PATENTE DE INvENCION
~ por 20 gfios

por "Un procedimiento para el cultivo de un microorgenismo! =

~
Y

g favor des THE BRIVISH PETROLEUM COMpANY LIMIIED, de nacionaw-
1idsd briténice, domicilieda en Britennic House, Moor Lane,
LOYDON, E.C.2 (Gran Brotefia).

MEMORIA  DESCRIPIIVA

Lg presente invencibn se refiere a un procedimiento pare
el oultivo de un mloroorgenismo.

Segin la presente invencidn se provee un procedimiento
que comprende el cultivo de un microorgsnismo en presencla de
uns fracoifén del petréleo que consiete totalmente o en parte de
hidrocerburos de cadena recte, en presencia de un medio nutrien.
te acuogo y en presencis de un gas que ocontiene oxfgeno libre,
siendo dicha fraccifn de petrélec y dicho medioc acuoso contfe
nuemente alimentedo & un fermentedor conteniende dlcho microore
ganismo y en el cusl tome lugar una primera etape de ocultivo de
dicho mioroorgenimmo, una corriente de producto comprendiendo
ol miocroorganiemo siendo peseda continuamente a una segunda etom
pa fermentedors, en la ouel el mioroorganismo es tratado con una

gegunda etapa de medio nuiriente aouoso, una corriente de produce
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to ocomprendiendo el microorgenismo siendo contfnuemente sepe=
rada de la segunda etapa fermentadora, siendo dicho producto
tratado para recuperar el microorganismo, en la primera etapa
de oultivo la cantidad de nutrientes esenciales en la fage
acuoss on la primers etapa fermentadora sisndo tal que la
proporcién de desarrollo del mioroorganismo no es impedida
por escasez de nutrientes y en la segunda etapa la cantided
de a 1o menos un nutriente de la fage acuoga de la gegunda
etapa fermentadora siendo menor que la ocantidad requerida paw
ra no impedir el desarrollo del microorgenismo y,0, 2 10 e
nos un nutriente que eatd presenie en la fase acuosa de la
primera etapa fermentadora estando ausente de la fage acuow
ga de la gsegunda etapa fermentadora.

Preferiblemente el medio nutriente acuogo de la segunda
etapa coneiste de una mezcla de todo o parte del medio nutrien.
te acuomo de la primera etapa separado de la primera otapa
fermentadora junto oon sgue adiclional., Si gse deses el agua
adicional puede contener nutrientes tales como por ejemplo so-
len minerales nutrientes.

Proferiblemente la cantidad de agus que es adicionada
a la segunda etapa fermentadore o que es mezelada 60n una oo
rriente de alimento & la segunda etapa fermeniadoras os sufiw
oiente para reducir el nivel de ocuslquier toxina producida ep
el medio nutriente acuoso de la primera etapa de modo +al
que dicha toxina no impida substancialmente el degarrollo
en la segunda etapa. Mis partiocularmente eg prefdrido que
la ocantidad de agua que es adicionada swa tal que la proporw
0ibn total por pego de dichas toxinas en el efluente de la



10

15

20

25

-3

segunda etapa no sea meyor que la proporeidn de dichas toxi~
nas en el efluente de la primers etapa.

Preferiblemente la centided de agua que es adicionada 8
la segunda etapa fermentedora o que es mezclada gon la gorrien-
te de alimento e la megunda etapa fermentadora es tal que la
proporolén de dilucién de la operacifln en 6l gegundo fermenta-
dor no es inferior que la proporeidn de dilucidn de la opera-
cifn de la primeras etapa fermentadora, kividentemente la oantiw
dad de agua adicionads debe asf depender de la proporcién de
volimenes efeotivos de ls primers etapa y segunda etapa fermenies
doras; en olertos casos serd evidente que la deseada proporoién
de dilucifn seré conseguide en el segundo fermentador ain la
adicidn de agua. Wo obgtante, ya que es tambidn deseable mante~
nexr un bajo nivel de toxinas en la segunda etapa fermenisdora
a través de adloién de agua, la combinacién del control de prow
poroifn de dilucidn, como me ha descrito, y la reduceidn de
nivel de toxinae conducird el uso de un fermeptedor mfs grande
on la segunda etapa que aguel empleado en la primere etapa. Gee
neralmente, pero no necesarismente, la proporeidn de agua adi~
cioneda serd 1-8 veoces, y preferiblemente l1-5 veces el volumen
por proporcifn elimenteda por hora de corriente de producio del
primero el segundo fermentadoxr.

Cuando el medio nutriente aouoso de la segunds etapa oOns
eiste totalmente del medio nutriente acuogo de la primers etaps
que es separsdo de la primers etapa fermentedora junto con un
volumen substenoialmenie igusl de egua, el volumen efectivo de
la segunde etapa fermentadora debe preferiblemente sér subsian-
cialmente dos veoes el volumen efectivo de la primera etapa fer.

mentadora.
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Por geleccidn de la proporeiln de dilucién de la gegunda
etapu como se ha descrito, ls proporoifn de desarrocllo del miw
croorgenimmo en la segunda etapa puede ser mantenida & un ni-
vel aceptable no obstente la escasez de uno o més constituyentegs.
nutrientes y en generel se provee un proceso que es aceptable
mente efibiente en términos de utiligaciln de nutrientes y en
términos de genersl desarrollo de microorgeniemos en relacifn
a proyeccién y operacidn varicbles.

Lo més conveniente es que el tiempo de presencia en el
fermentador de la segunda etape sea 1-10 horas y de proferenw
cls menos que 3-4 horam.

El témmino "toxine" eg usedo agquf con referencia s cuale
quier materiel, f)roduoiao en el curgo del desarrollo del microor.
genismo que retarde el dasarrollb del mioroorganismo,

El término "proporeifn de dilucibn® es usado aquf con Tew
forencia a la velacifn de la proporoiﬁnq'botal de fage lfquida
alimenteda (en volumen por unided de tiempo) & un furmentador
al volumen 6peraoiona1 del furmentedor. |

81 se desea las dos etapaes pueden gor operedas ocon una
propereifn de alimento de un componente o ion del nutriente
acuoso a cada etape de modo tal que el nutriente acuoso gaste
do de la pegunda etapa es efectivamentie agotado del componente
o ion., Ilevando asf{ a wna mejora en la economfa del procedimiens
to ye que las condiciones pueden per dlspuestas para der la
nés efuctiva utilizacidn de un nutriente o nutrientes oon re-
lacién el rendimiento de microorgenismos. Por ejemplo la cantie-
ded de tales nutrientes como Logfato o potuslo presentes en el
medio acuoso gastado pusde ger reducida a un mfnimo, En partieus

lar la completa wtilizaoiln de iones potasio puede ser lograda,



10

15

20

25

-5 -
Todas lap etapag del procedimiento pueden ser efectua-
des ya de modo continuo o ya de forma discontfnus.
Bl procedimiento inoluyendo etapas facultativas del mig-
mo gerd shora descrito con meyor detalle,

Mioroorgenismos que son oculilvados como se ha descrito
pueden ser levaduras, mohos o baoterias. Oon el tfrmino "miw
eroorganismog®usado aqui nogotros incluimos las mezolas de
mioroorganiamaso

Preferiblemente ouando una levedura ea empleada 8sta es
do la familia Cryptococoaceas y particularmente de le subfami-
lia Cryptococcoideas, no obgtante, el se desea, pueden ser
usadas, por ejemplo levaduras ascosporogeneous de la spubfami-
lia Saccharomycetoidese. Bl género preferido de la subfamilia
Oryptococcoideae son Torulopsis y Canddda, Las espocies pre-
feridas de levadura son las sigulentes. En partioular es pre-
ferido usar la provigidn especf{fica indiocsda oon ndmerasde
referencia; estos nimeros de referencia se refieren & la proe
viaifn OBS en posesiln del Centraul Bureasu voor Schimmeloul-
tures, Baaru, Holanda; & la provisifn OMI en posesién del
Commonwealih Mycologlical Institute, Kew, Inglaterra; y a la
provisién NOYC en posesifn del Nationsl Collection De Yeast
Oultures, Nutfield, Inglatexra.

Especies ' Linajes preferidos
Candida brumptii '
catenulats
clausenil
huricola
" intermedis
n krugei

=2 =2

X3
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Candida lipolytica gﬁ% g:: ggg&i Ne. 599
NeY N9 3763 e 153
" melibiosi
" parepeilosis CMI N2 83350, NCYC Ne 458
" pulcherrima ' '
" pugosa
" gtellatoidea
" 1{ropicelis NCYC Ne 4
" utilis OMI Ne 2331

Debéryomyces kloeckeri
Hansenula anomala
Pichia guilliermondii CBS We, 20843 N2 2031
Rhodotorula glutinias |
Torulopsis femata
" magnolisge
De las indicades la Candida lipolytica y la Candida
tropicelis son particularmente preferidas.
Si me degea el microorganiemo puede ser un moho.
Log mohos convenientes son de la familia Moniliaceae;
un género conveniente es el Penicillium y preferiblemente
ge uga el penicillium expansum, Otro género oonveniente es
el Aspergillus.
Si ge degea el microorgenismo puede svr una baocteria.
Lag bacterias convenientes gon de wno de los Srdeneas
Pgeudomonadales, Eubacteriales y Actinomycetales.
Preferiblemente las bacterias que son empleadas son de
lgs femilias Corynebacteriaceae, Micrococcaceae, Achromobaow
teraceas, Actinomycetaceas, Rhizobiacese, Bacillacvae y Pseudow
monadaceas,
Lem especies preferidas son las Bacillus megaterium,Ba.
cillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa. Otras especies

que pueden ser empleadas incluyen:
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Achoromobacter aps
Brevibacterium ape.
Corynebacterium ap.
Flavobaoterium sp.
Miorocooous ap.
Pseudononas sp.
Myoobaoterium smegmatis

" 8po
Nocardia erythropolis

* minima

=2

opaca
" polychromogenes

" rabra

2

rubroperitinocia
Streptomyoes grigeolus
" rimosus
" Bp.
Eata; bacterigs se desarrollan en presencia del medio

nutriente acuoso siguiente:

NH401 0.5 gramos
NaCl 4 "
Mgso4 0,5 *
NaZHPO4 0.5 "
KHPOy 0.5 "

. agua hasta alocanzar los 1000 mls.

De preferencia ol pH del medio es mantenido a 7.

Un medio nutriente conveniente para las levaduras y mohos

tiene la composicilén siguientes
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Fosfato diambénico fecido ‘ 2 gramos
Cloruro potfeico 1,15 "
Sulfeto magnésico TH,0 0,65 "
Sulfato de oineo 0.7 ™
Sulfato de manganeso 1H,0 0,045 "
Sulfato ferreso 7H,0 0,068 ¥
Agua corriente 200 "
Bxtraoto de levadura 0,025 "

Agua deptilasda (hasta sloanzer 1000 mlg).

Bl desarrollo del mioroorganismo usado es favorecido
por la adieifn el medio de cultivo de una proporeién muy
pequefia de extraocto de levadura (un producto industrial rioo
en vitaminas del grupo B obtenido por hidroligis de¢ una lew
vadura) o més generalmente la osenoisl levadura nutrilitea.
La esencial levadura nutrilites oomprende biotina, tiamina,
inogitol, &oido nicotinico, doido panioténico y piridoxina.
La ocantidaed de extracto de levadura requerido es preferiblew
mente del orden de 25 peries por millén oon rvferencia al me
dio de formentacifn acuoso. La centidad de tal nutrilite vam
rfa entre O.1l parte por millén para la biotina a 10 paries
por millén pare el inositol.

Prefoeriblements el medio nutriente acuoso es mentenido
a un deseado pH por intermitente o contfnua edicién de un
medio aouoso de elevado valor pH. Generalmente, ouasndo se
usan mohog o leveduras y en particular cuando se usa la Can-
dide tropicalis, el pH del medio nutriente debe ser mantenido
en ol orden 3-6 y de preferencia en el orden 4~5. (La bacte-
ria regquiers un pH més elevado generalmente 645-8). Materie-

les alcalinos oonvenientes para la adioifn a la mezcla de
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desarrollo incluyen el hidréxido sbdico, ¢l hidrbxido potde
sico, el fosfato dimbdico hidrogenado y el amoniaco, ya liw
bres o en golucifn acuosa.

La temperatura ¢Sptima de la mezcla de desarrollo debe
variar de acuerdo con el tipo de microorganismo empleado y dew
be generslmente hallarse en el orden 25-352€.Cuando se usa
Candida tropicalis el orden de temperatura)preferido os
2683220,

La toma de oxfgeno es esencial para el desarrollo del
microorgenismo. Bl oxfgeno debe generalmente ser suministre~
do ocomo gire. Con el fin de mantener una ripida proporoeidn
de deparrollo, el aire, usedo para guministrar oxigeno, ha-
bré de egtar presente en forma dw finas burbujas bajo la
acoidn de agitaoién. Bl eire pusde sur introducido a travéas
de una superficle aglomerada. No obstante puede ser usado
el gigtema de fntims aireacidn conocido como "aireacidn tor-
bellino". l

Tan del medio nutriente acuoso como sea pogible es so-
paredo del miocroorganismo por medio de decantacifn. Adicio-
nalmente o alternativamente la separacidn es activada por
contrifugacidne La fraccidn revsultante conteniendo el mioroors
ganlsmo es entonces lavada oon agua y sometida & un nuevo
proceso de separacidn tal como centrifugacifsn o decantacidn.
Esta secuenola de lavedo y separacién ¢s repetida hasta que
la deseada.cantidad de nutriente rosidusl ha gido separsda
de la fracciln que oontiene el microorganismo. Los lavados,
con 0 gin ulterior tratamiento, pueden ser devueltos g la

operacifn de desarrollo,

El mioroorgenismo es entonces de proferencis geoado
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y sometido a extraccifn disolvente. Prufuriblemente la extrac-
cidn disolvente us wfectuads empleando un disolvente que oone
gigte de o contlene un hidrocarburo, Preferiblemente el hidro~~
carburo tiene 4~7 4tomoa dw carbono por moldcula, Proferiblew
mente el hidrocarburo es una paraefina y poeferiblemente la
perefing es una parafine de omdena recta. Ll pentano normal
¥y ol hexano normal son oonvenienites disolventes.

51 go desea lu oxtracoién de los hidroocarburos por mew
dio de un hidrocarburo disolvente es prccedida por extraceiln
por medio de un alcohol, de profurencia atanol o isoprgpanol.

81 se desva puede ger usela una etapa de extraccién usan-
do, como disolvents, una mezoia de un hidroocarburo oon, por
wjemplo, vtanol, e isopropenol. As{ puede sur usedo un dimol-
vente consistiendo de 80% por pese de hexano y 20% por pesgo
de etanol o isopropenol,

Los hidrocarburos recuperados én +a fase extraoto por
extraccifn disolvente, i metaboligan, pueden svr reociolados u
la vtapa de oultivo dwl microorganiemo,

Una levudura que ha gido liberada de la totalidsd o de
parte de sus 1fpidos y los hidroocarburos conteminentes por
uno de los métodos descritos entes aqul y cuyo velor ha sido
mejorado és un nuevo producto industrial de valor para la
nutriocién humana.

Seglin una caracterfgtica preferida de esta invenocildn ge
suninistra un procedimiento gue comprende el cultivo de un
microorgeniemo de une manere aguf antes descrits en pregencia
de une fracoifn del petréleo que oconsiste en parte de hidro-
carburos de cadena recta y teniendo un peso medio moleculer

que corresponde a lo menos a 10 ftomos de carbono por moléeula,
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y en presencia de un medio nutriente &acuoso; y en presencia

de un gas que ocontiene oxf{geno libre, y separacién de la mez~
cla, por un lado, el microorgenimmo y, por otroe ledo, una frao
cifn del petréleo que tiene una proporeiln reducide de hidrow
carburos de cadena recte o que estd libre de dichos hidrocerw
buros de ocadena recta y después tratamiento del microorganim
mo ocomo aquf snteg se ha descrito.

El procedimiento de la invencidn es de partioulsr velor
pere el tratamiento de fracclones gasoil del peirSleo que cop~
tienen:.bidrocerburos de cedena reocta en forma de ceras, ya que
por el procedimiento de la invencidn un geseil de punto de
fluidez mejoredo pe obtiene mientras les ceras son convertidas
a un producto velorsble,

Generalmente log hidrocarburos de cedena recta esisrén
presentes en el materiel de carge segfn la invencibn como pa-
raefinagj no obgtante, los hidrocarburos de ocadena recte pue
den estsr presentes oomo olefinas; bambifn puede ser usada
una mezocla conteniendo parafinas de cadena recta y olefinas,

Por la aplicacidn de este procedimiento bajo condiciones
que limiten ls esimilacién de los hidrocarburos de cadena reo-
ta es posible operar con la geparacién de soleamente una desea~
da proporeién de estos hidrocerburos.

Materiales de carga convenienies para el procedimiento
de la invencidn incluyen la kerosina, los gasoils y los aceites
lubricentes, estos materisles de carga pueden estar sin refi-
nar o pueden haber pasedo por slgin tratemiento de refinerfa,
pero deben oontener una proporoién de hidrocarburos de cede~
na recta en el orden de oumplir el propdsito de la presente

invencién. Convenientemente la fraccifn del petréleo debe conw
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tener 3-458 por peso de hidroearburos de ocsdwna recta.

vos métodos proforidos pera usar on el cultivo dol mi-
croorganismo y para ia recuperacifn del preducto vetén dese
critos en las patuntcs briténicas nimervm 914,507, 914.568,
1017584, 1017585, 1021697, 1021697, 1021698, 1049065, 1043066,
1049067, 1049929, 1059891 y en la 105861 hesta le 105890, asf
como en las solicitudes de patente correspondientes a los né-
meros proviaionales: 45005/63, 45009/63, 38942/63, 272684/65,
44380/65, 4763/66, 4765/66, 5640/66, 2580/67, 2582/67, 33087/67
33088/67,

La invencidn es ilustrada, ein cardeter slguno limitati=
vo, con referencies el aiguiente Ejemploj lom experimentos 1 y

2 son daedos con el propbeito de comparacidn.

EJEMPLO
Una levadurs, Candide tropicells, fué desarrolleda en
un continuamente operado primer fermentador (F.1l) de 6.3
metros odbicos de volumen de trebajo en premencia de un mew

dio nutriente acuoso teniendo la siguiente composiciln

HyPOy 1,55 gramog/litro
KCl 0.93 " n
Mg(OH)2 0,063 " W
‘ oo
MnSO4H20 0,02 t: i
Fei30y, 7 H,0 0.048 " "
ins0,, 7 H20 0,126 " "
extracto de levedura 0.05 " "
" "
H,80, 1.72 " "
agua hasta los 1000 ml.,

La fuente &e cerbono fuf suminisirsde por un gesoil obe
tenido de petréleo crudo Iraq y teniendo las siguientes ce-

racteristicast
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Gravedad especifics 0.866
Punto.de fluidez $ 1200,
Orden de ebullicibn 270 - 3502¢C

180 gremos de esgte gasoil materiel de carge fueron mezclados
con cada litro de medio nuirienie aocwoso, “sta mezcla fud ali-
menteda al fermentedor a la proporoidn de 1260 litros por hora,

El fermentedor fud mantenido @ 302C y a un pH de 4,2 por
oontinua admisién de amoniaco gaaeoao.'La aireacifn fud a re-
zén de 120 v/v/hr. usando una egitadora de torbellino.

La osntided totel de oorriente de producto geparada cone-
t{nuemente, es decir 1260 litroe por hora, fué paseda & un se=
gundo fermentedor F2 teniendo un volumen de trabajo de 12.4 me-
tros afbivos. '

A egta corriente de producto de 1260 litros por hora fuee
ron adicionados 49 litros por hora de gesoil y 2,850 litros por
hora d¢.agua dulce y la mezcla alimeniada al segundo fermenta-
dor el cual fué mantenido a 3020 y aireado & la rezfn de 40 -
v/v/hr. usendo una sgitedora de forbellino,

" La corsiente de producto en su totalided (1260 litros por
hora) fué geparada continuamente y pasada 8 una gegunda etapa
fermentadora (P.2) cuyo formentador tenfa un volumen de trsbe
jo de 12,4 metros ofbicos.

El gegundo fermentedor fud mentenido a 302C y asiresdo a
la rezén de 40 v/v/hr. usendo agitadora de torbeliino, manteniene
do una’ proporcidn de dilucidn de 0.33 v/v/hr.

Una corriente de producto fué continuamente descargada del
segundo fermentedor y decsntada 65% por peso de la fage aocuosa
fud oontfnuamente separeda y reemplazeda por 65% por peso de
agua oorriente.
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0.8 kilogramos de Laurael 746 (nombre registredo de un
detergente anibnico obtenido por ocondensacidn de una mez- ,
cla de alcohol laurico con 6xido de etileno, y sulfatendo luego
el producto) fueron sdicionados a cada metro ofbico de la
mezcla de levedura, petréleo residuel y agua.

Lata mezcla fud a fondo agiteda y centrifugada para
obtener, como productos separados, una pesta de levadura,
una fase aocuosa y una fage gasoil,

Le pasta de levadure fud remezclada con agua corriente
@ una proporoién de 1 parte por peso de materia seca por 10
partes por peso de agua y a fondo agitada y otra vez ocentri=
fugeda.

Le pesta de levedura que fué esf recuperada contenfa
65 a T0% por peso de agua. Egta paste fud seceda en un desw
hidratador de aspersibn. El oontenido de humedzd de la leve-
dure a la salida del secedor fud 5% por peso.

Este producto fud entonoes llevedo @ un tren de extraow
¢ibn continua operando a contracorriente con tres etapas.

A este sistema fud alimentedo (a la prime§a etepa) 1 parte

de la levadurs del gecador de asporsién por 8 partes de una
mezola de IPA/agua azeotrépica (12 agua-8u%.IPA) (slimenta-
da 8l final de la etapa). Cads etapa fué mantenida a 802C con
agitaoién. La levedura reouperada de la etapa finel Pué hume-
decida con contenido de agua de 25% en peso y fud lleveda a
un carro-—gecador,

La levadura fud pasada desde la parte superior a la del
fondo del .gecador y los oonglomeredos formados durente este
pecamiento fueron deshechose

Los datos de operacién y resultesdos obtenidos se mues—
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tran en la giguiente Tabla,
Experimentos 1 y 2
Por via de oontraste dos pruebas asvperadas (Lxperimentos
1 y 2) fueron efectuadas usando un ¥nico fermentador. Bl pro-
cedimiento fué como aigue:
Experimento 1
Una levedurs, Candida tropicalls, fué desar.olleda en un
fermentador operado contfnuamente (F.1l) de 6,3 metros ofbi~
cog de volumen de trebajo en pesencia de un medio nutriente

acuoso teniendo la composiocidn siguiente:

H3PO, 1,55 gramos por litro
KCL 0,93 "o "
Mg(CH), 0,063 ® & »
MhSO4H20 0.02 "
Zn304 7H20 0 ol 26 " " "
Extracto de levadurs 0,05 non o
H2304 1.72 ? f ?
Agua corriente hasta 1000 ml,

La fuente de oarbono fué suministrada por un gasoil oObe

tenido de petrdleo crudo Irag y teniendo les ceracterfsticas

giguientes:
gravedad especifioa 0.866
punto de fluidesz + 122C
orden de ebullioidn 270-3509G

El material de carga gasoil fuf alimentado g razdn de
270 litros por hora; el medio nutriente souoso a la razén de
980 litros por hora.
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Bl fermentador fué mantenido a 302C y a pH:4,2 por admi-
sién continua de emoniaco gaseogo; le §r0poroi6n de aireacidn
fud 765 metros odbicos por hora, y la proporeidn de dilucidn
fué 0.2 v/v/hora,

Una corriente de producto de 1260 litros por hora fud
continuamente desoargada del formentador y sometida a decan-
tacién 65% por peso de la fage acuosa decantada fud contfnuae~
mente geparada y reemplazada por 65% por peso de agua corrien—
to.

0.8 kilogramos de Laurel 746 fueron ediclonsdos por oa=
da metro ofbico de la mezcla de levadura, petréleo residusl
¥y agua, ,

Esta mezola fué a fondo agitada y centrifugada para Ob-
tener como produoctos seperedos: una pasta de levadura, unes fa=
ge acunoga, y una fase gasoil,

Le pasta de levadura fud despuds mezclsda de nuevo con
agua corciente a una proporoidn de 1 parte por peso de matew
rie seca por 10 partes por peso de sgua y & fondo agitada y
otra vez centrifugada, |

La pasta de levadura recuperada contenfe 65 a 70% por
poso de agua, Bata pasta fud entonces lleveds & un secador
de .aspersibn, a la salide del cual el producto obtenido conw
tenfa cerca de 5% d¢ agua.

Bste dltimo producto fué luego llevado a un tren de oxw
traceibn continua operando como ge ha descrito en el Ejemplo
1, La levedura recuperada a la salida del tren de extracecién
continua fud mojsda con el fin de obtener un oontonido de

agua de 25% por peso ¥y fué luego lleveda a un carrdo=gecadors
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La levadura fud pasada de La parte superior (a una tempe~
ratura de 602C) a la parte inferior o fondo der gecador (a une
tomperature de 11020) y los oonglomerados formados durante es—
to secamiento final fueron deshechos.

Loa datos de operacién y resultados obtenidos estén mos—
trados en la siguiente Tsbla.

BXpERIMENTO 2

Una pruebs similer a aquella descrita en el Experimento 1
fué efectuads en un fermentador operando continuemente (F.2)
de 12,4 metros oflbicos de volumen de trabajo: en presencia
del medio nutriente aocucso dado en el Experimento.d.

Las condioiones de operacibn, recolecoidn y exiraccidn
digolvente de la levadura fueron efeotuadas de acusrdo con el
procedimiento desorito en el Experimento 1 con las diferencias

que gon ilugtradas por los datos de operacién dados en la spi-

guiente Tabla
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TABL A

:
tgpl Pore : 2

:
¢ kixperimentos Ejemplo 1
rméente-: Férmentadores

+5 60 8¢ 00 oo

: mentador 1ls: dor 2 golo on seriew
: golo : ¢ :

: : s Formen-: Fermen~ $
3 $ stgdor 1stedor 2 3
: : : 3 3 s
Volumen de trebajo: m3 3 663 : 12.4 $ 603 3 12,4 3
: s $ : s :
Proporcidn de dilus s : : s :
oifn individuel “:v/v/hr: 0.2 002 ¢ 0.2 &t 0435
i ] ! : ] H
Proporoifn de dilue : : ‘ $ 3 s
oién general +v/v/br: 0,2 $ 0.2 s 0.22 :
s . ¢ s : : :
Temperatura s % 30 s 30 $30 3 30 3
s s s : t s
pH s : 4.2 $ 4 3 4.2 ¢ 4,2 ¢
: : $ s : s
Aircacién 3v/v/hrs 120 : 80 2120 ¢ 40 3
H H H H H H
Proporoidn especi-: : : : s :
fioa: Gasoil puro s g/l 3 65 : 63 2180  sporoldn
: H ] P sadigionas
H H H : sda (49)"s
Proporciln generais g/l 3 " s " : 65 s
T . : : s t
Medio nutriente : H X : t8in adie:
puros £ésforo t g/1 1 0.505 3 0,510 : 0,5053cién de :
H H H g snutriens:
Potasglo s &/1 3 0.488 : 0,480 ¢ 0,488:te freg-:
: -, 8 s s $00 :
gro oreifn de pro-s kg/hrs 9.5 : 1 s 10 s 19,2 3
uotos : : : | 3
Proporoiln generals kg/hrs " s " : 19,2 s
: H . s s
Medio nutriente : : : ‘ : ]
Paaton P og/L: 0.340 X P 0,155 3
baforo : : O. : 0.300 06350: 155 3
Potasio : ﬁ ¢ 0.170 : 0::?.88 : 0::%.70: Nada
: : H : : 3
Datos enelfticos : % en 3 s : 3 3
del producto 3 ¢ peso : $ 3 3 H
sen ba=s s s : :
$80 ge=: : : s s
sca : $ : 3 3
Nitrdgeno g ¥ ¢ 10.9 H 1l.0 s 10 s 12 $
Totel de lipidos § v ; 0.8 $ 0.9 s 16 t 0.5
Féaforo s v LTS ] 1.9 :t 1.6 ¢ le6
8 - H $ ] $ $
Poteslo : "3 263 s 2,2 s 2.3 3 181 3
: - H : ] H H
: 3 3 : 3 3
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NWOTA

Por la patente de invenoidn a que se refiere la premene
te memoria descriptiva se REIVINDICA la propiedad y la explom
taolén exclugiva des

le= Un procedimiento para el cultivo de un microorge~
nismo, caraoterizado por el hecho que comprende el cultivo de
un microorgenismo en presencis de una fraccidn del petrfleo
que conwsiste total o en parte de hidrocarburos de cadena rec
tey en presencia de un medio nuiriente acuoso y en presencia
de un gas que contiene oxf{geno libre, dicha fracoibn del petré
leo y dicho medio nutriente giendo conitinusmente alimentedo a
un fermentador que contiene dicho microorgenismo y donde toma
lugar una primera etapa de ouliivo de dicho microorganismo,
una corriente del producto comprendiendo el mirroorgenismo siens
do continuamente pasada a una segunda etapa fermentadora, en
la ouael el microorgenismo es tratado oon una segunda etapa de
medio nutriente acuoso, una corriente del producto comprendiens
do el microorganiemc siendo contfnuamente separada de la e
gunde etapa fermentadora, siendo dicho producto tratado para
recuperer el microorgenismo, en la primera etapa de oultivo
la cantidad de nutrientes esenciales de la fage acuosa de la
primera etapa fermentedora siendo tal que la proporeidn de de
garrollo del microorganismo no es impedida por emoasez de num
trientes y en la segunda etapa la cantided de & lo menos un
nutriente de la fage aocuosa de la megunda etepa fermentadora
slendo menor que la centidad requerida para no impedir el dew
sarrollo del mioroorgenismo y,0, & lo menos un nutriente de
los que estd presente en la fase acuosa de la primere etaps
fermentadora estendo sugente de la fame acuosa de la segunda

etapa fermentadora.
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2.~ Un procedimiento, tal como el especificedo en 1, caw
racterizado por el hecho que en la segunda etapa el medio nue
triente acuogo consiste de una mezela de todo o parte del mew
dio nutriente acuoso seperado de la primera etapa fermenteadow
ra junto con agua adiocional,

3e~ Un procedimiento, tal como el especificedo en 2, caraom
terizado por el hecho que la proporoidn de adicidn de sgua es
1l a 5 veces el volumen por hora de la proporoifn de la corsienw
te de producto elimentade desde la primera etape fermentadora
e la gegunda etapa fermentadora.

4v~ Un procedimiento, tal como el especificedo en 2 o 3,
carscterizado por el hecho que la centidad adicional de sgua
ee suficiente paras reduoir el nivel de toxina producida en el
medio nutriente acuosmo de la primera etapa tel que dicha toxie-
ne no debe substancielmente impedir el desarrollo de la segun=
da etapa.

9o= Un procedimiento, tal como el especificado en una ocuele
quiera de lap reivindicaciones precedentes, ceracterizsdo por
el hecho que el producto liguido totsl geparado de lg primera
etapa fermentadora, dicho producto conteniendo en suspensifn
el producte mioroorgenismo, es pesedo a la segunda etapa forw
mentadora,

6e= Un procedimiento, tal como el especificedo en una ouale
quiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por
ol hecho que la proporeién de dilucidn usada en la operacidn
de la segunde etapa fermentadora no es inferior que la propor-
cidn de diluci¥n useda en la operacién de la primera etapa forw
mentadors.

Te=~ Un procsdimiento, tal como el especificado en una ouale
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quiera de las reivindicaciones precedentes, carscterizedo por
el hecho que el nuiriente que estd prosente lo egté en una
centidad que es menor que la centidad rvquerida pera no impe
dir el desarrollo en la segunda etapa fermentedora 0 que egté
susente de la fase acuose de la gegunde etepa fermentsdora eg
el potasio,

8o~ Un procedimiento, tal como el especificado en una
cualquiora de las reivindicaciohes précedentes, caracterizado
por o1 hecho que el mioroorganismo es una levaduras

9ew Un procedimiento, tal como el especifioado en 8, oom
racterizado por el hecho que la levedura es do la familia Cryp-
tococcacean.

104~ Un procedimiento, tal como el especificado en 9, Com
racterizado por el hecho que la levadura es del género Can-
dida.

ll.- Un procedimiento, tal oomo el egpecificedo en 10,
caracterizedo por el hecho que la levadura es Candida troplcae
1lia,

12~ Un procedimiento, tal como el especificado en une
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterize-
do por el hacho que la fraccidn del petrbleo consiste, total
0 en parte, de hidrocerburos de ocadena recta que tienen un
peao medio moleculer correspondiente @& lo menos & 10 &tomos de
carbono por moldoula.

13e~ Un procedimiento, tal como el egpecificado en una
cuslquiera de las reivindicaciones precedentes, carscterizedo
por el hecho que la fracoidn del petréleo es un gasoil,

l4e~ Un prooedimiento, tal como el egpecificado en 1 y

subgtencialmente como se ha deacrito en el Ejemplo aportado.
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15~ "Un procedimiento para el cultivo de un microore
ganiemo", »

Consta la presente memoria descriptiva de veintidos hoe
jas foliades, esoritas por una eola cera.

Barcelona, 25 dev Noviembrs de 1968,
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