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para prepsrar proteinas, cultivando Eumycetes ricos en
proteinas, bajo coadiciones aerobias, en un medio liquido
de cultivo concreto,

Se han propuesto diversas sustancias como fuentes de
carbono en sintesis de proteinas de esta clase. Las mela-
zas se han usado desde hace mucho para tal fin, y recien-
temente se han usado hidrocarburos.

Se ha hallado ahora que se puede efectuar un método
particularmente Gbil para producir material celular rico
en proteinas, con grandes rendimientos, por uso de un me-
dio de culbtivo que contiene una fuente de carbono de wna
mezcla de 4cidos mono~ y dicarboxilicos aliffticos que con
tienen menos de 8 Atomos de carbono por molécula. Se dis~
pone con facilidad y baratura de tales mezclas de &cidos
carboxilicos, en grandes cantidades, en el agua de lavado
obtenida durante la preparacién de ciclohexanona a parbtir
de ciclohexano o ciclohexanol, en la que el producto f£inal
crudo es lavado con agua y/o una solucidén diluida de hidrd
xido sbdico.

El agua de lavado obtenida de la produccidén de ciclo
hexanona segin se ha descrito antes solo es desechada nor-
malmente, en la mayoria de los casos, tras una costosa pu-
rificacidn, por ejemplo por rotura bioldgica de los Acidos
orgénicos contenidos en ella. El procedimiento segin la in
vencidn no solo purifica el agua de lavado, sino que tam-
bién produce un producto valioso, sin que se requiera nin-
guna purificacidn previa.

Se pueden obtener resultados particularmente buenos,

con un medio de cultivo que contenga tal mezcla de 4cidos,
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si durante el cultivo de Eumycetes rico en proteina se man
tiene el pH del medio liquido de cultivo en un valor com~
prendido entre 5,5 y 8. Dado que la concentracién de Acido
en ¢l medio de culbtivo disminuye durante el crecimiento

5 del microorganismo, para mantener el pll en el valor desea-
do es necesario afiadir un agente de control de pi durante
el crecimiento, por ejemplo Acido sulfirico o un 4cido si-
milar, o usar un medio de cultivo tamponizado.

Para efectuar la invencidn se pueden usar diversos
10 géneros de Eumycetes, por ejemplo los géneros Candida,

Trichosporon, Qospora, Hansenula, Pullularia, Aspergillus,

Penicillium, Venturia y Botrytis. Se pueden obtener buenos -

resultados usando cepas de levadura que pertenecen al gé-

nero Candida, por ejemplo cepas de Candida lipolytica,

15 Candida brumptii, Candida bropicalis y Candida utilis. Tar

bién se pueden usar con éxito cepas de, por ejemplo, -

Trichosporon cutaneum y Oospora lactis.

Ademés de dicha fuente de carbono, el medio de culti
vo contiene otros nutrientes usuales, por ejemplo una fuen
20 te de nitrbégeno, una fuente de fosfato, una fuente de mag-
nesio y, cuando es necesario, una fuente de vitaminas. in-
tre las fuentes de nitrbégeno adecuadas se incluyen el ni-
trato ambénico, sulfato ambénico, acetato ambnico, urea y
aminodcidos. Entre las fuentes de fosfabto se incluyen los
25 fosfatos primarios y secundarios de sodio, potasio y amo-
nio. IEntre las fuentes de magnesio se incluyen el sulfato
de magnesio y cloruro de magnesio. Se pueden afladir sustan
cias promotoras del crecimiento, por ejemplo las presentes
en el extracto de levadura o liquido de maceracién de maiz.

30 El procedimiento segin la invencidén se puede efectuar
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continua o discontinuzmente, a temperaturas que sean en
general adecuadas para cultivar microorganismos, por ejem-
plo temperatﬁras ds 25 a 3720,

Cuando el procedimiento segfn la invencién se lleva
a cabo como procedimiento conbtinuo, se puede afladir una
pequefia proporcibén de una fuente de carbbén fécilmente ac-
cesible para el microorganismo de que se trate, por ejem—
plo glucosa si el microorganismo es una cepa Candida, o

Gcido acético en el caso de una cepa Trichosporon, con el

resultado de que se puede usar una concentracién relativa-
mente alta de &cidos mono- y dicarboxilicos, en compara-
¢ibén con un procedimiento discontinuo. Cuando el procedi -
miento de la invencidn se lleva a cabo de manera continua,
se pueden obtener excelentes resultados si se afladen al me
dio de cultivo, por gramo de carbono contenido en la fuen=-
te de carbono mono- y dicarboxilico, de 1 a 10 mg de car-
bono en forma de una fuente de carbono ficilmente accesi~
ble. La fuente de carbono mono- y dicarboxilico puede ser
suministrada luego continuamente al medio de cultivo, en
concentracidén de 25 a 30 g/litro, calculado como carbono.

Se presentan los siguientes ejemplos de la invencidén.

Ejemplo 1
Se eligieron diversos microorganismos adecuado, como
sigue:
Se mezcld 1 g de corteza de queso de cabra con 100
ml de una solucidn acuosa de sal de cocina doméstica (con-
centracién 0,8% en peso), y se homogeneizd. Unas porciones
dilufdas de la suspensiénlpesultante fueron untadas en un

medio de agar que tenfa un valor del pH igual a 6,5, ¥y la

.. -373015



. siguiente composicidn:

Lecido adipico 1 g/litro

Acido butirico 0,5 g/litro

Acido valérico 0,7 g/litro

5 Acido hidroxicapropico 0,7 g/litro
Acido acético 0,05 g/litro

Sulfato aménico 3 g/litro

Fosfato potésico primario i g/1litro

Sulfato de magnesio.7H,0 0,4 g/litro

10 Extracto de levadura 0,1 g/litro
Agar 15 g/litro

Tras 5 dias de incubacibén a 302C ge aislaron de las
placas de agar diversos cultivos puros, principalmente cui

tivos pertenecientes al género Candida,

15 Ejemplo 2

Una cepa de Candida brumpbtil, aislada como se ha

descrito en el ejemplo 1, fué sembrada en extracto de mal-
ta, y luego incubada durante 18 horas a 302C, en un incu-
bador de agitacidn.

20 Del cultivo activo obtenido de esta manera, se sem-
braron 0,2 ml én un matraz de 300 ml, en el que se habfan
introducido previamente 50 ml de un medio liquido de cul~
tivo, el cual medio tenia un pH igual a 6,5 y la siguien~

te composicidn:
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Acido adipico 1,00 g/litro I3

Acido dutirico 0,50 g/litro
Acido valérico 0,74 g/litro
dcido hidroxicaproico 0,72 g/litro
Acido acético 0,10 g/litro
Sulfato ambnico 3,00 g/litro

Sulfato de pobéisio primario 7,00 g/litro
Sulfato de magnesio.?7H,0 0,40 g/litro
Bxtracto de levadura 0,10 g/litro

Despuds se aplicd una imcubacién a 3020 durante 24
horas, y el mabterial celular resultante fué aislado por
centrifugacibén, lavado y secado.

El rendimiento fué 1,5 g de células de levadura por

litro de medio de cultivo.

Bl contenido de protefna cruda en la levadura fué

54% en peso.

Ejemplo 3

Una cepa de Candida lipolybtica, aislada como se ha

descrito en el ejemplo 1, fué precultivada en extracto de
nalta, de la misma manera describa en el ejemplo 2.

Se sembraron 10 ml del cultivo activo resultante,
en un recipiente de fermentacibén, de 1,5 litros, que con-
tenfa 1 litro de un medio lfquido de cultivo obtenido aila
diendo 3 g de sulfato amdnico, 1 g de fosfato monopotisi-
co, 0,4 g de sulfato de magnesio.7H20 ¥y 1 nl de liquido
de maceracién de mafz, a 50 ml de agua de lavado obtenida
en la preparacién de ciclohexanona, y afladiendo agua has-

ta 1 litro,

El agua de lavado conbenfa 1,44 equivalentes gramo
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de 4cido por litro, compuestos como sigue:

G,114 eg-g de 4cido férmico
0,0547eq—g de &cido acético

0,028 eq~g de &cido propidnico
0,088 eq-g de &cido butirico
0,308 eg-g de &cido valérico
0,068 eq-g de gamma-valerolactona
0,076 eq~g de &cido caproico
0,158 eq-g de &cido epsilon~hidroxicaproico
0,028 eq-g de &cido succinico
0,010 eq-g de Acido oxAlico

0,080 eq-g de 4cido glutérico
0,262 eq-g de &cido adipico

Tras sembrar, el liquido fué agitado en el recipien-
te de fermentacidén durante 24 horas a 282C, mediante un
agitador de turbina (1200 rpm), y aireado con 60 litros de
aire por hora, manteniéndose entretanto el pH a 6,5, por
adicibén continua de Acido sulffrico. El material celular
resultante fué aislado luego por centrifugacidn, lavado y
secado.

El rendimiento fué 2,4 g de material celular seco,
que teniz un contenido crudo de proteinas del 544 en peso.
De la cantidad original de carbono presente en losg &cidos

orgénicos, se convirtid el 84%.

Ejemplo 4

Una cepa de Candida tropicalis, obtenida de la mane=-

ra descrita en el ejemplo 1, fué precultivada en exbracto
de maltba.
Se sembraron 0,2 ml del cultivo activo resultante en
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do de cultive, de pH 5,5, que tenla la siguiente composi-

cidn:
acido acético 0,27 g/litro
Acido propidnico 0,11 g/litro
Acido butirico - 0,18 g/litro
Acido valérico 0,05 g/litro
dcido oxélico 0,74 g/litro
Acido succinico 0,15 g/litro
Acido glutirico 0,40 g/litro
Acido adipico 1,42 g/litro
Acido epsilon-hidroxicaproico 0,56 g/litro
Sulfato amdnico 3,00 g/litro
Sulfato monopotisico 1, 00 g/litro
Sulfato de magnesio 0,20 g/litro
Extracto de levadura 0,50 g/litro

Tras 48 horas de cultivo en un incubador de agitacidn
a 3020, una centidad de 5 ml del medio de cultivo resultan~
te fué sembrada en 50 ml de medio de cultivo de la misma
composicidn original anteriormente indicada. Tras 36 ho-
ras e culbivo a 302C, esto did 1,2 g de levadura seca por

litro de medio de cultivo.

Eiemplo 5

La cepa Candida utilis, variedad maior, fué precul=-
tivada en extracto de maita, y cultivada luego durante 24
horas a 329C, de la misma manera y en el mismo medio de
cultivo descritos en el ejemplo 3.

Después se efectud el cultivo de forma conbinua,

afladiéndose en cantidad de 60 ml/hora un medio ligquido

.. 373015
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‘5 g de sulfato monvpotisico, 2 g de fosfato de magnesio,

7H,0, 2 g de extracto de levadura y 2 g de glucosa, a 250
2

ml del agua de lavado indicada en el ejemplo %, llevada
con apua hasta 1 litro.

3e retird continuamente medio de cultivo del recivien-
te de fermentacidn, en cantidad de 60 ml/hora. Yor adicidn
de &cido sulfbrico, el pH del contenido del recipiente de
fermentacibén fué mantenido en 6,5. £l rendimiento fuf 13,5
g de levadura seca, con un contenido de proteinas crudas
igual al 55 en peso, nor litro de medio de cultivo retira-
do.

Cuando se repitid este experimento de procedimiento
continuo, esba vez sin afiadir glucosa, la concentracidn de
las células de levadura en el matraz de fermentacibén dis-
minuyd lentamente, y el rendimiento de levadura seca dis-
minuyd en 72 horas hasta menos de 1 g/litro de medio de

cultivo.

Ljemplo 6

Una. cepa de Qospora lactis, obtenida de la forma des-

crita en el ejemplo 1, fué cultivada de la misma forna des—
crita en el ejemplo 5, salvo en que el medio liquido de »
cultivo nuevo fué suministrado en cantidad de 80 ml/hora,

v el medio que contenia levadura fué rebtirado en la misma
cantidad. ¥l medio de cultivo retirado contenia 13,5 g

de material celular seco por litro, y el contenido de protef-

nas crudas en este material era 39% en peso.

. 973019
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Ejemplo 7
Tras hater sido precultivada en exbtracto de malta,

una cepa de Cendida lipolytica, aislada de la forma des-

crita en el ejemplo 1, fué cultivada durante 24 horas
de la misna manera y en ¢l mismo medio de¢ cultivo descri-
tos en el ejemplo 3.

Despuds se efectud el cultivo de manera continua,
suministrando medio de cultivo nuevo al recipiente de fer=
nentac idén, en cantidad de 100 ml/hora, y retirando del
natraz medio de culbtivo que contenia levadura, anéloga-
mente en cantidad de 100 ml/hora. El medio de cultivo ngé;
vo se habia obtenido afadiendo 7,5 g de suliato aménico,'
5 g de fosfato monopotésico, 2 g de sulfato de magnesio.
VHQO, 0,05 g de extracto de levadura y 1 g de glucosa, &
250 ml del agua de lavado mencionada en el ejemplo 3, lle-
vada con agua hasta 1 1litro,

Se aplico la adicidén de Acido sulfhrico para mante-
ner a 6,5 el pH del contenido del recipiente de fermenta-
cibn.

Bl medio de cultivo que contenia levadura, descarga-
do continuamente del recipiente de fermentacibén, fué in-
troducido continuamente en un segundo recipiente de fer-
meniacidn gque tenia un volumen efectiwo de 1 litro, al
cual se suministraban al mismo tiempo 200 ml/hora del me-
dio de cultivo nuevo antes mencionado, y en el que se man~
tenia anfloganente el pH a 6,5, por adicién de Acido sul-
flrico. EL liquido del segundo recipiente de fermentacibn
fué agitado mediante un agltador de turbina, y aireado
con 70 litros de alre por hora. Se retird continuemente

del segundo recipiente de fermentacibén un medio de cultivo

0. 973015
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;que contenia levadura, que tenia un contenido de leva-
‘dura seca igual a»ﬁ;? g/litro, en cantidad de %v0 ml por
:hora. El contenido de proteinas crudas en la levadura se-
ca fué 66,5% en peso.

Esta solicitud que corresponde a la presentada en
Holanda el 31 de Cctubre de 1968, bajo el Nam. 6815507,
se acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente .is-

tatuto sobre Propiedad Industrial.
- QuIVIHDICACTION LS ~

Los puntos de invencidn propia y nueva gque se pre-
sentan para que scan objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidén en ispafia, por VEINTE afios, son los siguien.
tes:

12.- Un procedimiento psra preparar proteinas, que
comprende cultivas iumycetes ricos en proteinas bajo con-
diciones aerobicas em un medio de cultivo liquido gue con~
ticne una mezcla de Acidos alirdticos mono y di-carboxili-
cos que btienen menos de & atomos de carbono vor molécula,
y mantener el pH del medio de cultivo, durante ¢l cultivo
del microorganismo, a un valor comprendido entre 5,5 y 8.

22,~ Un procedimiento segln la reivindicacidén 1, en el

cual dicha mezcla de &cidos mono y dicarboxilico es la mez-

i cla de Acidos que se obtiene en el agua de lavado derivada

de los lavados del producto final crudo de la preparacién»

de ciclohexanona a partir del ciclohexano o ciclohexanol.

u- 3730193
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0 2, en el cual ¢l microorganismo usado es una cepa del
género Clndida.

40,~ Un procedimiento segln la reivindicacidn 3,
en el cual dicha cepa es una de las especles Candida

lvpolytica, Candida brumptii, Candida tropicalis, v Can-

dida utilis.
52,~ Un procedimiento segln las reivindicaciones 1
0 2, en el cual el microorganismo usado es una cepa per=

teneciente a una de las especies Trichosporon cubaneum

y Qospora lactis.

62,~ Un procedimiento segln cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 5, el cual es un procedimiento conti-
nuwo y, en el que, por gramo de carbono conbenido en el
citado manantial de carbono mono y di-carboxilico, son
incorporados al medio de cultivo de 1 a 10 miligramos de

carbono en forma de un manantial de carbono facilmente
accesible.

72,- Un procedimiento sesin cualquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 6, en el cual, durante el cultive del
nicroorganismo, la temperatura es mantenida entre 25 y
5790,

82,~ Un procedimiento para preparar proteinas,

Tal y como se ha descrito en la Hemoria que antecede

y con los fines que se han especificado.
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Bsta Memoria consta de trece hojas escritas a méqui-—v I
. nw por una scla cara.
Madrid, 19 BiC. 1959

PLA,

Eiavnocw
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