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Loe métodos conocidos en la  especialidad para bio- 

s in te tiza r proteínas,' aminoácidos, gomas y otros valiosos pro­
ductos de fermentación microbiana partiendo de hidrocarburos',' 
tienen',* desgraciadamente,' muchos inconvenientes.' Las bajas ve­
locidades de solubilidad de los materiales hidrooarbonados a l i  
mentados en los medios de fermentación han causado bajas velo­
cidades de productividad microbiana.' Generalmente, se necesi -  
tan unos complejos procedimientos de separación y de purifica­
ción s i se quieren obtener productos eficaces lib res de toda 
contaminación de aoeite y de aromáticos? Los tiempos de reten­
ción de los hidrocarburos alimentados a l fermentar son eleva -  
dos? Resumiendo? los métodos anteriores de fabricación de pro­
teínas por conversión microbiana de hidrocarburos son decepcio 
nantemente antieoonómicos?

Cuando como sola fuente de energía para la  fermenta­
ción microbiana? se usan los productos de oxidación solubles 
en agua de materiales hidrooarbonados o carbónicos, puede con­
seguirse de manera económica y eficiente una producción en 
gran escala de proteína (véase por ejemplo la  Patente belga 
719 .'328)?

Así? un material hidrocarbooado o carbonoso puede 
ser oxidado y los productos de oxidación solubles en agua -  co 
mo los alcoholes? los aldehidos? las  cotonas y los ácidos car- 
boxílicos -  pueden ser empleados como materiales de alimenta -  
oión para la  fermentación microbiana? o bien e l material carbo 
nos o puede ser oxidado o convertido de otro modo en ahidrído 
carbónico, óxido de carbono e hidrógeno y estos productos pue­
den ser convertidos en una s ín tesis  de Fischer-Tropsch o por 
otro proceso de sín tesis química? para producir hidrocarburos 
oxigenados solubles en agua? destinados a ser empleados como
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materiales de alimentación para la  fermentación microbiana.'

Los productos microbianos a s í producidos están, esen­
cialmente exentos de contaminantes y es innecesario todo largo 
procedimiento de separación y de purificación para obtener un 
producto eficaz exento de aoeite y de contaminantes aromáti -  
eos.'

El hidrocarburo u otro material carbonoso para oxi­
dar puede ser cualquier hidrocarburo oxidable, como por ejem­
plo metano.' Puede obtenerse de gas natural, fracciones de pe­
tróleo? productos procedentes de la  craquizacion de asfa lto , 
o similares?

Debe quedar entendido que e l  término "oxidado" o 
"hidrocarburo oxigenado" comprende no sólo &oe productos obte­
nidos efectivamente par oxidación, sino también loe compuestos 
que contienen oxígeno aunque hayan sido obtenidos por algún 
otro proceso d istin to  de la  oxidación directa?

En la s  conversiones bacterianas del tipo descrito 
es altamente deseable que sean excluidas del sistema de con­
versión las  bacterias extrañas. Una fuente por la  cual puede 
penetrar la  contaminación es e l medio mineral empleado? Según 
la  presente invención; se impide la  contaminación por organis­
mos microbianos extraños e indeseádos añadiendo a l medio mine­
ra l una cantidad esterilizan te  de un alcohol? El alcohol es 
añadido antes de que el medio mineral alcance la  zona de con­
versión bacteriana o de fermentación? Con este fin? puede usar­
se cualquier alcohol soluble en agua? Sin embargo? los preferi­
dos par su fá c i l  disponibilidad son e l metano! y e l etanol?

Otro tipo  de material que ha causado problemas en e l 
pasado? debido a sus efectos deletéreos sobre las bacterias usa 
das para la  sín tesis de la  proteína? son los aldehidos? espe-
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cialmente en una concentración relativamente elevada. La pre­
sente invención resuelve este problema añadiéndole a l material 
de alimentación, cuando se está  en presencia de concentracio­
nes biocidas de aldehidos, un compuesto de nitrógeno que reac­
ciona con e í aldehido, convirtiéndolo en derivados fácilmente 
convertibles par las  bacterias usadas/

Según otro aspecto de la  invención, se mantiene so­
bre un valor óptimo la  eficiencia de la  conversión alcohólica 
conservando una pequeña concentración de alcohol sin  convertir 
en e l efluente procedente de la  zona de conversión o de formen 
taclón. En general/ esta concentración es de 0,01 a 1% en vdu  
nan/ Cuando el componente principal de alimentación está cons­
titu ido  par metanol y es convertido mediante una levadura,' la  
concentración de metanol en e l efluente es mantenida dentro 
del campo comprendido entre 0,-2 y 1,0% en volumen,' y preferi­
blemente entre 0,6 y 0,8% en volumen**

La figura i .' es un diagrama de proceso que ilu s tra
* *  ̂ * una forma de realización de la  invención, en la  cual e l medio

mineral es esterilizado con alcohol y e l contenido de alcohol
del efluente de fermentación está  sometido a control/

La figura 2/ es otro diagrama de proceso que ilu s tra
otra forma de realización,' en la  que la s  concentraciones bioci
das de aldehidos son hechas innocuas*'

Los derivados de hidrocarburos oxigenados que pueden
ser empleados como materiales directos de alimentación compren
den los alcoholes a llfá tico e , la s  cotonas,' los aldehidos/ los
ácidos carb oxálicos,' los éteres y los poli d es s d u d es en agua/

Son algunos ejemplos de ellos : e l metanol/ etanol/
propanol/ butand, pentanol, hexand/ 1 ,7-heptandid, áoido pen
tanoico, ácido 2-metilbutanoico/ ácido fórmico/ ácido acético /
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ácido propanoioo,' formaldehido,' acetaldehido,' propanal, buta- 
nal, ácido glutárico, ácido hexanoico,' ácido heptandioico, 
4-heptanana,' 2-heptanana^ glicerina'^ g l ic d  etilénicoy glicoi 
propiláoicoy 2-propanona^ 2-butanona, é ter d ie tílico , é ter 
m atiletílico^ é ter dimetílico y éter dipropílico^

EL proceso de fermentación es ejecutado según las 
condiciones conocidas generalmente en la  especialidad para fa­
vorecer la  fermentación microbiana. Generalmente;' se emplean 
temperaturas comprendidas entre aproximadamente 15* C. y apro­
ximadamente 6OS C. y presiones comprendidas aproximadamente 
entre 0,1 y 100 atmósferas absolutas^ Normalmente, se emplean 
presiones comprendidas aproximadamente entre 1 y 30 atmósferas. 
Con frecuencia,' por razones de conveniencia, se emplea la  pre­
sión atmosférica.' Los microorganismos para emplear en el proce 
so de fermentación pueden ser cualquier microorganismo que , 
u tilic e  materiales oxigenados de alimentación como fuente de 
carbono y de energía** Las bacterias adecuadas que u tilizan  
hidrocarburos pueden ser cultivadas y multiplicadas como sigue!

Una muestra de terreho es sacada de cualquier parce­
la  deseada meramente desde debajo de la  superficie de terreno^ 
las muestras de terreno tomadas en una formación que contenga 
hidrocarburos contendrán;, generalmente, más microorganismos 
consumidores de hidrocarburo que las. muestras de terreno toma­
das en un área que no contenga hidrocarburos.' Se prefiere tomar 
la  muestra de terreno debajo de la  superficie del terreno a una 
profundidad suficiente para evitar toda contaminación desde la  
superficie. Generalmente, se eligen profundidades que van de 
15 cBL.' a 1 metro'y siendo preferidas las profundidades compren­
didas entre 60 cm, y 1 metros Al sacar las muestras,', debería 
velarse, por que la  muestra de terreno fuera una muestra de te—120
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rreno relativamente no removido, tomada a la.profundidad desea­
da.' Un método oonvenientde de toma de-muestras ea e l de excavar 
un agujero mediante un excavador corriente de hoyos de postea 
aproximadamente hasta la  .profundidad .deseada.' Luego con una ba­
rrena dé manoji' se toma del hoyo una muestra de terreno sin  re­
mover a la  profundidad deseadas

Una muestra de 200 gramos de terreno^ obtenida como 
ae ha dicho,' ea mezclada,' durante 1 minuto aproximadamente,' con 
1000 mi. de un medio e s té r i l  de la  composición siguiente :

Medié minara! nS 1

HgO 10 0 0 g * '

MgSO^ . 0 ¿ 1 eP

E2HPO4 0^5 - g 3

CaSO i 0ÍÍL g 2

NH4NO3 120 á ?

Entonces,' ae regula sobre 7 e l PH de la  suspensión de 
terreno con cualquier base no deletérea^ mientras se ag ita  la  
suspensión. Luego, se añade 1 ml2 de la  suspensión de terreno 
a 100 mi. de dicho medio mineral e s té r i l , ' para obtener una sus­
pensión de terreno en dilución a l  1 -  ICO. Luego, se añade 1 ml2 
de la  dilución a l 1 -  10Ó a ICO mi.'del medio mineral para obte­
ner una suspensión de terreno en dilución a l  1 -  10.0002 Enton­
ces,' se mezcla la  suspensión de terreno a l  1 -  10.000 con una 
cantidad de metano¡l suficiente para producir una mezcla de meta- 
nol a l  5% en volumen. Entonces se incuban los cultivos durante 
6 días a 37c C. aproximadamente, después de lo  cual se hacen 
estrías  en cajas de P e tri que contienen agar preparado de acuer­
do con la  receta siguiente :
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NH.NCL 1 ,0 g
0,1 g

o?5 g
OaSÔ 0,1 g
Agar-Agar 15,0 g
HgO destilada 1000 g

Metanol suficiente para obtener metanol a l  1?5% en
volumen#

Se incuban las cajas de P etri durante 6 días a 372 C# 
aproximadamente#' Colonias v ita les son vueltas a aplicar en 
otras cajas de P e tri como antes, para purificar las  colonias#' 

Entonces se trasladan colonias individuales a medios 
comprendidos según la  reoeta del Medio Mineral ns 1 y que con­
tienen metanol suficiente para comprender un 1-2% en volumen 
del medio total#*

Son ejemplos de microorganismos ú tile s  la  Pseudcmonas 
methanica? que ha reoibido la  designación numérica NRRL B-3449 
de la  Northern U tilizatica  Tesearch and- Development División? 
Peoría? I ll in o is?  La Pseudomonas fluoresoens? designación núme- 
rioa NRRL B¿3452? la  Methanomonas methanica,' designación númeil 
oa NRRL jB-3450? la  Methanomonas methanooxidans? designación nu­
mérica NRRL R*3451? e l Arthobaoter parafficum,' designación numa 
rica  NRRL B-3453? y e l Corynebacterium simplex^ designación - 
numérica NRRL B-3454'.* Los microorganismos de Pseudomonas 
Ataron empleados de manera general en todos los ejemplos de 
tandas de la  presente exposición^'

Los géneros Bacillus? Mycobacteriumy Actinomyces y 
Nocardia son otros ejemplos ilustra tivos de microorganismos 
que han sido ensayados y que han resultado ser bacterias ade­
cuadas que u tiliz an  productos oxigenados. Otros ejemplos de
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microorganismos comprenden los géneros : Micrococcus; RhodoM 
c il lu s ; Chromatium; Nitros omonas; se rra tia ; Nitrobacter; Rhizo 
bium; Azo#obacter; Aerobacter; Escherichia; Streptoooccus; 
Bactrillum; Olostridium; y Cwynebacterium? Otras clases de 
adecuados microorganismos comprenden las  levaduras? liba moldes? 
los hongos y sim ilares. También pueden emplearse combinaciones 
de microorganismos?

Las levaduras siguientes son bien adecuadas para la  
asimilación de hidrocarburos oxigenados como e l metanol? y 
pueden ser empleadas convenientemente? Son ejemplos de e llas : 
las levaduras de las especies Candida? como por ejemplo la  
Candida mycoderma? Candida rugosa? Candida u t i l i s ?  Candida ste 
H at oidea? Candida robusta? Candida claussenii? Candida krusei, 
las especies del género Saccharomyoes? como por ejemplo la  
Sacohamomyoes cerevisiae? Sacoharomyces f ra g ilis ?  Saccharomy- 
ces rosei? Saccharomyoes acldifaciens? Saccharomyoes elegans? 
Saccharomyoes rouxxi? Saccharomyoes la o tis?  Saccharomyoes 
fraotum? las levaduras de la s  especies Pichia? como Pichia 
farinosa? Pichia polymarpha? Pidia membranefaciens? las leva­
duras de las especies Debaryomyoes ? como Deberyomyces vini? 
Bebaryomyces nicotianae? las levaduras de las especies Hansenula 
como Hansenula minuta? Hansenula satumus^ Hansenula ca lif  omica 
Hansenula mrakii? Hansenula sy lv icda?  las  levaduras de las 
especies Lipomyces? como Lipomyces stakeyi? las  levaduras de 
las especies Cryptococous? como Cryptococous neoformans? 
Cryptococcus albious, Cryptococous íu te d u s?  la s  levaduras de 
las especies Nematospora? como Nematospcra coryli? las levadu­
ras de las especies Torulopsis como Torulopsis candida? Toru- 
lopsis bolmii? Torulopsis v e rsa tilis?  las levaduras de las es­
pecies? como Brettanomyoes bruxellensis? y similares?
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Una fuente de nitrógeno obtenible biológicamente es 
también cargada en e l reactor.' Loe ejemplos de fuentes adecúa 
das comprenden e l hidrcocido de amonio, el n itra to  de amonio?' 
la  urea y e l amoníaco?

Generalmente, se añaden agua suficiente, minerales 
adecuados,- factores de crecimiento, vitaminas y similares a l 
proceso de fermentación,' para satisfacer las necesidades par­
ticulares de los microorganismos empleados.

El medio mineral,' incluidos los factores de crecí -  
miento? las vitaminas y similares? es-esterilizado según la  
presente invención? abtes de su carga en e l fermenta dar micro­
biano? mezclando con dicho medio mineral una suficiente canti­
dad de alcohol a lifá tico  soluble en agua? corno par ejemplo me­
tano!,' para conseguir una concentración alcohólica comprendida 
aproximadamente entre 5 y 99 % en peso de la  mezcla de lee dio 
mineral y alcohol? y preferiblemente comprendida entre 8 y 15% 
en peso?

La mezcla comprende ahora un material de alimentación 
hidrocarbonado y oxigenado soluble en agua en un medio mineral 
esterilizado para su oarga directa en un fermentador microbia­
no? Ella puede constituir la  sola alimentación, pero también 
pueden añadirse otros materiales de alimentación oxigenados 
como los mencionados anteriormente?

Para realizar una operación de fermentación en estado 
constante,' esta mezcla de medio mineral y alcohol es regulada? 
en lo  que concierne la  velocidad de carga a l fermentador y/o 
la  concentración de alcohol contenido de modo que se obtenga, 
una concentración de alcohol en el efluente de fermentador com­
prendida aproximadamente entre Ó ,d  y 1% en peso? Pueden emplear 
se convenientemente cualesquiera bacterias adecuadas que puedan
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u ti l iz a r  la  alimentación alcohólica como fuente de alimento 
para su metabolismo Manteniendo dentro de los lím ites des­
critos anteriormente la  concentración-de alcohol en el efluen­
te  de fermentador/ se consigue una eficiencia máxima del fe r­
mento microbiano empleado/ Se consigue está ventaja indepén -  
lientamente del microorganismo particu lar empleado,' de su ve­
locidad particular dé crecimiento y similares,- de modo que di 
oho fermento puede obtenerse una producción máxima de produc­
tos celulares**?

Debido a los contenidos variados del efluente de 
fermentador/ es generalmente más deseable analizar e l gas o e l 
vapor encima del efluente del fermentador para determinar la  
concentración del alcohol en el líquido mismo cuando se desea 
un análisis continuo. Esto permite un control continuó de la  
corriente de efluente sin  contaminar n i obstruir é l analizador.

Pueden emplearse analizadores automáticos en un s is ­
tema completamente automático/ en e l que se emplean seHales de 
caudalIprocedentes de un analizador para hacer funcionar o pa­
ra r  válvulas, bombas o similares que pueden regular la  carga 
de medios y de alcohol a l  fermentador/ A si/ en respuesta a un 
medio analizador, puede emplearse un medio de control de flu jo  
para a lte ra r  la  velocidad y/o la  concentración de mezcla de 
alimentación dé alcohol y de medios minerales cargada en e l 
fermentador/

De puede enplear un medio analizador como e l anali­
zador cromatográfico y programador descrito en la s  Patentes USA 
3.119/995 y 3*121.160 para medir directa o indirectamente la  
concentración del alcohol contenido en e l efluente de fermen­
tador/ . *

Generalmente/ es perfectamente satisfac to rio  e t empleo
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dé un analizador que puede controlar de manera continua el 
efluente dé fermentador de modo que puedan realizarse los co­
rrespondientes ajustes en la  concentración y/o la  velocidad de 
la  mezcla de alimentación de alahol y de medios minerales para 
asegurarse de que la  concentración de alcohol en el efluente 
de fermentador quede comprendida entre 0,01 y 1% en peso.'

Seg'un la  figura 1,' se suministran a una zona de 
mezcla (3) medios minerales procedentes de (12) y alcohol de 
(13)? Los medios minerales y el alcohol son puestos en contac­
to , generalmente,' durante 30 minutos a 24 horas'.' La mezcla es­
te rilizada de alcohol y medios minerales es cargada per e l con 
ducto (4) en el fermentador (5)# donde se verifica el proceso 
de bioeíntésis descrito anteriormente? El efluente de fermen­
tador es eliminado del fermentador (5) por el conducto (6) para 
su u lte rio r tratamiento y/o recuperación. Una muestra de l i ­
quido o de gas puede ser tomada por e l conducto (7) del con­
ducto (6) del efluente del fermentador y conducida a l medio 
analizador (8)*? Una seSal de caudal procedente del medio ana-, 
lizador (8) puede ser alimentada por el conducto (9) a los me­
dios (10 y 11) de control de paso, para aumentar o disminuir 
la  concentración y/o la  velocidad de los ingredientes cargados 
en e l fermentador^'

La presente invención comprende también un procedi­
miento en él cual la  alimentación microbiana que contiene con­
centraciones biocidas de aldehidos es puesta en contacto con 
compuestos nitrogenados reactivos a los aldehidos.' Los aldehi- 
dosmodificados por o en presencia del compuesto nitrogenado 
son alimentos eficaces y la  mezcla resultante puede ser alimen 
tada directamente a un fermentador como material nutritivo de 
carbono e hidrógeno,' para producción celular por los mimoorga 
nismos en condiciones adecuadas para la fermentación'? Se pre-
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fia re  que sean alimentados a l termentador sólo los productos 
solubles en agua de lanezcla resultante?

EL etileno puede ser convertido en acetaldehido y 
e l acetaldehido y otros productos oxidados solubles en agua 
resultantes del proceso de oxidación pueden ser usados como 
material de alimentación una vez que han. sido mezclados con 
amoniaco o compuestos nitrogenados, como por ejemplo urea**? Co­
mo,' para e l crecimiento celular? se necesita nitrógeno tanto 
para neutralizar los ácidos producidos como para proporcionar 
nitrógeno para la  s ín tesis  de 3a prcteina, e l método de mez­
clar un compuesto nitrogenado, como por ejemplo amoniaco o 
urea antes de la  fermentación cumple eficazmente e l requisito  
anterior además de hacer no tóxico el.m aterial de alimentación 
s i  están presentes aldehidos. El anhídrico carbónico producido 
por el metabolismo microbiano en el proceso de fermentación 
puede ser incorporado a l prooeso completo por reciclado y con­
versión,' para e l uso en una sín tesis  de Fischer-Trcpsch, u 
otros procesos químicos de sín tesis conocidos en la  especiali­
dad.'

Como se muestra en la  figura 2,' una alimentación de 
hidrocarburo o carbonosa cruda o impura,' procedente de la  
fuente (20) ,' puede ser oxidada en e l recipiente (21).' El de­
rivado de hidrocarburo oxidado puede ser alimentado par e l con­
ducto (22) a l recipiente (23), donde puede ser mezclado con el 
compuesto nitrogenado procedente de la  fuente (24). la  mezola 
de reacción de loa mismos puede ser alimentada directamente,' 
por el conducto (25),' a l  fermentadar (26) como material de a l i ­
mentación microbiana;' para la  producción celular? El empleo 
discrecional del recipiente ( 30) es objeto de discusión a con­
tinuación?
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Según otra varian te , una alimentación que contiene 
aldehido procedente de la  fuente (20) puede se r alimentada por 
e l conducto (28) a l  reoipiente (23)# donde puede se r mezclada 
oon e l compuesto nitrogenado procedente de la  fuente (24), y 

la  mezcla resu ltan te  puede se r conduoida por e l conducto (25) 
a l  fermentador (26). Otras modificaciones, como por ejemplo el 
empleo del recip ien te  (21) para la  s ín te s is  de Fischer-Tropsch 
de derivados hidrooarbonados oxigenados y la  alimentación del 
hidrocarburo oxigenado por e l  conducto (22) a l  recipiente (23), 
donde es mezclado con compuestos nitrogenados procedentes de 
la  fuente (24), y la  conducción de la  mezcla resu ltan te^  por 
e l conducto (25), a l  fermentador (26) y e l  reciclado de anhí­
drido carbónico procedente del fermentador (26), por e l  con­
ducto (29), nuevamente a l  recip ien te  (21), son también posi­
bles*^

En otra variante más, un hidrocarburo oxigenado pro­
cedente de la  fuente (20) puede ser alimentado a l  recipiente 
(21) y e l compuesto nitrogenado procedente de la  fuente (24) 
puede se r mezclado con é l y la  mezcla resu ltan te  puede ser a l i ­
mentada par e l conducto (22) a l  recip ien te (23), lavada en é l 
con agua y los productos solubles en agua de los mismos pueden 
se r alimentados por e l conducto (25) y  por e l reoipiente (30) 
de separación de agua a l  fermentador (26) en forma de alimen­
tación de hidrocarburo oxigenado soluble en agua.'

Se cree probable que la  transformación de aldehidos 
deletéreos para la  vida,' como por ejemplo formaldehido,' en pro­
ductos como la  hexametilentetramina y s im ilares, es responsable, 
dentro de amplios lím ite s , de la  ap titud  de estos m ateriales 
como m ateriales de alimentación.

Una forma c r ít ic a  de realización  de la  presente in -
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vención ea que loa compuestos nitrogenados reactivos a los 
aldehidos sean mezclados con loe compuestos oxigenados usados 
como material de alimentación antes de la  introducción en e l 
fermentador de la  mezcla resultante.'

Los ejemplos que ilustran  los compuestos nitrogena­
dos adecuados que pueden ser empleados comprenden e l  amoniaco 
e l hidróxido amónico, e l su lfato  amónico,' e l n itra to  amónico?' 
e l fosfato amónico,' e l ace ton ltrilo , la  urea?' la  guanidina y 
el áoido úrico?' Actualmente, se prefieren el amoniaco o los 
compuestos amónicos?

Deberían añadirse cantidades de compuesto nitrogena­
do suficientes para hacer inocua una cantidad importante del 
material deletéreo en e l material de alimentación*? Normalmente? 
aproximadamente un 0,01 -  10 de equivalentes molares de dicho 
compuesto nitrogenado debería estar previsto para cada mol de 
aldehido?

Una vez alcanzado el grado deseado de fermentación, 
los productos microbianos de fermentación, como la  proteína? 
los aminoácidos, las vitaminas? los factores de crecimiento? 
las gomas y similares pueden ser separados por cualquier medio 
conocido en la  especialidad, como por ejemplo por centrifuga­
ción, f iltra c ió n , extracción de disolvente? depuración de volá­
t i le s  o adición de antidisolventes? como por ejemplo acetona? 
etanol o metand, que hacen precip itar los productos de la 
conversión'?

EL proceso integrado durante e l cual se oxida e l hi­
drocarburo o el material carbonoso y los productos solubles en 
agua de oxidación son conducidos a un proceso biológico de fe r 
mentación está representado en loe Ejemplos siguientes, que de 
muestran la  eficacia y los perfeccionamientos de la  presente 
invención?' Dichos Ejemplos son solo ilustra tivos y no tienen
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que ser interpretados como una limitación del alcance de la  
presente invención/

E J E M P L O  1
Se carga un reactor con metano y oxígeno en una re -  

395 lación molar de 81:10. La presión del reactor es de 107 atmós 
feras absolutas y la  temperatura es de 3503 C3Ü La duración de 
la  reacción es de 5,5 minutos.' EL efluente de la  reacción es 
enfriado a 503.' aproximadamente y conducido a través de agua/ 
Cada 100 moles de metano convertido/ se recuperan en forma de 

4-00 solución acuosa 16,'6 moles de metanol y 0,3 moles de formal
debido/ EL metano y los productos de reacción como el anhídrido 
carbónico y el oxígeno carbónico y sim ilares, no están inclui­
dos en las  solución acuosa debido a su baja solubilidad.'

Loa hidrocarburos oxidados solubles en agua ccnteni- 
4-05 doa en la  solución acuosa comprenden e l 98,3 par ciento en pe­

so de metanol y el 1,7 por ciento en peso de formal debido/ La 
solución acuosa a s i formada,' cuando contiene e l 15 por ciento 
en peso aproximadamente de agua, es enfriada a 343 0. aproxi­
madamente y conducida/ en forma de material hidrocarbonado 

410 oxidado soluble en agua de oxidación/ a un fermentador con agi 
tador New Brunswick de una capacidad de 14 l i tro s / ' En todas 
las Tandas/ se emplean temperaturas comprendidas entre 32 y 
40% C/ En e l fermentador/ se cargan previamente 7 li tro s  de 
medió de base ( l)  y 500 cm3 del mencionado inoculante/ que es 

415 elegido y acondicionado para que se pueda usar metanol como " 
fuente de carbono y de energía/ EL proceso continuo de fermen­
tación es realizado mientras e l material de alimentación es 
alimentado de manera continua a l  reactor y los productos de 
producción microbiana son recuperados. EL proceso de oxidación
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ea equilibrado con el proceso de fermentación de modo que el 
material alimentado es suministrado de acuerdo con la  veloci­
dad de fermentación producida por dichos microorganismospa­
ra conseguir rendimientos óptimos.' La estabilidad del proceso 
es controlada durante las 52 a 72 horas de trabajo? La Tabla 
I  demuestra las condiciones de trabajo empleadas durante la  
tanda y los resultados de la  s ín tesis  microbiana de protoína 
durante este proceso continuo?

T A B L A  I

430

435

440

445

450

455

460

Condiciones durante las  tandas
Medio de base ( l)Factores de crecimiento Entrada de a ire  Agitador Presión
Velocidad de alimentación
Material acuoso alimentado NH4OH (22-26% NH3)Medio mineral (l7 Indicios de mineral ( 2) ,Velocidad to ta l de alimentación Volumen de fermento en estado estable

BB6 (1)Ninguno
10 litros/m in? 1*900 rpm\1 a tacaba?

0,140 litro s /h ?  .
0 .  028 litao s  A ?
1 , 2̂00 l i tro s /h ?0,016 litro s /h ?
1^384 l i tro sA ?5,'5 l i t r o s .

Basándose en estas condiciones, rueden hacerse los cálculos siguientes , * ..... - ........-
Tiempo de retención en e l Termentador 3,97 Concentración celular del fermento(3) 27,15 Rendimiento de células seoas cada. -ICO kgs? de metano consumido 18 ,0  Rendimiento de células secas cada100 kgw.' de CĤ. consumidas (4) 36 jC Productividad del.Termentador (5) , 6?84 Contenido de hidrocarburo de las células O

horasg /l i tro

kgsgA itro/hora
( l)  EL medio de base BH6 comprende la s  cantidades siguientes de . . materiales por l i t r o  de medio acuoso!

KH

(S u Jtso i
NaClMg50 .̂7 HgO 
Indices Minerales ( 2)

2?5 gramos 
2?5 gramos 
2?0 gramos 0'Í5l gramo 
3*0 gramos 
0 *̂02 gramos 10 mi?
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(2) Solución de indicioa minerales? solución acuosa que contie- . . ne las cantidades seguientes de los minerales que se indican por l i t r o  de solución:

OuSo^HgOKIFeÓlgTBHgO
M̂ SÔ RgONa¿MoC{í?2H20
ZnS04.57H2C
=3 ^ 3

0?06 gramos 0?O8 gramos 4.80 gramos 
Oi'30 gramos 0?20 gramos 2íí00 gramos 0?i02 gramos

(3) Peso en seco de células por l i t r o  de producto de fermento',?
(4 ) Suponiendo un 100% de la  conversión teórica CH4. en CĤ OH.
(5) Productividad en gramos de oélulas seoas por l i t r o  do fer? . . mentó y por hora de retemqim en e l fermentador.' El anali-'s is  de los productos de células seoas indico constantemen­te  mas del 65% de proteica'?

m  ejemplo anterior es un ejemplo del proceso químico 
biológico de conversión de la  presente invención y del elevado 
contenido de proteína celular conseguido con la  misma.' La Adi­
ción. de una parte de la  alimentación de metanol a l medio mine­
r a l  antes del paso, a l fermentador -  de modo que e l contenido, 
de metanol de la  mezcla resultante sea del 10 par ciento en pe­
so -  asegura la  exclusión de toda bacteria extraña procedente 
del sistema?

E J  B M P L O I I
Se introdujo en e l fermentador? como material de a l i ­

mentación? un metanol del comercio que comprendía un 80 a 85% 
en peso de metanol? un 5 a 10 por ciento en peso de agua y e i 
resto  é te r dimetílico? acetona? aldehidos y otros productos 
similares^? La operación y los resultados de la  sín tesis de pro 
teína microbiana durante la  operación en. estado permanente del 
fermentador son esencialmente idénticos á l  Ejemplo B? Par cada 
ICO lib ras de metanol consumido? se obtuvo un rendimiento de
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aproximadamente 39 lib ras de células secas. El análisis  de las 
células secas reveló un contenido de proteína de más del 65%*¿' 

EL ejemplo I I  demuestra la  eficiencia* digo eficiente 
u tilización  de una fuente comercial hidrocarbonada del comercio 
empleada para conseguir una elevada producción de proteína ce­
lu lar.'

E J E M P L O  I I I
Se empleé un cultivo de Pseudtmonas,' s&* en e l fer* 

montador New Brunswick*' en una tanda esencialmente idéntioa a 
la  del Ejemplo I*' pero cargándose sucesivamente en e l fomen­
tador etanoiy acetaldehido y n-propanol después de mezclarlos 
con hidróxido amonioo¿ Estos hidrocarburos oxigenados resu lta  
ron ser materiales de alimentación eficaces y aceptables por 
los microorganismos^

E J E M P L O  IV
Se empleó un fomentador con una alimentación de 

CH3OH y NH4OH en estado estable^' Se concluyó la  alimentación 
de Cĥ OH y Se añadieron a l  fomentador 35 mi. de
acetaldehido mezclados con 9;!25 mi. de hidróxido amónico (solu 
ción acuosa a l  25 por ciento en peso). Estas funciones contro­
ladas indicaron que e l fermento bacteriano u tilizaba la  mezcla 
resultante de acetaldehido-NH^CH tan bien o mejor que la  a l i ­
mentación de C^CH-N^MK'

Después de cargar la  mezcla de alimentación de aceta l 
dehid0-NH4.cn,' se devolvió e l reactor a l  funcionamiento en esta­
do permanente con alimentación de CH^CMB^CHy Este ejemplo de­
muestra claramente que e l acetaldehido que había sido previamen 
te  mezclado con un compuesto nitrogenado es adecuado como mate-
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r ia l  de alimentación para fermentadorea según el proceso de la 
presente invención^

Como se ha dicho anteriormente, se ha descubierto que 
en el proceso de fermentación conducido esencialmente según el 
Ejemplo I , ' existen en e l efluente del producto considerables 
cantidades de gomas polímeras. La goma puede ser recuperada 
por los medios agotados de fermentación mediante precipitación 
oon disolvente orgánicos polares? puliendo entonces ser secada 
en un polvo que se presta a ser almacenado y usado convenien­
temente'?*

Pueden obtenerse variantes de la  goma polímera emplean 
do varios de los microorganismos mencionados o variando la com­
posición del medicó Se han conseguido rendimientos superiores 
a 50 gramos/iitro de peso seco de goma y de células<r Estas .go­
mas pdímeras aumentan -  se ha descubierto -  la viscosidad de 
las composiciones acuosas?

Dichas ganas pueden ser usadas como ad itiv ís en 
inundaciones de agua,' como por ejemplo en la  recuperación de 
aceite']? formando una mezcla con el agua," de modo que la  visco­
sidad resultante.es igual a la  del aceite "in s itu " , de modo 
que puede conseguirse una mayor eficiencia en la recuperación 
de dicho aoeite'?

La goma puede también ser usada oomo un aditivo del 
barro de perforación y como agente de control de la  pérdida , 
de aguaí? La adición de goma aumenta la  viscosidad de la compo 
sición de barro de perforación hasta la  viscosidad deseada,' 
manteniendo sólidos en suspensión e l barro de perforación.
Tiene una sensibilidad de núcleo a las sales y es compatible 
con otros aditivos del barros

La goma polímera puede también ser usada oomo un
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agente selectivo de obstrucción y viscosificación para uso en 
yacimientos de petróleo. La goma polímera puede ser so lub ili- 
zada e inyectada en el yacimiento con un Ph in ferio r a 10.' En 
este campo de pH  ̂ e l pd inero  entra en la  zona deseada o ac -  
túa a modo de visooeificador.' El pH puede ser regulado con 
álca lis  sobre cuando menos un 11-1175^ Con este pH,' las gomas 
polímeras son gelifioadas y forman una masa tenaz y correosa^ 
Los á lca lis  pueden a s i ser inyeotados en la  formación^ de mo­
do que la  goma se so lid ifica  y forma un bloque.' Influyendo en 
e l pH7 e l material puede ser hecho muy visooso para una mayor 
recuperación de aceite,' o formado en un sólido que constituye 
un bloqueé En otras situaciones,* puede ser deseable inyectar 
primero e l á lo a li y hacerlo seguir luego de la  goma soluble,-
usando, de ser necesario^ una zona separada de agua para que

,  *no se produzca una solidificación prematura,' excepto en la  
zona de penetración máxima del agua.' EL material está protegi­
do contra la  degradación microbiana par e l elevado pH.' También 
es posible ge lifica r este material gomoso aSadiendo agentes 
desnaturalizantes, como per ejemplo acetona alcoholes y simi­
lares'.'

E J E M P L O  7
La viscosidad del producto efluente que contiene di­

chas gomas polímeras obtenidas de un fermentador conducido t í ­
picamente como en el Ejemplo I  fuá medida en un viscosímetro 
Brookfield LVT y comprobada de 147000 CPS 7 3.300 CPS;- 17200 CPS, 
384 CPS y 247 CPS a 0,3, 1757 6' ,̂*' 30 y 60 r.p7h7 (con un husi­
l lo  ns 2 respectivamente)'.'

El producto efluente fuá diluido con 3 partes de 
salmuera par cada parte de producto efluente y la  viscosidad
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de la. mezcla diluida fuá medida en el vis cosímetro Brookfield 
empleando e l husillo nc 2* Se observaron viscosidades de 100 
CPS, 40 CPS,' 20 CPS y Í8 CPS a 1 ,5 , ^0, 30,0 y 60?9 r.pW? 
respectivamente.

585 Los ensayos anteriores demuestran eficazmente que
las gomas polímeras producidas según la  presente invención son 
ú tile s  como viscosificadcres de agua y de soluciones acuosas,?

E J E M P L O  VI
El producto efluente? que contenía las gomas polime- 

590 ras empleadas en el Ejemplo V, fuá diluido como antes con 3
partes de salmuera preparadas para obtener la  concentración de 
la  sa l -  par ejemplo (40,3 g. de NaCl,-10,5 g. de CaClg, 4?'8 g? 
de MgClg**̂  HgO cada l i t r o  de soluoión acuosa) -  del Campo Potro 
lífe ro  Burbank de Oklahcma por cada parte de producto.' Arena 

595 procedente de un yacimiento Naoatock ( la  formación Nacatok es 
la  arena productora del campo Smackover de Arkansas) es carga­
da en un tubo de una longitud de 1,8 m? La arena está saturada 
de petróleo crudo procedente del Campo Burbank. Luego,' la  oolüm 
na de arena es calentada a la  temperatura del yacimiento del 

600 Campo Burbank y mantenida sobre la  misma, mientras se hace pa­
sar par la  columna de arena salmuera de Burbank hasta que no 
es eluido más petróleo? Manteniendo la  temperatura como antes? 
la  mezcla anterior l t3  de producto efluente y de salmuera de 
Burbank es conducida luego a través de la  arena hasta que no 

605 es eluido más petróleo.' La cantidad to ta l de petróleo adicional' 
producida par lavado con el produdto efluente y la  salmuera 
equivale a l  7,8% del volumen de paros de la columna de arena'? 
Por consiguiente, los ensayos anteriores demuestran que el la ­
vado con la  mezcla de producto efluente de goma polímera y de
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610 salmuera de Burbank se tradujo en una mayor recuperación de pe­

tróleo?
Se ha comprotado que la  goma polímera posee también 

cualidades adhesivas adecuadas para su s titu ir  los adhesivos de 
proteína de caseína o de soja y para mezclar formando agentes 

615 de revestimiento de papel?
E J E M P L O  VII

La goma polímera producida como se ha dicho anterior­
mente en eí Ejemplo I  fuá empleada para juntar substratos de ma, 
dera descubriéndose que poseía una resistencia adhesiva de cor- 

620 te  de 14 kgs./cm2?/ según el Ensayo ASTM na D-1002-53T; lo  que 
constituye un ejemplo de las características adhesivas de esta 
goma polímera?

Se ha descubierto que cantidades anormalmente eleva­
das de trip tofano, l is in a , leusina? treonina,' valina/ alanina 

625 y ácido glutámico, que son suplementos necesarios para lOB a l i ­
mentos deficientes, pueden ser sin te tizadas/ según el Ejemplo 
VIII indicado a continuación/ por los microorganismos anterior­
mente mencionados e indicados con números usando un material de 
alimentación de metanol-formaldehida-hidróxido amónico en los 

630 medios de sales minerales. Estos microorganismos crecen en un 
proceso aeróbico continuo de fermentación y usan este material 
de alimentación como fuente tanto de carbono como de nitrógeno 
y producen en los medios los aminoácidos solubles en agua 
triptofano, - lis in a / tre  onina/ valina /  alanina y áoido glutámico. 

635 Según la  presente realización, las oélulas microbianas son recu­
peradas y vendidas como proteína y e l medio de cultivo agotado 
es extraído/ recuperándose los aminoácidos.' La identificación 
por cromatografía de papel establece que cuando loe.microorga-

!
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nismos anteriormente designados son cultivados en un material 

640 de alimentación de metanol-formaldehido-hidróxido de amonio, 
estos siete  aminoácidos son producidos esencialmente en con -  
centradones anormalmente elevadas y excretados en los medios 
proporcionando asá un producto doble'.'

La Pseudomonas methanica produjo una producción par- 
, 645 ticularmente elevada de tript ofano, lisin a  y treonina; la

Psdeudomonas fluoresoens, de U sina treonina, leu ciña,' t r ip t  o 
fano y valina; y e l Corynebacterium simples^ de leuoina, l i s i  
na y treonina',' t r ip t  ófano y alanina.'

E J E M P L O  VIII
650 Se cargó ocm 7 l i tro s  de un adecuado medio de base

( l)  y con 500*om3 de inoculación de Pseudomonas sp'.' un fermen- 
tador con agitador New Brunswick,' de 14 li tro s  y de temperatu­
ra controlada entre 32-40S C? Los materiales fueron cargados 
en e l reactor y e l efluente fue eliminado hasta que las bacte- 

655 rías  habían alcanzado una velocidad exponencial de crecimiento 
y que se había alcanzado un estado permanente. Los datos s i ­
guientes ilustran  e l estado permanente del funcionamiento del 
fermentador (47-70 horas a p a rtir  del comienzo).'

1
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Condiciones durante 3a Tanda Tanda 1

660

665

670

Medio de base ( l)  Entrada de a ire  - AgitadorFactores de crecimiento
BH6 (1)

10 litros/minX 
1000 r¿p.mK?. ninguno

Velocidades de alimentación
Metanol : producto formaldehido (2)NmOH (22-26% NHi) (3)Medio de base (ljt Indicios de minerales Velocidad to ta l de alimentación Volumen de fermentadcr en estado permanente Contenido de alcohol del efluente

C;1452 lltros/hora  0^0291 litro s/ho ra  
1^200 litro s/ho ra  0,016 litro s/ho ra  
1,3708 litro s/ho ra  3,5 l i t ro s  - 1,13%

A base de estas condiciones^ pueden hacerse los siguientes cálculos :

675

680

Tiempo de retención en e l fermentador C encentra cien celular (peso en seco) Rendimiento de células secas/100 kgs. de metanol consumido -Rendimient o de células seoas/100 kgs'X' de (5) metano consumido . , , Porcentaje de proteína de las células (6) Productividad del fermentador

2¿55 horas 
26 ; i  g / l i t ro
16^4 kgs -̂

kgs^69t4 %10y'23 g /lítro /hora
1*4* El medio de base BH6 tiene las  cantidades siguientes de mate­ria le s  por l i t r o  de solución acuosa :

685

690

2X5 gK2HPO4 2í5 g(NH¡.)2S0^ 2X0 gNaCl - gMgSĈ '.VHgO 3.0 gCaOlg 0X04 gSolución de minerales indicíales (4) 10 mi
2'X Metanol : e l producto formaldehido comprende :

14 partes de metanol 
1 parte de HCEO acuoso a l  37%

3*y El NĤ CH fuá mezclado con el producto.metanol : formaldehido 
695 antes de ser conducido a l  fermentador'^

4^ 'La solución de minerales indicíales tenía las cantidades s i ­guientes de los compuestos que se indican,' por l i t r o  de solu cien : T



OuSOi^HgO OÍCg gEl OÍOS gFeOl^HgO 4Í80 g
MnS0^2C 0^30 gNagMoĈ Ŝ HgC 0Í20 gZnSO^^gO 2ÍOO gH3BO3 0Í02 g

5*y Suponiendo un 100% de conversión teórica de CĤ  en OĤOH ei e l metano es oxidado primero en metan olí'
6v El porcentaje de proteína iguala e l porcentaje N x 6,25'^
75* la  productividad del fermentador es en g<? de células secas par l i t r o  de fermento y por hora de tiempo de retención en e l fermentado^

Se realizó  una tanda de la  manera anteriormente des­
c rita  excepto que se cargó separadamente en e l fermentador e l 
hidráxido amónico sin  antes mezclarlo con el material de alimen 
tación me tan ol: f  ormaldehi d oí' Se eliminó e l  cultivo y la  fermen­
tación cesó?

EL Ejemplo I I  demuestra la  criticidad de mezclar e l 
compuesto que contiene nitrógeno de la  presente invención con 
e l material de alimentación que contiene e l hidrocarburo axida- 
do antes de conducir e l material alimentado a l fermenta dorí'

E J E M P L O  IX
Se empleó un fermentador New Brunswick de 14 li tro s^  

de temperatura controlada, en el campo comprendido entre 32-400 
Oí', en condiciones de estado permanente y empleando bacterias 
¿orno en e l Ejemplo VIII, pero aegón las condiciones siguientes:
Condiciones durante la  Tanda Tanda 3

Medio de base * BH-5 (8)Entrada, de a ire  8. litros/m iní'agitador 1000 r.p'ímy.Factores de crecimiento ninguno
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Velocidades de alimentación

Metanol-. 15 partes en volumenHCHO (37* en peso de sol/^cuoaa) 1 parte en volumen 0,1651/h NH¡.OH.(25% en peso de sol*^cuosa) 3 partes- en volumen Medio.de tase - l'/33 litroa/horaMinerales ̂ indicíales 0,005 litro s /h a raConcentración celular (peso en seco) 23 g /Ü tro
4) Váase e l Ejemplo IY
8) EL medio de tase BH-5  comprende :

KH2PQ4 2/5 gjMitro
K2HP04 2/5 g / l i tro
(NHP2S04 2/0  g /l i tro
NaCl- . - Oil g /l i troMgSO^HgO 3*0 g /l i tro
CaCl2 0/02 g /l i tro
Solución de minerales indicíales (4) 3/75 m l/litro

El fermentado? fuá controlado mediante ! (a) pH del 
medio; ( t)  medición del 02 disuelto en el medio; (c) cromato­
grafía gaseosa del efluente /  es decir concentración de CH3OH y 
HCHO; y (d) medición de la  densidad celular del medio"/

Se terminó la  entrada de la  mezcla de metanol-f ormal 
dehido-hidrcocido amónico y agua y la  mezcla de medio de tase-mi 
nerales indicíales*' Inmediatamente, se cargó en e l fermentador 
-  cuando lo  requería el pH,' para mantener e l pH sotre 6/5 -  
una alimentación que comprendía 14 partes en volumen de OH3GH/
5 partes en volumen de solución de HCHO (37% en peso de solución 
acAosa), y 3 partes en volumen de solución de NH4OH (solución 
acuosa a l 25% en peso)/ Se margó en e l fermentador un to ta l de 
50 cm3 de esta mezcla/ Las funciones controladas fueron/ por 
ejemplo/ e l pH -  6¿5/ la  atsarción de 0/2, la  ausencia de CH3OH 
o HCHO en e l efluente y la  densidad de 23 g /l i t ro  quedó constan­
t e /  Esto demostró que e l fermento u tilizaba sin  dificultad  la  
mayor concentración de HCHO*! . . .
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Cuando 50anJ de Ja alimentación anterior habían sido 
conducidos a l fermentador, se concluyó la  alimentación* Inme -  
diatamente, se cargó en el fermenta dar, cuando lo  requería e l 
pH para mantenerse sobre 6, 5 , una alimentación que comprendía 
14 partes en volumen de CH3OH,' 5 partes en volumen de solución 
de HCHO (37% en peso de solución acuosa) y 5 partes en volumen 
de solución de NĤ CH (solución acuosa a l 25% en peso)*' Un to ta l 
de 160 cm3 de esta mezcla fuá cargada en el fermenta dor.' Las 
funciones controladas fueron,- por ejemplo : pH *= 6^5, absor­
ción de Og, ausencia de CĤ CH o HCHO en e l  efluente^ y la  den­
sidad celular de 23 g /l i t ro  quedó constante'* Esto demostró que 
e l fermento continuaba utilizando e l mayor nivel de HCHO de la  
alimentación cuando se empleaba un mayor nivel de NĤ OH?

Cuando 160 cm3 de la alimentación anterior habían 
pasado a l  fermentador,' se terminó esa alimentación. Inmediata­
mente se oargó una alimentación que comprendía 1 parte en volu 
men de solución HCHO (37% en peso de solución acuosa) y 1 par­
te  en volumen de solución de NĤOH (25% en peso de solución, 
acuosa) en e l fermentador, a l requerirlo e l pH para mantenerse 
sobre 6,5* Se cargó en e l fermentador un to ta l de 85 cm3 de 
esta mezcla*' Las funciones controladas que se han mencionado 
siguieron siendo constantes.

Cuando 85 cm3 de la  alimentación anterior habían sido 
conducidas a l fermentador,' se terminó dioha alimentación, inme­
diatamente, se cargó en el fermentador una alimentación que 
comprendía esencialmente 37% en peso de solución acuosa de HCHO,' 
a l  requerirlo e l pH para mantenerse sobre 6,5* Casi inmediata­
mente, la  fermentación terminó,' como se comprobó por dichas 
funciones controladas*' Se concluyó e l cultivo antes de que 25 
om3 de HCHO hubieran pasado a l fermentador.
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Lo anteriormente expuesto demuestra la  posibilidad 
de la u tilización  de formaldehido como única fuente de-ener­
gía de carbono para la  producción celular por los microorga­
nismos/ y demuestra además lo  c r itic a  que es la  mezcla del 
compuesto nitrogenado de la  presente invención con el mate­
r ia l  de alimentación que contiene hidrocarburo oxidado antes 
de pasar a l formentador e l material de alimentación.* .

E J E M P L O  X
Se hizo funcionar un fomentador con una alimentación 

de CĤOH y NĤOH en condiciones de estado permanente'? termi­
nó la  alimentación de CH3OH y NĤ OH? Se añadieron a l  fomenta­
dor 35 mi? de acetaldehido mezclados con 9'?25 mi.' de hidróxido 
de amonio (solución acuosa a l 25% en peso)? Dichas funciones 
controladas demostraran que e l fermento bacteriano .utilizaba 
la  mezcla resultante de acetaldehido y NĤ OH tan bien o mejor 
que la  alimentación CHgCMtĤ OE?

Después de cargar la  mezcla de alimentación de acetal 
dehido-^H^CH, se devolvió e l reactor a l  funcionamiento en esta­
do permanente con alimentación de CĤ OE-NĤ OH?

E J E M P L O  XI
Se realizaron varias fermenta ci ones aerobias de mane­

ra continua y empleando especies del genero Cándida como fer­
mento y metanol como única fuente de carbono. Especies del ge­
nero Candida fueron depositadas en el centro de cultivos de la 
Northern U tilization Research and Development Divisióó/ Peoría 
I llin o is?  y fueron numéricamente indicadas con NRRL B- Y—7236? 
NRRL B- Y-7237 y NRRL B- Y-7238? Dichos cultivos fueron de­
positados en la  inteligencia de que tenían que ser libremente
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accesibles a l publico general'. Las tandas de fermentación con­
tinua duraron aproximadamente 265 horas. En las Tandas,' se em- 

825 pleó 1$[ composición de medios siguiente;
Composición de medios

830

835

H3PO4 (85%) 
K3L -  -Mg8C¡4WH20
CaOlgí^O
Solución de minerales indicíales ( l)  Mezcla de vitaminas ( 2)

AMT/litro

l í5

5
2

mi
6 '̂g.'

0,2  g3
gT?mimi

Metand 9% en peso de la  composición de los medios.
(1) Composición de los minerales indicíales grsmog/Litro Solución madre
0aCl¿;*2!%9
KI840 F e C l^ ^ O  NhCl2".4H20 NaMoO¡¡.̂ 2H20 
ZnCC.2

845 (2) Mezcla de vitaminas

TiaminaNiacina850 Pantotenato de CaHC1 de piridoxina Ácido p-^minobenzoico Riboflavina Bi otina855 Acido fo lie  o

93060
030804.8
03300320
2300302

Solución madre mg/lOO mlS!
40404040
2020 . 0¿2 332

Debería notarse que, aun cuando la  concentración de 
metand en la  composición de alimentación de los medios era 
de aproximadamente 9% en peso, pueden emplearse concentracio­
nes mucho más grandes o más pequeñas siempre que la concentra** 

860 ción de metanol en los medios del fermentador quede dentro de



865

§10

875

880

885

loa lím ites de 0,2 -  1,0 % en. volumen.' Asimismo# loa cultivos 
no requieren necesariamente todas las vitaminas empleadas en - 
la  mezcla, sino que éstas son añadidas en todas las tandas 
para convenientes fines de ensayo. Las condiciones de trabajo 
y los resultados del proceso de s ín tesis  dé la  proteína emplean 
do especies del género Candida NRRL B- Y-7236 están indicadas 
en la  Tabla I I . '

T A B L A  I I
Condiciones de fermentación
Velocidad de alimentación de los medios Velocidad de alimentación de NH4.OH * ,Velocidad to ta l de alimentación Volumen,de los medios en e l fermentador Agitación Airea dan  Temperatura,' a CÜ? 

pH .  ,Tiempo de retenciónConcentración de levadura en e l efluente
Metanol residual en e l efluente% en volumen (equivalente a la  cantidad de metanol en los medios del fermentador)

Resultados
Contenido de proteína de levadura^' 55%rendimiento basado en e l metanol usado 29,6

450, ml/h 15 ̂465^5 ml,&4500 mi.1000 r '^ W  
6 litros/min^' 30 5'¿29*7 horas

22,3  g / l i t ro  {peso en seco)
0*123

Los procesos de fermentación fueron conducidos según 
el Ejemplo anterior,' excepto que la  concentración de metanol 
en e l efluente del fermentador estaba fuera de los lím ites an­
teriormente indicados y se tradujo en una importante y repen- 

890 tina  caída de las  velocidades de crecimiento^
Todo aquello que sea accesorio en la  realización del 

procedimiento descrito, podrá ser objeto de modificaciones y 
las cuestiones de forma, dispositivos y máquinas u tilizadas en
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la  ejecución de la  invención deberán tomarse como de orden se- 

895 cundario, pudiéndose emplear aquellos que mejor convengan en
tanto  no a lte re n  fundamentalmente las  particularidades caracte­
rís tic a s '.'

La so lic itan te  se reserva e l  derecho de obtención de 
los oportunos Certificados de Adición complementarios por las  

900 mejoras que la  práctica pueda aconsejar.'
N O T A :

Descrita suficientemente la  naturaleza^ y alcance de 
la  presente invención,' a s í  como la  forma en que la  misma puede 
ser llevada a la  p rác tica , se reivindican a t í tu lo  privativo 

905 la s  siguientes particularidades ca rac te rís ticas  sobre las  cua­
les  ha de recaer la  concesión del p riv ileg io  de PATENTE DE IN­
VENCIÓN que se s o lic ita . '

1 ). Procedimiento perfeccionado para b io sin te tizar 
proteínas,' aminoácidos, gomas y otros valiosos productos mi- 

910 crobianos de fermentación, partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua, en e l cual se rea liza  una conversión 
de dichos productos microbianos en derivados oxigenados solu­
bles en agua de hidrocarburos mediante la  acción de microorga­
nismos sobre ta le s  derivados, en presencia de un medio mineral 

915 y en ausencia esencial de hidrocarburo, c a r a c t e r i z a  do 
por e l hecho de que e l medio mineral es este rilizad o  mediante 
la  adición a l  mismo de un alcohol a liáb ico  antes del contacto 
con Los microorganismos,' siendo metanol,' etanol u homólogos e l  
alcohol empleado.'

920 2). Procedimiento perfeccionado para b io sin te tiza r
proteínas,' aminoácidos,! gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación, partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua, según la  reivindicación l ) ,  caracte-
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rizado por e l  hecho de que la  concentración del alcohol en e l 
medio mineral e s tá  comprendida entre e l  5 y e l  99 por ciento 
en peso.'

3 ) . Procedimiento perfeccionado para b io s in te tiza r 
proteínas,' aminoácidos, gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación, partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua,^ según la  reiv indicación 2), caracte­
rizado por e l hecho de que la  concentración está comprendida 
entre e l  8 y e l 15 por ciento en peso^

4)  . Procedimiento perfeccionado para b io s in te tiza r 
pro teínas, aminoácidos,'- gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación, partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua, según cualquiera de las  an teriores 
reivindicaciones,' caracterizado por e l hecho de que e l  mate­
r i a l  in ic ia l  se establece conteniendo uno o más alcoholes, 
cetonas,- aldehidos,' ácidos carboxílicos? é teres o po lic ios.'

5 )  . Procedimiento perfeccionado para b io s in te tiza r 
p ro te ínasam inoácidos, gomaB y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación, partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua,' según cualquiera de la s  an teriores 
reivindicaciones^ caracterizado por e l  hecho de que e l mate­
r i a l  in ic ia l  es producido por oxidaoión con a ire  de uno o 
más hidrocarburos y por extracción con agua del efluente de 
oxidaci ón.

6) . Procedimiento perfeccionado para b io s in te tiza r 
proteínas,' aminoácidos, gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación, partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua y según la s  reivindicaciones 4) ó 5),  
caracterizado por e l hecho de que e l  m aterial in ic ia l  compren­
de concentraciones e s te riliz a n te s  de aldehido y se hace reac-

^ 32 ^
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ciornar con un compuesto de nitrógeno que hace no tóxico e l ma­
te r i a l  in ic ia l^  para las  bacterias usadas con fines de fermen­
tación'^.

7 ) *' Procedimiento perfeccionado para b io sin te tiza r 
proteínas y aminoácidos';* gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación^ partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua';' según la  reivindica-oión 6), caracte­
rizado por e l hecho de que e l compuesto de nitrógeno es eleg i­
do entre e l  grupo de amoniaoo^ hidróxido de amonio;' su lfa to  de 
amonio^ n itra to  de amonio',' fo sfato  de amonio';' ace to n itrilo ,' 
urea? guanidina o ácido úrico , en tanto que e l  aldehido u t i ­
lizado ear f  ormaldehido o acetaldehido.'

8 ) * 'Procedimiento perfeccionado para b io sin te tiza r 
prote&ias;' aminoácidos',' gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación,' partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua*p según la s  reivindicaciones 6) ó 7),* 
caracterizado por e l hecho de que e l compuesto de nitrógeno 
es aSadido a la  alimentación en una cantidad comprendida 
entre 0,01 y 10 equivalentes molares por mol de aldehido^'

9) '* Procedimiento perfeccionado para b io sin te tizar 
proteínas,' aminoácidosgomas y otros valemos productos mi­
crobianos de fermentación';* partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua7' según cualquiera de las  an teriores 
reivindicaciones';! caracterizado por e l hecho de que la  con­
centración alcohólica del efluente procedente dé la  zona de 
fermentación es mantenida en el campo comprendido entre 0,01 
y 1 por ciento en volumen^

10) . Procedimiento perfeccionado para b io sin te tiza r 
proteínas';' aminoácidos,^ gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación,' partiendo de hidrocarburos oxige-
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nados solubles en agua, según la  reiv indicación 9 ) caracte# 
rizado por e l  heoho de que la  alimentación comprende p rin c i­
palmente metanol y de que la  concentración del metanol en e l 
efluente de fermentación es mantenida dentro del campo com -  
prendido entre O,'2 y 1,0 por ciento en volumen.

11) . Procedimiento perfeccionado para b io s in te tiza r 
pro teínas, aminoácidos,^ gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación'^ partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en aguaj' según la s  reivindicaciones 9). Ó 10), 
caracterizado por el hecho de que la  conversión bacteriana es 
realizada mediante una levadura elegida entre los géneros s i ­
guientes : candida saccharomyces¿ p ich ia , debarymyees,' hanse- 
nu la,' lipomyces/ cryptococcus, to ru lopsis o brettanomyces.'

12) . Procedimiento perfeccionado para b io s ih te tiza r 
proteínas,' aminoácidos,' gomas y otros valiosos productos mi­
crobianos de fermentación,' partiendo de hidrocarburos oxige­
nados solubles en agua,' según la s  reivindicaciones lü ) u 11) 
caracterizado por el hecho de que la  concentración de metanol 
es mantenida dentro del campo comprendido entre 0,6 y 0,8 por 
ciento en volumen.*

13). "PROCEDIMIENTO PERFECCIONADO PARA BIOSINTETIZAR 
PROTEÍNAS,' AMINOACIDOS ¡ GOMAS Y OTROS VALIOSOS PRODUCTOS MI­
CROBIANOS DÉ FERMENTACIÓN PARTIENDO DE HIDROCARBUROSCXIGE-
NADOS SOLUBLES EN AGUA".

Todo e llo  según queda expuesto en la  presente Memoria, 
que consta de tre in ta  y cuatro hojas fo liadas y mecanografiadas 
par una sola cara, y dos hojas de/díbujos que se acompañan^

MADRID, 5 de Abril P.A.' l.'971 .
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