 2,5 3,1 2,3
Isoleucina 4,6 3,7 2,7
Leucina 6,1 5,2 5.3
Lisina 4,9 Sy4 4,1
Metionina 1,4 1,4 1,6
Sulfbxido de metionina 0,4 0,1 0,2
Fenilalanina 342 2,9 2,6
Prolina 3,4 2,6 3,2
Serina 3,1 3,1 2,8
Treonina 347 345 2,9
Tirosina 2,7 2,4 2,1
Valina 6,6 344 3,5
Triptdfano N,E 1,12 0,67
Total de proteinas (N x 6,25) 78,75 44.,6% 74,13
Indice de A.A.E. 68,4 57,9 51,3
Condiciones de fermentacidn

1 de substrato sobre base de Alcohol Acido Alcohol

carbdn etilico oleico cetilico
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.Z. = Wo ensayado.

1.7.680
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SCER_SOBRE DIVERSOS COMPUESTOS OXIGENADOS

:nodcido por 100 g de proteina

7,4
5,1
7,0
P
0,5
10,8
3,6
2,4
344
5,6
5’9
1,4
0,2
2,6
3,3
2,7
3,9
2,0
4,3
0,72
69,75
55,2

Llcohol
) metilico

4,62

5,5 6,2
543 4,1
6,2 6,1
0,2 0,1
0,0 0,3
6,5 8,9
5,2 344
3,3 2,1
545 2,1
4,3 4,6
4.8 3,8
0 1,3
0,3 0,1
2,6 2,4
2,7 2,5
2,6 243
5,1 5,5
1,8 2,0
547 3,1
0,67 0,78
55,00 64,50
50,3 47,0
alcohol alcohol
sec-butilico isopropilico
4,40 1,41

5,9
4,9
6,4
0,1
0,5
8,2
543
1,6
3,0
S8
4,3
1,6
0,3
255
2,4
2,6
2,8
2,1
4,0
N,E
67,60
53,5

Alcohol bu-
tilico normal

1,01

5,2
4,1
553
0,2
0
5,9
2,9
2,7
245
5,7
4,6
0,8
0,3
2,3
2,8
2,6
3,2
1,8
5,0
N,E
55,63

45,1

Metil etil
cetona

1,25
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Tal como Se observard a partir de los datos
;precedentes, el Micrococcus cerificans, cuando es cosecha
‘do de acuerdo con este invento, posee la valiosa combina-
‘cién de un alto contenido de proteinas superior al 50%, un
%alto {ndice de aminoAcidos esenciales por encima de 457,
Ey un perfil de aminodcidos nutritivamente atractivo, indi-
:cando asi ademis la ubilizacibn del presente invento para
» cosechar proteinas utilizables por biosintesis de una ma-
z
| nera extremadamente rentable. Asi, el presente invento es
especialmente Gtil para preparar suplementos para alimen-
tos para seres humanos o para plensos para animales, que
tienen importante contenido de proteinas y valor nutriti-
vo global.

LEjemplo 8.

Se condujeron fermentaciones aerobias adicio-
nales utilizando medio Pl v nueve diversas bacterias. La
temperatura fue de 70°C y el pl %nicial de 7,8, Ll substrd
to fue alcohol etilico. EL contenido de nitrdgeno, el con
tenido de proteinas (porcentaje de proteinas), el indice
de A.A.E. (aminodcidos esenciales) y el perfil de aminoa-

cidos fueron deberminados como en el Ejemplo 7. Los resul

tados esbin tabulados en la siguiente tabla.

- 40 -
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TABLA IX

DIVERSOS NICROORGANISMOS HECHOS

Aminodcidos Gramos de aminoic
Alanina 5,9 5,8 6,1 6,2
Arginina 5,0 4,8 5,2 5,3
Lcido aspirtico 6,5 6,2 6,6 7,0
Acido cisteilco 0,2 0,1 0,1 0,1
Cistina 0,3 0,4 0,4 0,5
Acido glutémico 7,6 9,3 8,8 8,0
Glicina 3,5 3,5 3,7 3,7
Histidina 2,8 3,5 3,2 3,1
Isoleucina 3,1 2,7 3,1 5,1
Leucina 5,5 53 5,9 5,8
Lisina 4,5 4,4 4,7 4,6
Metionina 1,6 1,8 1,6 1,4
Sulféxido de metionina 0,3 0,3 0,4 0,6
Fenilalanina 2,6 2,4 2,8 2,6
FProlina 2,4 2,5 2,6 244
Serina 2,8 2,7 2,8 2,8
Treonina 249 5,0 3,1 3,2
Tirosina 2,2 2,1 244 2,2
Valina 3,7 3,7 4,1 3,9
Total de proteinas (Ix6,25) 67,63 68,63 68,69 68,31
Indice de ALALE, 54,1 5297 57,5 5635
Microorganismo ATCC # 15528 15522 15523 © 15524
Condiciones de fermentacidn

Cn3 de EtOH —— . -
Peso de cédlulas, g/litro en 24 4,04 3,6 3,04 4,38
horas

Feso de células, g/litro en 48 6,7 7,1 8,0 8,5
horas

() Quartermaster Culture Collection, Nabick, liass.

1..7..88.



JABLA IX

; HECHOS CRECER SOBRE ATCOHOL EPILICO

aminodcido por 100 sramos de proteinas

6,2 5,9 6,5 6,2 2,0 744
5:3 4,9 5,2 4,7 4,0 5,1
7,0 6,4 6,7 6,5 5,5 7,0
0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
0,5 0,5 0,4 0,4 0,2 0,3
8,0 8,2 8,6 8,6 16,9 10,8
5,7 543 3,8 344 347 5,8
3,1 1,6 3,1 2,5 3,0 2,4
5,1 3,0 3,1 3,1 1,8 344
5,8 5,4 5,7 5,4 24 5,6
4,6 4,% 4,8 4,3 6,9 3,9
1,4 1,6 1,7 1,6 0,9 1,4
0,6 0,3 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
542 2,8 3,1 3,9 2,6 3,9
2,2 2,1 2,3 2,1 1,2 2,0
3,9 3,7 441 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
15524 15525 15526 15527 QMB1518% 19140
- 1,6 ——mmmmee e — —
4,38 3,98 3,32 3,70 1,08 1,5
8,5 7,87 6,0 6,85 2,22 3,2



A partir de lo que antecede, es evidente que f
diversas bacterias creceridn con facilidad sobre un hidro- |
|

;carburo oxigenado puro. Cada uno de los nueve microorganig
| !
'mos tenia un alto contenido de proteinas superior a 65%,

5 ‘un alto indice de aminodcidos esenciales superior a 454, ¥

fun perfil de sminoicidos nutritivamente atractivo.

gEjemﬂlo 9
| p .
: Se condujeron un cierto ntmero de fermentacio-
|

ines aerobias utilizando medios I, II y IIL y etanol a 302C

1

iy 6,5, preferiblemente entre 4 y 5.

10 %con las sipuientes levaduras. El pH fue mantenido entre 7
A, Saccharomyces cerevisiae - GBS
B. Saccharomyces acidifaciens - ATCC 8766
C. Trigonopsis variabilis - ATCC 10679
15 D. Hansenula anomala " - 0BS
E. Candida lipolytica - ATCC 8662
?, Candida pulcherrima - ATCC 9889
G. Rhodotorula glutinis - ATCC 2527
H. Candida guilliermondii - ATCC 9390
20
El contenido de nitrdégeno, el contenido de
proteinas (porcentaje de proteinas), el indice de A.A.E.,
v los perfiles de aminodcidos fueron deberminados como en
el Ejemplo 7.
25 , Los resultados estin enumerados en las sipuien
tes tablas.
b
L
1.7.68.
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Aminodcidos

Alanina

Argining

Acido aspértico

Acido cistelco

Cistina

Acido glutamico
Glicing

Hisbtidina

Isoleucina

Leucina

Iisina

Metionina

Sulfdxido de metionina
Fenilalanina

Prolina

Serina

Treonina

Tirosina

Valina

Total de proteinas (Ix5,25)
Indice de AL.A.E.
Condiciones de fermentacidn

Levadura

Fedio

cm3 de Eo0H
Feso de células /1

Tiempo de fermentacibn (horas)

6,6
5,7
7,1
0,3
0,8
11,5
3,1
2,9
3,1
5,1
5,9
1,0
0,3
2,9
2,9
4,1
4y3
2,7
3’8
3343
60,8

TABILA X
DIVERSAS LEVADURAS HECHAS CRECER
Gramos de aminoicid
544 757 6,7
5,2 2,0 4y1
2,1 8,6 7,8
0,2 0,2 0,2
0,8 1,2 0,7
10,5 13,3 12,3
3,0 349 3,€
2,7 3,2 3,2
2,9 3,2 342
5,0 6,0 5’5
5,7 6,6 6,6
i,1 1,5 1,4
0,2 O 0,5
342 3,2 351
2,8 345 2,9
349 4,6 4,4
3,8 4,5 4,3
2,9 2,9 2,8
3,5 6,0 5,0
39,1 36,4 40,7
59,0 70,8 67,0
A

72



BLA X

RECER SOBRE ATCOHOL ETILICO

noécido por 100 gramos de proveinas

6,7 8,2
4,1 5,0
748 %9
0,2 0,%
0,7 0
12,3 11,6
5,6 443
3,2 3,2
3,2 4,8
5,5 6,7
6,6 6,9
1,4 1,2
0,5 0,5
3,1 5,8
2,9 3,5
44 4,9
43 5,1
2,8 3,0
5,0 5,3
40,7 42,9
67,0 76,9
risize
IT 11T
7,2 6,9
72 g6

5,2 5,8 9,4 6,8 5,5 5,3
5,1 10,2 545 5,1 3,8 3,8
8,0 6,6 8,2 743 744 6,5
0,3 0,3 0,2 O,4 0,3 0,4
0,6 0,5 0,4 0,7 0,7 0,4
8,7 8,8 11,2 10,5 8,4 8,0
5,2 3,1 847 3.3 3.4 3,0
3,2 2,9 2,0 2,7 2,8 2,5
343 3,1 4,7 541 3.4 5%
5,7 5,0 3,9 251 5,7 5,4
7,2 6,0 7% 297 6,0 Syl
1,2 1,0 1,0 0,8 1,1 1,1
0,5 0,6 0,3 0,3 0,2 0,3
343 2,8 2,3 3,0 3,1 3,0
2,9 3,7 3,3 2,7 2,9 2,6
4,4 3,9 4,2 4,5 4,1 343
4,5 6,0 4.4 4,3 4,1 345
2,7 2,4 1,3 2,6 2,8 2,6
4,2 3,6 5,7 24 443 3,8
43,4 3844 36,9 32,5 44,8 59,3
674 63,0 63,6 60,2 63,8 59,0
2
—_—— Saccharonyces
Zysosaccharomyces acldifaciens——-
I I II iT ITT IIT
—_—— —_— - 1,6
241 4,5 5,2 747 8,3 6,0
g5 96 72 72 72 72
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Aminodcidos

Alanina

Arginina

Lcido aspirtico

Lcido cisteico

Cistina

Asceido glutéamico
Flicina

Histidina

Isoleucina

Leucina

Lisina

evionina

Sulféxido de metionina
Fenilalaning

Prolina

Serina

Treonina

Tirogina

Valina

Total de proteinas (Nx6,25)
Indice de A,4.3.
Condiciones de fermentacidn

Levadura

ledio

cm? de EtOH

Teso de células /1

Tiemno de fermentacidn (horas)

5,9
251
7,8
0,1
0,6
9,2
5y%
3,7
4,0
5,6
6,0
543
0,4
2,9
2,7
5,3
4,0
2,6
4,2

58,1
67,8

- -

TASTA 3
DIVERSAS LEVADURAS HECHAS (

Gramos de amir

5,5 7’1 6,2 ll
4,8 4,0 4,5 4
743 6,5 6,3 €
0,1 0,2 0,2 C
0,5 0,6 0,7 C
796 959 9)8 7
3,2 542 2,9 c
3,4 2,7 2,3 z
2,6 543 2,7 Z
5,9 5.4 4,6 =
6,2 5,3 4,7 >
1,3 1,0 0,9 1
0,3 0,5 0,4 C
5,2 3,1 2y5 3
3,0 2,7 3,2 z
345 3,6 345 3
2,9 3,7 546 3
2,8 2,8 2,2 2
4,0 359 3y 3
62,7 41,1 40,9 45
64,0 60,0 52,1 59

S
—————————— Trigonopsis varigbilis —-—-
_________ r lf%__: 1T I
5,2 7y 7,6 7
72— -




TABLA XT

ECHAS CRECER SOBRE ATCOHOL ETILICO

de aminodcido por 100 gremos de proteinas

4,6 5,0 543 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 7,9 742 8,3 8,8
0,1 0,1 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
2,9 555 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
2,3 3,7 543 543 545 545 547 547
545 5,8 5yt 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 0,3 0,6 0,3
5,5 5,2 5,0 34,3 3,0 2,9 343 3,3
2,9 2,9 3,1 3,4 4,3 3,0 3,6 343
3,6 3,5 3,5 4,1 4,0 4,0 4,3 4,0
5,7 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 3,0 -
3,8 4,1 2,6 4,0 4,0 3,6 4,2 4,0
47,3 57,0 62,9 45,9 33,8 5545 3243 35,5
59,2 61,4 60,2 65,6 63,6 60,2 67,6 65,2
2
dis - -—— Hansenula ancmala--
ITT IIT I I %}6 _ IT 111 IIT
741 5,7 742 742 8,0 7.7 8,0 7,8
72 72 72 72 96 96
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Aminodecido

Alanina

Arginina

ALeido aspartico

Leido clsveico

Cistina

Acido glubémico
Glicina

Histidina

Isoleucina
Leucina

Ligina

Metionina

Sulféxido de mebionina
Henilalanina

Prolina

Serina

Treonina

Tirosina

Valina

Total de proveinas (Ix6,25)
Indice de A.A.E.
Condiciones de fermentacidn

Levadura

Hedio

cn? de ZG0H

¥eso de células /1

Tiempo de fermentacidén (horas)

TABLA XIT

DIVERSAS LEVADURAS HECHAS Cl

Gramos de aming

5,0 4,9 6,4
4,0 12,1 4,7
7,0 745 6,7 - "
0 0,3 0,3
0 0,7 0,6
6,7 7,9 945
246 342 342
5,1 3,1 3,1
2,7 544 3,4
5,7 53 5y3
6,2 6,4 5,6
1,1 0,8 1,2
0 0,5 0,6
5,5 5$0 5’2
3,1 3,0 3,2
4.4 4,0 5,7
4,2 4,0 348
2,9 249 2,7
4,1 4,0 4,0
33,5 32,3 42,9 z
60,8 63,2 61,8 €
.
---------- Candida lipolytica--
1 I II
- 16—
7,0 4,3 6,9
72 72 72



A XIT

CHAS CRECER SOBRE ATCOHOL ETILICO

e aminodcido por 100 gramos de proteinas

5,8 5,0 4,6
5,7 4,7 4,6
743 6,49 5,9
0,5 0,4 0,4
0,6 0,5 0
9,0 752 7,1
3,1 3,0 2,8
2,6 342 4,2
3,1 3,0 2,6
4,7 5,1 2,6
235 6,1 6,1
0,9 0,8 0,7
0,8 0,5 0,4
2,7 2,8 245
2,6 2,9 2,4
4,8 1,8 4,1
5,6 “ty5 249
' 2,3 245 2,1
3,7 3,8 245
3643 5757 36,7
61,2 60,4 50,0
viica —— ——
IT 11T III
6,6 7.2 6,8
72 48 48

5,1 5,06 4,9
5,0 4.4 6,2
7,6 72 743
0,3 0,2 0,3
0,5 0,3 0,6
7,6 744 6,9
2,7 3,02 2,9
5’5 4'70 4'30
3,1 315 2,8
5,1 6,9 542
6,2 6,8 7,0
1,1 1,0 0,9
0,7 0,6 0,7
3,0 Syt 2,6
2,6 2,6 2,0
4,5 533 4,3
4’4 5!2 510
243 2,4 2,1
443 4,5 - 3,9
39,7 22,0 29,8
62,4 70,0 62,6
F
————————— Candida pulcherrimg-———-—-
II III IIT
— 1,6 _—

559 5,1 5,6
96 72 72
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Aminoécidos

Alanina

Arginina

Acido aspértico

Acido cisteico

Cistina

Acido glubamico
Glicina

Histidina

Isoleucina

Leucina

Lisina

Metionina

Sulfbxido de metionina
Fenilalanina

Prolina

Serina

Treonina

Tirosina

Valina

Total de proteinas (Nx6,25)
Indice de A.A.E.
Condiciones de fermentacidn

TABLA XTT]

DIVERSAS LEVADURAS HECHAS CRECEL

Levadura

Hedio

em? de EtOH

Peso de células g/1

Tiemso de fermentacidn (horas)

Gramos de an

5,6 5y3 5,6
4,4 4,4 4,5
6,5 6,5 7,9
0 0 0,1
2,3 0,4 0,6
747 745 7,8
3,0 3,0 2,3
2,8 3,1 2,7
3,5 3,7 4,1
945 243 6,2
5,3 5,2 6,2
1,6 1,1 1,5
0,2 0,4 0,3
5,1 2,9 5,2
2,3 2,8 2,8
2,8 1,9 3,8
2,2 344 4,2
2,4 2,3 2,9
2,8 4,2 4,6
69,3 71,2 25,4
62,2 58,1 72,2
G
~--Rhodotorula glutinis—---
I IT IIx
--------- 1,6 e
3,7 3,2 4,7
72 43 72



XIiT

RECER SOBRE ATCOHOL ETTILICO

de aminodcidos vor 100 sramos de proteinas

5,2
4,1
7,1
0,2
0,4
6,7
3,1
2,7
3,9
5,8
5,9
1,4
0,4
544
5,1
3,8
3,9
2,6
4,2
57,8
64,6

5,8 4,9 8,4 12,5 7,7 6,4
4,1 3,3 3,7 3,6 4.4 4,1
6,8 5,9 8,6 8,1 745 6,6
0,% 0,2 0,2 0,5 0,3 0,9
0,5 0,5 0,3 0,4 0,7 0,6
8,8 8,8 8,4 10,2 8,8 8,7
3,4 2,7 8,9 8,9 3,3 2,9
2,4 2,1 2,0 2,1 2,8 3,1
3,2 2,6 4,9 4,3 5413 3,1
542 4,3 1,3 1,1 5,3 4,6
5,3 4,6 7,9 7,0 5,8 5,8
1,1 0,8 1,1 0,9 1,0 0,8
C,1 0,2 c,2 0,3 0,5 0,4
2,9 2,5 2,3 2,0 2,8 2,6
3,0 2,9 345 5,1 2,5 2,6
4,0 345 5,0 4,7 3,9 4,2
4,1 2% 5,1 445 4,2 4y3
2,5 2,2 1,3 1,1 2,4 2,3
3,9 3,1 5,8 S8 4,0 345
46,6 41,4 41,4 35,6 42,0 33,1
58,6 48,9 61,2 55,3 60,6 58,1
H
— Candida guilliermondii——-
I I IT II ITT III
-——— B
5,2 5,9 5,8 7,6 4,8 5,0
ce Pic) &8 48 48 48
~ W= T
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A partir de lo que antecede, es evidente que:
(1) aunque las levaduras son cgpaces de buen crecimiento
sobre un hidrocarburo oxipgenado en un medio simple de sa—‘
les minerales, la adicién de un factor de crecimiento (poﬁ
ejemplo extracto de levadura) aumenta susbancialmente la f
velocidad de crecimiento, tal como se mueétra en las ta- i
blas X, XI, XII y XIII, y (2), tal como se observard a pax

: y
tir de los datos precedentes, cada una de las levaduras E
cosechadas de acuerdo con este ilnvenito posee lg valiosa
combinacidn de alto contenido de protefnas, de alto conte-
nido de aminodcidos esenciales y de composicidn de amino-
dcidos nutritivemente atractiva indicando asi, ademds, la
utilizacidn de una levadurs hecha crecer sobre un substra-
to hidrocarbonado oxigenado para producir una proteina util
lizable, por biosintesis de una manera extremadamente ren
table. Asi, el presente invento es especialmente Gtil vara
preparar suplementos para alimentos para hombres o bara
piensos de animales, que tienen un importante contenido de
proteinas y valor nutritivo global.

Aunque los ejemplos precedentes ilustran el
presente invento con gran detalle, se deberi recordar que
el presente invento en sus aspectos mis amplios no estd
limitado necesariamente a los substratos oxigenados espe-
cificos 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 nfmero 667.750, se acoge a 1los benc
ficios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propie-

dad Industrial.

- 47 -
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Los puntos de invencidn propia ¥y nueva que se g
gpresentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten—g
te de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los si- |
gulientes:

1.~ Procedimiento de fermentacidn aerobia me-
jorado para la produccidn de un producto con alto conteni-
do de proteinas, que comprende utilizar, como manantial
principal de carbono, un hidrocarburo oxigenado obtenido a
partir de una fraccibén de petrdleo que tiene desde aproxi-
madamente 1 a 30 Atomos de carbono en la molécula, reali-
zar el procedimiento de fermentacidn bajo condiciones aero
bias ubilizando un medio de crecimiento de sal inorginica
acuosa, mantener la temperabtura dentro del margen ée apro-
ximadamente 202C a 472C, mantener el pH dentro del margen
de aproximadamente 3,0 a 8,5, y utilizar un microorganismo

seleccionado. del siguiente grupo:

Saccharomyces cerevisiae CBS
Saccharomyces acidifaciens ATCC # 8766
Trigonopsis variabilis CBS #’iOAO
Hansenula anomala CBS

Candida lipolytica ATCC # 8662
Candida pulcherrima ATCC # 9839
Rhodotorula glubinis ATCC # 2527
Candida guilliermondii ATCC # 9390
Brevibacterium insectiphilium ATCC # 15528
Pseudomonas ligustri ATCC # 15522

- 48 -




10

15

20

25

30
1.7.68.

13 1+ SR

o

Pseudomonas pseudomallei ATCC #’15525
Pseudomonas orvilla ATCC # 15524
Alcaligens sp ATCC # 15525
Cellumonas galba ATCC # 15526
Brevibacterium healii ATCC # 15527
Micrococcus cerificans ATCC # 14987
Sarcina sp QMB1518 Natick
Arthrobacter sp ATCC # 19140

vy después de esto cosechar el producto con alto contenido
de proteinas.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacibn 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 202C hasba #402C:

Saccharomyces cerevisiae CB3

Saccharomyces acldifaciens ATCC # 8766
Trigonopsis variabilis CBS # 1040
Hansenula anomala CBS

Candida lipolytica ATCC # 8662
Candida pulcherrima ATCC # 9889
Rhodotorula glubinis ATCC # 2527
Candida guilliermondii ATCC # 9390

3.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en que dicho microormanismo es una bacteria seleccionada
del sigulente grupo, y en que el pH es mantenido dentro
del margen de 5,0 hasta 8,5, ¥ en que la temperatura es
mantenida dentro del margen de aproximsdsmente 252C hasta

4500

- 49 -
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Brevibacterium insectiphilium ATCC # 15528

Pseudomonas ligustri ATCC # 15522
Pseudomonas pseudomallei ATCC # 15525
Pseudomonas orvilla ATCC # 15524
Alcaligens sp ATCC # 15525
Cellumonas galba ATCC # 15526
Brevibacterium healii ATCC # 15527
Micrococcus cerificans ATCC # 149879
Sercina sp QMB151l8 Natick
Arthrobacter sp ATCC # 19140

4.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en que dicho hidrocarburo oxigenado estd seleccionado de
la clase que consiste en alcoholes, aldehidos, ésteres,
&teres, cetonas y 4cidos.

5.- Procedimiento segln la meivindicacidn 1,
en que dicho hidrocarburo oxigenado es una mezcla que con-
siste en alcoholes, aldéhidos, cetonas y ésberes que con-
tlienen desde aproximadamente 1 hasba aproximadamente 18
dtomos de carbono en la molécula.

6.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1,
en que dicho hidrocarburo oxigenado comprende un alcohol
que contiene desde aproximadamente 1 a 18 4tomos de carbo-
no en la molécula.

7.- Procedimiento segin la reivindicacién 6,
en que dicho alcohol consiste esencialmente en alcohol eti]
lico.

8.~ Procedimiento segin la reivindicacibn 6,
en que dicho alcohol estd seleccionado de los siguientes:
alcohol metilico, aleohol sec-butilico, alcohol isopropiii

co, alcohol n-butilico y alcohol cetilico.
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i 9.- Procedimiento segfm la reivindicacidn 4, |
%en que dicho hidrocarburo oxigenado consiste esencialmen=
1

“te on metil etil cetona.

N .
H 1

; 10.- Procedimiento segin la reivindicacién 2, !
éen que la levadura es hecha crecer en la presencia de un :
!
imedio nutriente que contiene extracto de levadura. ;
| 11.- Procedimiento segfin la reivindicacidn 3, -
ien que el microorganismo es IMicrococcus cerificans §
' (14.987).
; 12.- Procedimiento segfin la reivindicacidn 35,I
en que el microorpanismo es Micrococcus cerificans
(14.987) vy en que el hidrocarburo oxigenado es alcohol
eti{lico,

1%.~ Un procediniento de fermentacidn aerobia
continua para preparar un producto con alto contenido de
proteinas, que comprende suministrar continuamente como |
manantial principal de carbono un hidrocarburo oxigenado
obtenido a partir de una fraccidn de petrdleo que tiene
desde aproximadamente 1 a 30 Atomos de carbono en la molé
cula, ¥y suministrar continuamente un medio de crecimiento
no restrictivo, liguido, acuoso, de sales inorgédnicas, ¥y

gas que contilene ox{eno en exceso, a un reactor vigorosa-

mente agltado que contiene dicho hidrocarburo oxigenado,

dicho medio acuoso y un microorganismo previamente inocu-;

i

lado en dicho reactor, siendo mantenida la temperatura en |

t

do mantenido el »H de dicho reactor dentro del marpen de
%,0 hasta 8,5, ¥ en que dicho microorganismo estd selec-
cionado del sigulente gruno:

Saccharomyces cerevisiae CBS
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Saccharomyces acidifaciens
Trigonopsis varisbilis
Hansenula anomala

Candida lipolytica
Candida pulcherrima
Rhodotorula glutinis

Candida guilliermondii

Brevibacterium insectiphilium

Pseudomonas ligustri

ATCC # 8766
CBS # 1040
CBS

ATCC # 8662
ATCC # 9839
ATCC # 2527
ATCC # 9390

ATCC # 15528
ATGC # 15522

Pseudomonas pseudomallei ATCC # 15523
ATCC # 15524
ATCC # 15525
ATCC # 15526
ATCC # 15527

ATCC # 14987

Pseudomonas orvilla
Alcaligens sp
Cellumonas galba
Brevibacterium healii
Micrococcus cerificans

Sarcina sp QMB1518 Nabick

ATCC # 19140

¥, después de esto, cosechar de forma continua el producto
9 2 R

Arthobacter sp

de alto contenido de proteinas.

14.~ Procedimiento segin la reivindicacién 13,
en que el tiempo de permanencia del liguido es desde apro
ximadamente 1,5 a 4 veces el tiempo minimo de generacién
para el microorganismo particular.

15.~ Procedimiento segln la reivindicacién 13,
en que el gas que contiene oxigeno suministrado al reactor
es desde aproximadamente 0,5 a 4 volfmenes de aire por vo-
lumen de liquido del reactor, pox ninuto, por porcentaje
en peso de concentracidn de células secas en el reactor,
¥ por tiempo de permanencia del liguido en horas.

16.~ Procedimiento segln la reivindicacibn 13,
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que comprende suminlstrar continuamente una mezcla de-u;¢ gri
a 107% en peso de hidrocarburos oxigenados.

17.- Procedimiento seglin la reivindicacidn 16,
en que el microorgsanismo es lMicrococcus cerificans
(14.987) y en que dicho substrato es alcohol etilico.

18.~ Procedimiento sestin la reivindicacién 13,
en que dicho microorzanismo es una levadura seleccionada
del sipuiente grupo, ¥ en que el pl es mantenido dentro del
margen de aproximadamente 3,0 hasta 7,5, ¥ en que la tem—i
peratura es mantenida dentro del margen de aproximadamenté

209C¢ hasha 402C.

Saccharomyces cerevisiae CBS i
Saccharomyces acidifaciens ATCC # 8766 z
Trigonopsis variabilis CBS # 1040 %
Hansenula anomala CBB g
Candida lipolytica ATCC # 8662 |
Candida pulcherrima ABCC # 9889 %
Rhodotorula glubinis ATCC # 2527 g
Candida guilliermondi ATCC # 9290 §

i

19.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 13,

en que dicho microorzanismo es una bacteria seleccionada

del sigulente srupo, ¥y en que el pH es mantenido dentro

del marsen de 5,0 hasta 8,5 ¥ en que la temperatura es man

B

¢

tenida dentro del margen de aproximadamente 252C hasta

450C. ?
Brevibacterium insectinhilium AMCC # 15528 ;
Pseudomonas lizmustri ATCC # 15522 |
Pseudomonas pseudomallei ATCC # 15525 |
Pseudomonas orvilla ATCC # 15524 ‘
Alcaligens sp ATCC # 15525 §

_5a..
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Cellumonas galba

Brevibacterium healii ATCC # 15527
Micrococcus cerificans ATCC # 14987
Sarcina sp QMB1518 Hatick
Arthrobacter sp ATCC # 19140

20,- Procedimiento segln la reivindicacidn
13, en que dicho alcohol consiste esencialmente en alcohol
etilico.

21.- Procedimiento segin la reivindicacidn 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 reivindi
cacidn 13, en que el tiempo de permenencia en el reactor
es de 1,5 a 4 horas.

2%.- Procedimiento de acuerdo con la reivindl
cacibén 13, en que la mezcla suministrada contiene de 0,5%
a 5% del hidrocarburo oxigenado, y el aire enriquecido
con oxigeno contiene hasta 90% de oxigeno.

24,- Procedimiento de fermentacidén aerobia me
jorado para la produccidén de un producto con albo conteni
do de proteinas que comprende utilizar, como manantial
principal de carbono, un hidrocarburo oxigenado obtenido
a partir de una fraccidn de pebrdleo que tiene desde apro-
ximadamente 1 a 30 Atomos de carbono en la molécula, reali
zar el procedimiento de fermentacidn bajo condiciones aerg
bias, utilizar un medio de crecimiento de sal inorgénica
acuosa, mantener la temperatura dentro del margen de apro
ximadamente 202C hasta 472C, mantener el pH dentro del
margen de aproximadamente 3,0 a 8,5, y ubilizar un nicro-

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

25.~ Procedimiento de fermentacidn aerobia ne '
jorado para la produccidn de un producto con alto conteni |
do de proteinas,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

i antecede, representado en el dibujo que se acompaiia y para

los fines que se han especificado. j

Tsta MHemoria consba de cincuenta y cinco hojas

+
t
]

escritas a maguina por una sola cara.

Madrid, 31 UUL’{IQBB .

P. A’

Alb ._' .3 E}zab
sy
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