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-microorganismos,

i

Ml

Esta invencibn se refiere al cultivo de[ﬂﬁﬁﬁa&

El cultivo de microorganismos es intere
sante porque muchos de ellos son capaces de sinbterizar -~
proteinas y otros materisles Gtiles. Estas proteinas son
adecuadas para uso como alimento o componentes de alimenw-
tos para ganado y otros animales, asi como para el hombre,
El aumento de la velocidad de reproduccibén de los microor
ganismos, por lo tanto, puede significar un aumento en la
produceidn de proteinas.

Pueden utilizarse dispositivos mechni~
cos para agitar la mezcla de cultivo; o bien, como alterna
tiva, aire a alta presién para agitar y suministrar oxige
no a la mezcla, Por lo que se sabe hasta shora, no se ha
empleado aire a baja presidn en procedimientos de cultivo
microbianc.

De acuerdo con la invencidn, se propor-
ciona un método de cultivo de microorganismos por incuba-
cibn de los mismos en una mezcla de cultivo que comprende
un nutriente mineral acuoso y una fuente de carbono para
el suministro de energla y el crecimiento. Se hace pasar
a través de la mezcla aire a baja presidn, preferiblemen-
te en el campo de 12,7 a 50,8 mm. de mercurio, para agi~
tar la misma y para suministrar el oxigeno necesario, En '
comparacién con el cultivo microbiano convencional emplean
do agitadores mechnicos, la energis consumida en el pre-
sente procedimiento es s6lo de 1/15 & 1/3% de la utilizada
enprocedimientos convencionales, en tanto que los rendi -
mientos en células son la menos comparables. La fuente de

carbono que se utiliza en el procedimiento es preferible-
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mente un hidrocarburo, utilizado Jjunto con un microorga-

nismo que consume hidrocarburo.

La invencibén es aplicable preferiblemente
a cualquier especie microbiana aerobia que sea capaz de ~
utilizar un hidrocarburo como fuente, preferiblemente co=-
mo fuente inica, de carbono para la produccibén de energia
¥ para el crecimiento, incluyendo especies que utilizan -
hidr®'carburos de bacterias, hongos, levaduras y mohos. Se
prefieren organismos no delicados, es decir, aquellos que
pueden reproducirse en medios simplificados de sales sin
necesidad de adiciones de compuestos organicos. Se exclu-
yen las especies que son agentes pabdgenos activos en los
animales o en el hombre.

Un microorganismo selec cionado se incu-
ba en una mezcla de un nutriente mineral acuoso y un hidro
carburo para formar una mezcla de cultivo, y se suministra
oxigeno a esta mezcla haciendo pasar un gas que conbtiene
oxigeno, preferiblemente aire, a través de ella, El gas -
sirve también para agitar la mezcla, y preferiblemente com
prende el Gnico medio para esta finalidad. Tiene otros -
efectos, como se indicard més adelante. Para un procedi-
miento por cargas, se cultivan las células a lo largo de
un periodo de tiempo que se puede medir convenientemente
por la velocidad de reproduccidn; es decir, que cuando -
dicha velocidad se nivela, se interrumpe el procedimiento
Y se recogen las células; para un procedimiento continuo,
las células pueden recogerse continuamente y afladirse tam
bién continuamente el nutriente. ELl cultivo se lleva a ca
bo a temperaturas convencionales, de 20 a 559C, preferible

mente de %0 a 402C,
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La presibn del aire que entra en la mez~-|f
cla de cultivo se mantiene preferiblemente en un valor bg-
Jo comprendido entre 6,35 y 50,8 mm., de mercurio (manomég
tricos), aunque se utilizan tawbién valores algo més altos,
que llegan hasta 15 cm de mercurio. El campo preferido de
12,7 a 50,8 mm, de mercurio es inferior a 0,07 kg/cm2 mano
métricos, correspondiendo aproximadamente a 0,017 - 0,069
kg/cm2 manom, & 15,62C, Se ha encontrado que en este campo
de presidn es preferido es posible una economia clara y -
sorprendente con respecto a la energia requerida para lle
var a cabo la fermentacidn, a saber, sbdlo aproximadamente
de 1/15 a 1/3 de la requerida en un procedimiento similar
pero en el que la agitacibén se efectha por medio de agita
dores mechnicos o aire a presidn elevada; y al mismo tiem
po se obtienen caracteristicas de cultivo excelentes y ~
una productiv idad microbliana comparable. A presiones de
aire de 15 cm de mercurio aproximadamente, las necesidades
de energia son sdlo aproximadamente la mitad de las reque
rides en dicho procedimiento similar que utilice agitado=-
res mecénicos o aire a presibn elevada.

Hasta ghora, en las fermentaciones aerobias
se pensbé que un a elevada velocidad de cizallamiento, como
la producida por agitacibén mechnica, y una agitacidén inten
sa eran requisitos previos para la creacidn de superficies
¥y para contribuir al transporte de okigemo q& sistema, Y
en el caso de agitacibén por medio de aire, se creia que -
habia que utilizarse aire a alta presibén (p. ej., de 1,76

a 2,11 kg/cm2

manom, ) para obtener una buena distribucidn
a través de los tubos de borboteo y para un buen control

Yy reproducibilidad de las condiciones. En contradiccidn
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con esta técnica y creencia anbterior, pueden conseguirse

a las muy bajas presiones de aire descritas una buena a-

gitacibédn de la mezcla de cultivo, junto con uma distribu~
cién satisfactoria del aire a través de los tubos de bor-
boteo y un control y reproducibilidad satisfactorios.

Con respecto a la energia total consumi-
da, el Ejemplo 1 siguiente muestra, en una mezcla de culti
vo csﬁ bajo contenido de aceite agitada por aire a baja -
presibn, una cifra de 0,44 kwh consumidos por kilogramo de
producto de células secas; esba cifra debe compararse con
una operacidn commeable, excepto que en la misma se empled
agitacibn mechnica, en la cual se consumieron 1,32 kwh. En
el Ejemplo 2, en el cual se utilizd una mezcla de cultivo
con alto contenido de aceite, el consumo de energia con -
sire a baja presidn descendid a 0,088 kwh. Asi{ pues, es -
evidente que se puede conseguir un consumo de energia esen
cialmente reducido por kilogramo de produccidén de células,
En este sentido, debe entenderse que el término "energia
total", aplicado al presente procedimiento, incluye la e-
nergia para agitar la mezcla de cultivo, mhs la energia
requerida para la compresidn del aire y el bombeo del mig
mo, y para el enfriamiento de la mezcla. Son evidentes ul-
teriores economias en el aparato requerido, al no haber -~
necesidad de agitadores mecénicos ni de medios para mover
los mismos,

Un aparato para el cultivo de microorganis
mos se ilustra en los dibujos, en los cuales,
la Fig. 1 es una vista desmontada, parcial

mente en corte, de una cuba de fermentacidn, mostrando el

conducto central de suministro de aire;

573678
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la Fig. 2 es una vista en corte de le PEY-S
1 tomada a lo largo de la linea 2-2; y

la Fig. 3 es una vista similar a la Fige
1 pero mostrando una modificacibdn.

En la Fig. 1, 10 es un conducto de sumiw-
nistro de aire a baja presidn, dispuesto centralmente y -
que se extiende esencialmente en direccidn vertical, cuyo
difmetro es de una magnitud importante en comparacidén con
el de otros conductos asociados con el aparato. Dispuesta
por fuera y alrededor del conducto 10, y concéntrica con
el mismo, hay una cémara de fermentacidn 11 vertical y -
pricticamente cerrada, de forma anular, adecuadamente so-
portada con respecto al conducto 10, p. ej., por medio del
goporte 12, Una pluralidad de tubos provistos de vAlvulas
13-18 que se extienden radialmente y que estén separados
en el sentido de la circunferencia, conectan el conducto
con la cémara y suministran aire a baja presibén a esta 4L
tima en una pluralidad de puntos. Como se muestra en la
Fig, 2, estos tubos estén dispuestos simétricaments con
respecto a la clmara y al conducto central 10, con lo que
se reducen al minimo las distancias de recorrido del aire
y las pérdidas de presién. Cada uno de los tub-os tiene
un extremo de entrada de aire, dos de los cuales se mueg
tran en 19 y 20, dbpuesto por encima del nivel 21 de la

mezcla de cultivo en la cémara 11 con objetg de evitar un

.
e,

posible retroceso de tal mezcla al conducto 103 y ceda tu
bo tiene un extremo de descarga del aire, indicado por -
22-27 en la Fig. 2, situado contiguo al fondo de la chma
ra, que estd conectado con un tubo de borboteo circular

28; este Ultimo introduce aire a baja presidn por la parte
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inferior de la mezcla de cultivo de tal manera que el ai [¢¥

re se eleva a través de tola la altura de la misma. Una
pluralidad de salidas de aire colocadas simétricamente ,
una. para cada tubo de conexidn, estén dispuestas en la =
parte superior de la chmara, dos de las cuales se muestran
en 29 y 30, para dar salida al aire de las mismas, Cada -
una de tales salidas estéd dispuesta sensiblemente encima
de un extremo de descarga de aire. En 51 se muestra un tu
bo de entrada de nutriente para la cémara, provisto de -
vilvula, situado. adyacente al fondo de la chmara, y un -
tubo 32 de salida de fermento, provisgto asimismo de vAl-~
vula, esti dispuesto contiguo a la parte superior de la
chmara.
Dentro de la chmara 11 estén dispuestos

de manera fija dos tabiques anulares separados %% y 34,
concéntricos, los cuales forman lo que puede llamarse una
zona de agitacibdn 35, Los tabigues estén separados tanto
de la parte superior como del fondo de la chmara, tal co
mo puede verse, El tabique més interior, 34, estd provig
to de aberturas a través de las cuales pasan los extremos
de descarga de aire 22-27, El tubo borboteador circular
28 estd dispuesto en el fondo de la zona 35. A medida que
el aire asciende en dicha zona, agita la mezcla de culti
vo 36 y suministra al mismo tiempo oxigeno a la misma. El
aire sale al exterior por las aberturas, 29,30, etc. La
mezcla de cultivo agitada rebosa por encima de los tabi-
ques 33 y %4, como se indica mediante las flechas 37 y
38; por el fondo de la zona 35 entra un nuevo aporte de
mezcla, la cual es transportada hacia arriba, por asi de
cirlo, por el aire ascendente; de este modo se establece

una circulacidn, ascendiendo la mezcla por el interior de

373673
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la zona 35 y descendiendo por los lados exteriores de lo«iiFULi‘
tabiques 3% y 34, Hablando estrictamente, las burbujas as

cendentes de aire en la zona 35 tienden a reducir la den-

sidad de la mezcla en la zona, al mismo tiempo que penebra
mezcla del exterior de la zona por la parte inferior de -~

ésta para igualar la densidad. Se crea lo que se denomina

un efecto de chimenea,

Si bien las ventajas de la invencidn pue
den obtenerse con wna sdla clmara de fermentacibén, como -
se ha descrito, son posibles economias mls favorables con
una pluralidad de tales chmaras espaciadas a lo largo del
conducto 10, unas sobre otras, llevando cada una de ellas
asociados consigo los tubos de conexidn, borboteador, sa-

lidas de aire y tubos de entrads de nutriente y salida de
fermento descritos. Una segunda cémara se indica en 40, y
debe entenderse que el nimero es variable, pudiendo ser

de %,4,5, 6 mis, En la disposicidén que se muestra en la -
Fig. 1, el aire a baja presibén puede pasar desde el conduc
to a cada una de las chmaras pricticamente al mismo tiempo
s Permitiendo as{ un funcionamiento de las cémaras en pa~
ralelo.

Es también posible el funcionamiento en -
serie, representado en la Fig. 3, en la cual se muestra
esencialmente el mismo aparato de la Fig. 1l excepto en lo
referente a las siguientes adiciones, En els£onducto 10 se
dispone una vélvula 45, accionada adecuadamente por medios
no representados. Las salidas de aire 46 y 47 estén provig
tas ambas de vAlvulas, y un tubo de retorno provisto de
v&lvula, 48, 49, conecta cada una de las salidas de aire

con el conducto 10 en un punto situado justamente por en
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cima de la vAlvula 45, En esta disposicibdn, la vélvula 45 WA

se mantiene cerrada, de tal manera que el aire, después -

de pasar a través de la clmara de fermentacidn 50, pasa a

la cémara inmediata, no representada en la Fig. 3, pasando
por las salidas 46 y 47, y por los btubos 48 y 49,

Pueden mencionarse algunas caracteristi
cas, del aparato descrito. Como se ha indicado, la forma 3
nularp;de la chmara 11, y la disposicién radial de los tu-
bos de aire 13-18 , forman una disposicibén simétrica con
respecto al conducto 10 de suministro de aire central, y
en virtud de esta disposicidén se consiguen distancias mi-
nimas y préicticamente iguales de recorrido del aire, Jjunto
con pérdidas minimas de presidn. La pérdida de presidn en
el conducto 10 se mantiene también en un nivel minimo ha-
ciéndolo de gran dilmetro; por ejemplo, un dilmetro Otil
estd comprendido entre 15 y 40 cm., aunque pueden ser a=-
decuados también difmetros mayores y menores. En la opera-
¢ 16n en paralelo, una cémara de fermentacidén puede aislar
se de las restantes clmaras, p. ej., para mantenimiento o
en caso de contaminacibn, cerrando simplemente las vAlvulas
de los tubos 13-18, Debido a la muy baja presidn de aire,
la construccidén de la chmara y de los tubos Gltimamente
mencionados no necesitan ser de material o disefio de alta
resistencia, pudiéndose conseguir asi economias en la fa-
bricacibn,

El enfriamiento de una chmara de fermen
tacibn, cuando se requiere, puede hacerse por medio de la
corriente de aire a baja presién utilizada para agitacibn
y suministro de oxigeno, Para este propbsito, el aire, an

tes de entrar en la clmara. se seca en el grado deseado a
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fin de que pueda eliminar, por evaporacibn, una cantidad
deseada de agua de le mezcla de cultivo, enfriéndola. Este
procedimiento puede eliminar cualesquiera requisitos de =

unidades intercambiadoras de calor,

La corriente de aire a baje presidén puede
servir también para emulsionar la mezcla de cultivo, for-
mando preferiblemente una emulsidn de agua en aceite, en
la cual el hidrocarburo constituye la fase continua, de-
pendiendo de las proporciones de nubtriente mineml acuoso
(que incluye agua y sales disueltas) e hidrocarburo. La
emulsidon se forma y se mantiene preferiblemente por agita
cibn de la mezcla de cultivo, efectuada por accidn de la
corriente de aire, y puede contener adecuadamente 6€7% como
minimo, y hasta 80 & 90%, 6 mfs, de hidrocarburo, siendo
el resto nutriente mineral acuso, y expreséndose los por
centajes en volumen, De acuerdo con este método preferido
de formar la emulsidn, pueden estar presentes uno o mls -
agentes emulsificantes, si se desea, entendiéndose que los
mismos sean adecusdos para promover una emulsién de agua
en aceite., Una emulsidn de zgua en aceite puede formarse
y mantenerse con proporciones menores de hidrocarburo, -
que van desde 66%, en sentido decreciente, hasta 35 6§ 40%
s Siendo el resto nutriente mineral acuoso, expresindose
los porcentajes en volumen, y para estas proporciones se ;
prefiere afiadir uno o més agentes emulsionamtes que pro-
muevan emulsiones de tipo de agua en aceite. Algunos agen
tes ilustrativos incluyen oleatos y estearatos como el
sesquioleato de sorbitano, monooleato de sorbitano, mono
estearato de sorbitano, oleato de glucbsido de poli (oxie

tileno oxipropileno), etc, Preferiblemente, los agentes

g =7 ".écz.‘::{'r
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tendrin un BHL ( Balance Hidrdfilo-Lipbfilo) comprendido

aproximadamente entre 3 y 6, (Los valores numéricos BHL

 se explican en una publicacidn de Atlas Chemical Co, titu

lada "Atlas Surfactants", donde se indica que varian entre
1 y 30 aproximadamente, indicando los valores mis bajos =
un material mis lip6filo y los valores més altos un mate-
rial més hidréfilo). Pueden obtenerse también agentes de
valor*BHL adecuado por mezcla de dos o mls de otros agen~
tes. Los agentes fitiles se utilizan en cantidades conven~
cionales, y preferiblemente son comestibles o no-tdxicos
¥ no=~biodegradables.

La emulsibén pucde formarse conveniente-—
mente en el interior de la cimara de fermentacibém, aunque
es también factible prepararla por medic de un homogeniza
dor convencional y afiadirla luego a la cémara.

Se prefieren emulsiones del tipo agua en
aceite porque el oxigeno es considerablemente mis soluble
en la fase hidrocarbonada que en la fase acuosa, y dado -
gque la fase hidroc arbonada es la fase continua, la venta
ja es evidente en el sentido de una mayor velocidad de -
transferencia de oxigeno de la fase hidrocarbonada a la
fase acuosa en la que tienden a concentrarse las células.,
No obstante, la invencidn puede llevarse a la prhctica tam
bién con emulsiones del tipo de aceite en agua, y é&stas -
pueden formarse empleando cantidades de hidrocarburos me=
nores que las descritas inmediatamente arriba para las e
nulsiones de agua en aceite, en cuyo caso la emulsibn se
forma y se mantiene por la agitacibn producida por la co
rriente de aire; también se pueden formar emulsiones de

aceite en agua de composicibén mis variable en presencia

-u- 373678



de un agente emulsificante que promueva emulsiones de a | b
ceite en agua. Como se muestra en los ejemplos, son posi-
bles emulsiones de aceite en agua que tienen 1,5 y 66,7%
de hidrocarburos,

5 Cualquiera que sea el tipo de emulsibn , .
se prefiere que la mezcla de cultivo tenga un alto conte-
nido de hidrocarburos por la razdn de que el consumo de -~
energia parece ser menor que en el caso en que el conteni
do de hidrocarburos es bajo. Preferiblemente, los hidro-

10 carburos representarén como minimo el 50 § 60%, o mis ,ex
presado en volumen.
Considerando la operacidn del método con
nés detalle, particularmente en relacidn con el aparato
descrito, la cémara 1l puede cargarse por la tuberia 31 -
15 con el nutriente mineral acuoso y el hidrocarburo, afiadi
dos por separado o junbamente., Se afiade suficiente mate-
rial para llenar la cémara hasta el nivel indicado en 21,
Estd también presente un microorganismo, que se afiade al
material antes o después de cargar el mismo, La mezcla de
20 cultivo resultante se lleva a temperatura y se hace pasar
a través de la misma aire a baja presidn procedente del
tubo borboteador 28 a una velocidad deseada, siendo &ste
al menos suficiente para hacer que la mezcla se mueva ha-
cia arriba en la zona de agitacibébn 35 y rebose por encima
25 de los tabiques 33 y 34, Se crea asi un fluJo, ascendien
do el 1fquido,, por as{ decirlo, en la zona 35 y descen =
diendo por gravedad a lo largo de los tabiques 33 y 34,
La velocidad de este flujo puede estimarse visualmente,
para cuyo propdsito estdn dispuestas mirillas de vidrio,

30 no representadas, y controlarse ajustando el caudal de ~

14,11.69 - 12 - 3 j’ z 6 7 3



aire. Un caudal tipico de aire es aproximadamente 7 volime
nes de aire por volumen de cuba de fermentacidén y por minu
to, aungue puede variar desde aproximadamente 0,1 a aproxi
madamente 20 vollmenes de aire por volumen de cuba de fer—
5 n entacibébn y por minuto.
Aire a baja presibn en el intervalo desea
do puede obtenerse por medio de una vilvula reguladora de
;) restén adecuadamente pre-ajustada en la buberia compren-
; dida entre la bomba de aire y la cuba de fermentacidn, O
10 bien puede obtenerse regulando la altura de la zona de agi
t acibén 35; en otros términos, la altura de la mezcla de
¢ ultivo en la zona %5 debiera ser tal que la presibén de
a ire seleccionada (dentro de los intervalos dichos ante-
riormente) sea justamente eficaz para hacer que la mezcla
15 circule hacia arriba a través de la zona,

La mezcla de cultivo contenida en la cé
mara puede calentarse insertando en la misma un dispostivo
calentado eléstricamente, o empleando una camisa de calen
t amiento, 0 bien utilizando una corriente de aire calien

20 t ey 0 por cualquier otro procedimiento adecuado, Pueden
ubtilizarse medios aubtomlticos para el control de la tempg;
ratura, de tipo convencional, a fin de mantener una tempg’
ratura constante en el campo de 20 a 552C, preferiblemen
te de 30 a 402C. El pH puede controlarse en el campo de

25 %3 a 8,5, preferiblemente de 3,5 a 7, mediante un instru-
mento adecuado, no representado, y si es necesario se ha
rén ajustes de vez en cuando, afiadiendo un material alca
lino o 4cido,
Como se ha descrito, la operacidn puede

30 ser del tipo por cargas o continua. En el primero de los

14,11,69 .13 - 3 7 3 6 77 8
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t ipos, la carga inicial de mezcla de cultivo se mantiene
a todo lo largo de la operacidn, sin efectuarse adicibn -
alguna y, con la excepcidn de muestras para ensayo, sin -
hacer tampoco extracciones, En el fltimo tipo, se hacen a
diciones y extracciones, de manera continua o intermitente
s 8 lo largo del transcﬁrso de una operacibn.

En una operacidn por cargas, la cémara
11 puede eargarse por la tuberia 32 § 31, 6§ incluso por ‘
las tuberias 29,%0, etc., y vaciarse por la tuberia 3l.ILa
operacidén se interrumpe usualmente cuando ya no se obsdrva
u n aumento ulterior de la reproduccidn celular, y esto 4l
timo puede comprobarse retirando muestras de la mezecla pa
ra ensayo de vez en cuando y analizando las mismas ¢ Do =~
ejo, por medio de medidas de la densidad Sptica, o por -
pruebas en un momento dado tales como.medida gravimétricas
del peso de célulasy Cuando se decide interrumpir la fer-
mentacibn, se cortan el paso de aire y el aporte de calor,
y la mezcla se vacia del sistema a un recipiente de sedi-
mentacibén en el que se produce la separacibn de las fases
dejando que la mezcla permanezca en reposo, aungue pueden
emplearse otros medios de separacibén., La fase de aceite
asciende a la parte superior del recipiente de sedimenta
cién, se separa, y se deja pra volver a utilizarla en o
tra operucién. La fase acuosa, en la que se han concentra
do las células, se somete a una etapa de seParacidn ade-
cuada, tal como filtracibn, centrifugacibn, decantacibn,
floculacidn, ete., por la cuel se recuperan las células.
El nutriente mineral acuoso utilizado resultante puede,
s i se desea, trabtarse para recuperar cualésquiera canti

dades de productos quimicos, y si esto no es factible o

- 14 - 37J6 §
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si no se desea, puede desecharse, o bien, si estd justifi

¢ ado, volverse a utilizar.

Se pueden obtener rendimientos en células
de hasta 20 g por litro de mezela de cultivo, & més.

En una operacidn contin ua, son aplicables
1 os procedimientos utilizados en una operacidn por cargas,
excepto que a lo largo del transcurso de la operacibn se -
efec%ﬁan adiciones de hidrocarburo y de nutriente mineral
acuoso, y extracciones de mezcla de cultivo, bien sea de
maners intermitente o continua. Estas adiciones y extrac—
ciones estin equilibradas, no sélo para mantener la canti
dad o nivel de mezcla de cultivo en la céhmara, sino tam—
bién para mantener las condiciones de la emulsibn, esto -
es, para mantenerla en cuanto a tipo y composicibén. La mez
cla de cultivo extraida puede separarse en fases de manera
continua o intermitente, volviéndose a utilizar la fase =
de aceite, p. ej., por recirculacidén separindose y recupe
réndose las células de la fase acuosa., La fase acuosa uti
lizada puede volver a utilizarse como tal, o puede recong
tituirse primeramente por adicidn de sales minerales y =
reutilizarse después; o bien, si se considera que su con-
dicibn es inadecunada, puede purificarse elimando las sug=
tancias téxicas, o se puede despreciar. Si se desea, pue-
den recircularse algunas de las células producidas, antes
o después @ la separacibdn de la fase acuosa, dado que tal
recirculacién puede producir un cierto estimulo para nue
vas reproducciones. Las extracciones y adiciones pueden
iniciarse en cualquier momento deseado, bien sea en el -
momento de méxime reproduccidn o concentracidén de las cé

lulas, 0 en alghn momento anterior. E1l momento de mixima
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reproducci6 n puede establecerse representando un grifico

d e varianza entre concentracibén de células y tiempo de o
peracidén., Una ventaja de una operacibén continua estriba en
que proporciona una produccibn continua de celfilas; otra
ventaja estriba en que se pueden eliminar continuamente -
los productos tbxicos qué tienden a concentrarse en la fa

se acuosa. Y como puede verse evidentemente, el aparato =
de las Figs. 1l=3 se presta bien por si mismo a la operaci6n'
continua,

En una operacidn continua, pueden obtener
se productividades de células de hasta aproximadamente 2
g por litro de mezcla de cultivo por hora.

Como se ha descrito, cualquier microorganis’
mo aerobio que ubilice hidrocarburos es adecuwado para uso
en la invencidn, incluyendo bacterias, hongos, levaduras
¥ mohos,

De las bacteriss, los géneros adecuados =
incluyen Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Sarcina,
etce, Especies ilustrativas de estos géneros son P, aerugi

nosa, P.oleovorans, P.putida, P. boroepolis, P.methanica,

P, fluorescens, P. pyocyanea; B. aureus, B. acidi, B. sub

tillis, B, urici, B. cereus, B, coagulans, B mycoides, Bs

girculans, B, megaterium; Flavobacterium aqustile; Sarcina

alba, Sarcin a luteum.

av,
Otros géneros preferidos son Achromobacter
¥y Nocardia, ilustrados por especies tales como A, xerogis,

Ao._agile, A, gutatus, A. superficialis, A, parvulus, A.

cycloclastes; No salmonicolor, N.asteroides, N, minimus,

N . opaca, N, corallina, N. rubra, y N, paraffinae, Es f

t il el género Mycobacterium, particularmente especies ta

777
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ile s como M. parafficum, M. phlei, M. lacticola, M. rhodo JYWS

‘Mo byalinicume

i
'chro ugs, M, smegmatis, M. rubrum, M. luteum, M, album, ¥y ,
!
Todavia otras bacterias que utilizan hi- |
{
!

5 ‘drocarburos son Methanomonas methanica y Methanomonas sp.;
! {
i

‘Micrococcus paraffinae; B. aliphaticum, B hidium, y B

ébenzoli, pertenecientes al género Bacterium; y especies -f
de Micromonospora. Otros ghneros Gtiles incluyen Brevibaé
; terium, Aerobacter, y Corynebacterium, ;
10 De los hongos, el método es aplicable a ;
cualquier hongo perteneciente a la clasificacibdn Eumiceto;
u hongos verdaderos, pero preferiblemente a los de la cla
se Fungi Imperfecti o a los de la clase Ficomicetos. lLos

hongos preferidos de la clase Fungi Imperfecti son espe~.

1"5 cies de los géneros Agpergillus y Penicillium, ilustrados

po r» A. nipger, A. glaucus, A. oryzae, A. flavus, A, terre

us 4 A, ibaconicus; P. notatum, P, Chrysogenum, P. glau

cum, P, griseofulvum, P, expansum, P, digitatum, P, itali

cum, etc. Otros roganismos adecuados incluyen diversas -
yyyyyyy 20 egpecies de los géneros Monilia, Helminthosporium, Alter
narié, Fusarium, y Myrotheciﬁm. Hongos preferidos de la
clagse Fiocomicetos incluyen espeéiea de los géneros Rhizo
pus y Mucdr, taleé como Re n&gricans, R; oryzea , ga_gg”

lema r, Re arrhizus, R. stolonifer, R. sp.; M. mucedo,

£5 Mo genevensise

Algunos de los géneros precedentes de hon
gos se carac terizan también como mohos, tales como As=
pe r gillus, Penicilium, Rhizopus, y Mucor, pero se enten

deré que todos ellos son hongos verdsderos o Eumicetos,

4]

30 De las lévaduras, los organismos preferido
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son los de la familia Cryptococcaccae, y particularmen-—
te los de la subfamilia Cryptococcoidae. Son géneros -
preferidos Torulopsis (o Tornla) y Candida. Son espe-

cies preferidas Candida lipolytica, Candida pulcherri=-

ma, Candida utilig, Candida ntilis Variati major; Can=~

dida tropicelis, Candide intermedia, y Toruvlopsis colli

culoga. Otras especies Otiles son Hansenula anomaly --

Oidivm Lactis, y Weunrospora sitophila. "

El hidrocarburo eg uno tal que se encuentra
en fase liquida a la tempersztura de incubacidn, por lo
que seré capez de formar una emulsidn de agna en aceite.
Se prefieren hidrocarburos alifédticos, los cuales pue-
den ser hidrocarburos saturados o insaturados, de cade-
na recta o ramifiicada, que tengan hasta 20, 30, 40 6 -
més &tomos de carbono. Son particularmente deseables -

los hidroecerburos saturados de cadena recta que tienen

1

hagta 20 carbonos. Pueden wubilizarse tambidn hidrocsrvu-

ros cilolicos, comprendiendo comguestos aronbticos y ali-
cfclicos, ineluyendo compuegtos ciclicos alcouil-susti-
tuidos que tiemen 1,

da uno de los cunales vuede tener cualguier longlitud, —-

2, 6 wis clcohil-sugtituyentes, ca-

configuracidn de cadena, y srado de ssturacidn adecnudos,

y en los cuales el resto clelico es arombtigo ¢ clclopa-
rafinico. Los hidrocarburoes arométicos slcohil-sustitul-
dos incluyen tolueno, los divergos xilenos, mesitilenc,

e tilbenceno, p-cyameno, log dietilbenéenos, y los pro--

pilbencenos, butilbenceno, amilbencenos, heptilbencenos, :

y octilbencenos isdmeros. Entre las cicloparafinas alco~-

hil-gustitufdas Gtiles se encuentran metileiclopentano,

-m-w375@7@
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los di- y tri-metilciclopentancs, etilciclopentanoc, los
dietilciclopentanos, los diversos propil-, butil-, amil-,
hexil-, y octil-ciclopentanos. Asimismo, son Gtiles los
alcohil-ciclohexanos, los cusles estén sistitulidos de -
modo semejante a los alcohilciclopentanos, y que inclu-
yen zdemés compuestos tales como los diversos tetrametil
ciclghexanos, metiletilciclohexanos, metilpropilciclohe~
xanos, etcétera.

Se utilizan petrdleos crudog, asi comc diver-
gaa fracciones de petrdleo, residuos, etc.

Se apreciard que el hidrocarburo puede encon-
trarse en la fage 1liquida, no sdlo por tener un punto -
de fugidn adecuado, sino también por encontrarse disuel-
to en un disolvente adecuado. Los hidrocarburos conside-
rados en los pérrafos que anteceden son aquéllos que son
normalmente liquidos a la temperatura de incubacidén. No
obstante, otros hidrocarburos Gtiles son aquéllos gque -
gson normalmente gaseosos a la temperatura de incubsacidn,
tales como metano, etano, propano, butano, y otros hi-
drocarburos C3 a 05. Egtos hidrocarburos gaseosos pueden
disolverse en un hidrocarburo normalmente liguido, tal
como una fraccidén de petrdleo perteneciente sl intervalo
de ebullicidén de la gmsolina o del keroseno, o en un al-
cano tal como octano, nonano, decano, etc.; o bien se -
pueden disgolver en cualquier otro disoclvente convencional
de los mismos gue sea inerte en el procedimiento y no- -
tdxico para las células. Asimismo, se pueden utilizar -
hidrocarburos normalmente sdélidos como Lfuente de carbono

disolviéndolos en un disolvente hidrocarburado, de la ma-
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nera descrita, o en cualquier otro disolvente convencio~

nal inerte y no-tdxico.

El nuotriente salino mineral acuogo comprende
una fuente de nitrbégeno tal como un nitrato o nitrito, -
une sal de amonio o urea, e iones tales como potasio, -
magnesio, fosfato,y sulfato, asi{ como iones de elemen——
tos tragza ccmo molibdeno, cobalto, etec. Pueden egtar -
presentes trazas de menganeso, hierro, y calcio. Dado -
que se incluye agua en el nutriente, la mayoria de estos

iones egtardn presentes usualmente en cantidad suficien~

te en los suministros ordinarios de agua potable. INo obg-:

tante, es deseable afiadir los iones a2l nutriente para -

garentizar su presencia en cantidad suficiente pars el -
cultivo. Usualmente, el nutriente estd constituido fun~
damentalmente por agua, la cual puede consitituir S¢% en i
peso, o més, del nutriente, aunque puede constituir tem- é

bién una proporcibn menor, que puede limitarse hasta el

50% del mismo. Generslmente puede utilizarse cualquier -
proporeidn de agua que esté comprendida dentro de lasg -
cantidades empleadas hasta ghorsz en los cultivos de mi-
crobios. Uh nutriente de sales minerales adecuadas puede
egtar constituido como sigue, estando disueltos losg com=

ponentes en suficiente cantidad de agua para formar un -

{ne
i'l .

litro de solucidn:

TABLA 1
Monohidrogenofosfato potésico 6,0 g
Dihidrogenofosfato sddico 9,0
Molibdato sddico 0,006
Cloruro cobdltico 0,006
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Sulfato magnésico C,6
Sulfato aménico 6,0
Otro nutriente adecuado de sales minerales -

es como sigues

TABLA 2
Monohidrogenofosfato sédico 9 g/lt.
" Dihidrogenofosfato potasico 6
Sulfato ambnico 6
Sulfato magnésico 0,6
Carbonato sbdico _ 0,3
Cloruro céleico 0,03
Sulfato ferroso 0,015
Sulfato de mangeneso 0,006
Cloruro de cobalto 0,006
Molibdato sédico 0,006

La invencidn puede ilustrarse por los ejem-

plos gigulentes.
BEJEMPLO 1

Se prepard una mezcla que comprendia 1,5% de
n-hexadecano y 98,5% de nutriente mineral acuoso de la
compogicidn indicada arriba en la Tabla 1, referida a vo-
limenes, y después de inocular la mezcla con Brevibacte-
rium sp., la mezcla de cultivo resultante, que formaba -
una eﬁulsién de aceite en agua, se cultivd a une tempera
tura de 359C en un dispositivo de 10 litros con elevacidn
por aire gimilar al descrito en la solicitud de patente,
agimismo pendiente. Caso 7134, Gorring, Nim. de Serie -
757.286, pregentada en 4 de septiembre de 1.¢68. Se uti-
1iz6 aire a una presién de 5 cm de mercurio (menométrica)

para suministro de oxigeno y como Gnico medio de agita——

"1~ 373678




cidn. Se prolingd el crecimiento por reproduccidén de -

las célulus hasta que se alcanzd una densidad de célu-
las secas de 1¢,0 g/1, durante cuyo tiempo la velocidad
de reproduccidén alcanzé un valor de 1,2 gramos(litro-
5 hora. La energfa total consumida ascendid a 0,555 kwh

por kilogramo de prodncto de células secas. En una ope-

racidn comprable, excepto que la agitacidn se llevd a - |
~;fé cabo por medio de un agitador mecénico y que no se hi-

. zo borbotear nade de aire a través de la mezcla de cul-
10 tivo, la densidad méxima de células secas fué de 10 g/1,
la velocidad de reproduccidn alcanzd un nivel de sdlo ~
1,0 gramos/litro-hora, y la energia total consumidad -
fué de 1,32 kwh por kilogramo de producto de células se-
cas.

.15 EJRPTIO 2

Se prepard una mezcla‘que contenia 66,74 de

n-hexadecano y 33,3% de nutriente mineral acuoso, inocu-

léndola con Brevibacterium sp. El nutriente mineral te-
nia la composicidn identificada arriba en la Tabla 2. Ia
20 mezcla de cultivo resultante formaba una emulgidn de ~
aceite en agua. Se fermentd en el aperato descrito en -

1 el Ejemplo 1, excepto que égte era de 4 litros de capa-

cidad, utilizando aire a una pregidn de 3,25 ow de mer-
curio (manométricos) como fuente de oxigend™y como Gnico E

25 nedio de agitacidn. La temperatura fué de 35%C. Se corbi-. .
nud el cultivo hasta que se alcanzd una densidad de cé-

lnlas secas de 1C g/1, alcanzendo la velocidad de resro- .
ducoidn un nivel de 1 gramo/litro-hora. La eneraia total ?

consumida fué sélamente de 0,088 kwh por kilogramo de -

30 producto de células seces. 3 7 5 6 .;7 8
F,
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Del Bjemplo 1 ge deduce evidentemente que el
congumo totel de energia es sélo 1/3 del de una opera~
cién similar pero en la cual se utiliza asitacién mecé-
nica. El Ejemplo 2 demuestra el bajo nivel de consumo -
total de energia que puede alcanzarse; e ilustra también,
pof‘comparacién con el Ejemplo 1, que una mezcla de cul-
tiv;econ alto contenidc de aceite consume considerable-
mente menos energia que una mezcla de cultivo con bajo
contenido de aceite.

EJENPLO 3

Se prepard una mezcla que conienia 66,6% de -

n~hexadecano y 33,3% de nutriente mineral acuoso, y se

inoculd con Brevibacterium sp. El nutriente mineral te-

nia la composicidn identificada arriba en la Tabla 2. Se
afiadid un agente emulsificante (polietoxi nonil fenol) -
en una oentidad de 1,1% en volumen, y la mezcla de cul-
tivo resultante formd una emulsidn de agua en aceite. Se
fermentd en el aparato descrito en el Ejemplo 2, utili-
zendo aire a une presidn de 3,%5 em de mercu#io (manomé-
tricos) como fuente de oxigeno y como Gnico medic de ==
agitacibn. Ia temperatura fué de 359C. El caudal de ailre
fuéd de 14,1 litros/minuto. Se continué el cultivo hasta
que se alcanzd una densidad de células secas de 13 g/l.
A un caudal de mezcla de cultivo de 0,6C litros/hora, la
energle totel consumida fué sdlo de 0,154 kwh por kilo-
greamo de producto de células secas.

Puede observarse gue en el caso de gque el obje-
tivo sea cultiver microorganismos para propbsitos no --

alimenticios, puede utilizarse la invencibn para enltivar

. 573673
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microor anismos patdgenos.
Se entenderd que la invencidn es susceptible
de variaciones evidentes gin desviarse de su objeto.

La presente solicitud que corresponde g la -

5 presentada en Esgtados Unidos de América, con fecha 26

de Diciembre de 1.968, bajo el .nfmero 78.953, se acoge

a los beneficios del Articulo 51 del vigente Bstatuto )

sobre Propiedad Industrial. , ’

¥
10 i
~ REIVINDICACIONZES =
.15
Los puntos de inveneidn, propia y nueva, que
- ge presenban para que sean objeto de esta golicitud de
20 Patente de Invencidn en Dgpafiz por VEINTE sfios, son los
siguientes:
e ]
1.~ Un método para cultivar un microor.animso ! .
: '
aerobio que comprende incubar dicho microorganismo em = !
une mezcla constituida nor une solucidn acudda de una -
25

sal mineral y una fuente de carbono para energls j; cre-

/Eggyénto, para formar asl una mezcla de cultivo, hacer -

pafar un gas gue contiene oxigeno al interior y a través

:

%

|

i

I

|
7 . . ;
7de dicha megzcle de cultivo para suminigtrar oxi.eno para :
i

dicho microorgauismo ¥y para servir como medio para aglter

la mezcla de eultivo, ctultivar las células de dicho mi-

Y
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eroorganismo a lo largo de un perfodo de tiempo, ; man—
tener la presidn de dicho zas que entra en lz mezcla de
cultivo en un valor bajo comprendido en el intervalo ——
aproximado de 0,64 a 15 cm de mercurio (manowétricos) -
durante dicho periodo de tiempo.

2.~ El método de la reivindicacién 1, en el -

it!"
gre dicho microorzanismo es un microorganismo que utili-

za un hidrocarburo y dicha fuente de carbono eg un hidro-
carburo.

3.- E1 método de la reivindicacidén 2, en el -
gue dicho aire a baja presidn es el fmico medio de agi-
tacidn.

4.- E1 nétodo de la reivindicacidén 3, en el -
que se obtiene un crecimiento microbiano sl menos igual
al obtenido en un procedimiento similar pero con un con-
gumo de energla esencialmente menor por kilogramo de -
producto de oélulas, utilizando dicho procedimiento si-
milar agitadores mecanicog o aire a alta presidn rara gi-
tar la mezcla de cultivo.

5.~ El método de la reivindicacién 3, en el -
que pe obtiene un crecimiento microbiano al menos igual
al de un procedimiento gimilar pero con un consumo de -
energia esencialmente menor por kilogramo de producto =~-—
de células, de sdlo aproximadamente 1/15 a 1/2 del mismo,
utilizando dicho procedimiento similar agitadores mecédni-
:273 o aire a alta presidén para agitar la meztla de culti-

6.~ E1 método de la reivindicacién 3, em el que

' ge cultivan dichas célulzs hasta que se nivela la veloci~-

- 373678
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dad de reproduccidén de las mismas, recogiéndose a con-

tinuacidn dichas células.
7.~ El método de la reivindicscién 3, en el -

que dicha mezcla de cultivo forma una emulsidn.

5 8.- El método de la reivindicacién 7, en el
que diche emulsidén se forma y se mantiene gracias a la
agitacidn producida por dicho gas. ‘

0.~ El método de la reivindicacidn 7, en el
que dicha emulsidn es una emulsidn de aceite en agua. !
10  10.- El método de la reivindicacién 9, en el
que dicha emnlsidn de aceite en agua tiene un alto con-
tenido de hidrocarburo, de 40% § superior, referido al
volumen de la emulsién.

11+~ Bl método de lz reivindiecacidn G, en el
15 que dicha emulsidén de aceite en agna tiene un bhajo con-
tenido de hidrocarburo, de 54 & inferior, referido al -
volumen de la emulgidn.

12.~ El método de la reivindicacidn 7, en el

que dicha emulsidn es una emulsibn de azua en aceite.

20 13.~ Bl método de la reivindicacidn 1, en el

gue dicho zas eg aire.

14+~ Bl nétodo de la reivindicaecidn 1, que -

comprende disponer dicha mezcla de cultivo en forma ann-
lar, disponiéndola alrededor de una fuente deniral de -
25 dicho gas a baja presgidn, y hacer pasar dicho'gas proce-
Gente de dicha fuente,a través de una piuralidad de con—

ducciones egpaciadas en el sentido de la circumnferencia ~

 wreen mehre e e e s BaER s i S £

®e extienden radialmente hagta dicha mezcla de -—
rd

30 v ff;f 15.~ Bl método de la reivindicacidn 14, en el

124!7.19,95’ - 373678
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que dicha mezcla de cultivo se hace circular continuamen~
te en un sentido esencialmente de ascenso y descenso por
medio de dicho gas.
16.- El método de la reivindicacidn 14, que
5 comprende formar una pluralidad de dichas mezclas de cul-
tivo y disponerlas de manera superpuesta, unas sobre otras
peracvseparadas, y hacer pasar dicho gas procedente de di--
cha fuente, radialmente hacia el exterior a través de to-f

das y cada una de las mezclas de cultivo.

17.- Un método para cultivar un microorga-
- .nismo aerobio que comprende incubar dicho microorganismo, i
[ ‘

. ique utiliza hidrocarburo, en una mezcla consbtitulda por

t
!
1
|
i
i
)

‘una solucidn acuosa de una sal mineral y un hidrocarburo
;como fuente {mica de carbono para energia y crecimiento,
‘-15 gpara formar asli una mezcla de cultivo, hacer pasar un gas}
| ique contiene oxigeno al interior y a través de dicha mez-
icla de cultivo para suministrar oxigeno para dicho mi--
Ecroorganlsmo vy para evitar como tnico medio de agitacidn
de la mezcla de cultivo, culbtivar las células de dicho mi-
20 icroorganismo a lo largo de un perfodo de tiempo, mantener
la presibdn de dicho gas que entra en la mezcla de cultivo
ien un valor bajo comprendido en el intervalo de 1,25 a '
'5 om de mercurio (manométricos) a lo largo de dicho perio-

‘do, y obtener un crecimiento microbiano al menos igual al
i

25 iobtenido en un procedimiento similar pero con un consumo
I
Ede energia, por kilogramo de producto de células, de sblo

iaproximadamente 1/15 a 1/3 del mismo, utilizando dicho prg

*ced' iento similar solamente agitadores mecdnicos o aire

a alta presibn para agitar la mezcla de culbivo.

v
s 373678
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18.- Un método para culbtivar un microorgénis-

mo asrobio.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

- anbecede, representado en el dibujo que se acompafia y pa-

~ra los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de ventiocho hojas eseri-

tas a miquina por una sola cara. ‘

1
’
H

23 FEROR

Madrid,

i,
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