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Loe métodos conocidos en la especialidad para bio-

sintetizar protefnas, aminodoidos, gomas y otros valiosos pro-
ductos de fermentacién microbiana partienio de hidrocarburos)
tienen; desgraciadamente, michos incomvenientess Ias tajas ve-
locidades de sclubilidad de los materisles hidrocarbonados ali
mentados en los medios de fermentacién han causado bajas velow
cidades de productividad microblanac Generalmente, se nenesi =
tan unce complejos proce'dimient os de separaciém y de purificaw
olfn si se quieren obtener productos eficaces libres de toda
contaminacién de aceite y de aromé’cicos‘i‘ Los tiempos de retens=
oifn de los hidrocarburcs alimentados &l fermentar son eleva -
dog’s Resumiendoj 1oe métodos anteriores de fabricacién de pro-
telnas par conversifn microbiana de hidrocarburocs son decepcio
nentemente antiecondmicos$ |

Cuando como sola fuenbe de energia para la Termentae
cién microbiana, se usan loe productos de oxidacién solubles
en agua de materiales hidrocarbonados o carbénicos, puede cone
seguirse de manera econémica y eficiente una produccidn en
gran escala de protefna (véase por ejemplo la Patente belga
719.3028) | ,

' As:L'," un material hidrocarbomado o carbonoso puede
ser oxidado y los productos de oxidaciim solubles en agua = ¢O
mo los slcoholes; los aldehidos, les cetonas y 108 doidos car=
box{licos - pueden ser empleados como materiales de aliments -
cifn para la fermentacién microbianay' o bien el material carbo
noso puede ser axidado o convertido de otro modo en ahidrfdo
carhénico, &xido de carbono e hidrfzeno y estos productos puew
den ser convertidos en una sintesis de Fischer—-Tropsch 0 por
otro proceso de sintesis qu:Lmicé.,‘ para ﬁroducir'hidrocarburos

oxigenados solubles en agua;"’ destinados a ser empleados como



35

40

45

50

55

60

materiales de alimentacidn para la fermentacidén microbiana’

Los productos microbiance asi producidocs estdn esen=
cialmente exentos de contaminantes ¥ es innecesario todo largo
procedimiento de meparacidn y de purificacion para obtener un
producto eficaz exento de aceite y de contaminantes aromgti =
co8’ o

El hidrocarburo u otro material carbonoso parg OXi-
dar pusde ser cualquier hidrocarburo oxidable;' como por ‘ejém-
plo metano. Puede obtenerse de gaa natural, fracciones de pe=~
trdleo; productos procedentes de la cragquizacidn de asfalto, -
0 plmnilaress -

Debe quedar entendido que el término "axidado" o
®hidrocarburo oxigenado® ocomprende no sélo Ros productos Obbtew
nidos efectivamente por oxidacién, sino también los compuestos
que contienen oxigeno sunque hayan sido obtenidos por algim
otro proceso distinto de la axidacim directald

Bn las conversicmes bacterianas del tipo descrito
es altamente deseable que sean exclufdas del sistema de conm
versifn las bacterias extrafiass Una fuente por la cual puede
penetrar la contaminacidn es el medio mineral empleado’s Segin
la presente invencidn, se impide la contaminacién por crganis-
nos microbiance extrafios e indeseados afiadiendo al medio mine-
ral una ocantidad esterilizante de un alcchols El alcohol es
afiadido antes de que el medio mineral alcance la zona de COne
versifn bacteriana o de fermentaciiny Con este finj puede usar-
ge cualquier alcohol soluble en agua'd Sin efnbargdi* los preferie
dos par su £4cil disponibilidad son el metancl y el etanols

Otro tipo de material que ha causado problemas en el
pasadoy debido a sus efectos deletéreos sohre las bacterias usa

das para 1a sintesis de la protefna; son los aldehidos, espew
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clalmente en una concentracién relativamente elevada. Ia pre=

sente invenciln resuelve este prohlema afiadidndole al meterial
de alimentacidn, ouando se estd en presencia de concentracioe

nes biocidas de aldehidosy un compuesto de nitrfgeno que reace
ciona con el aldehido, convirtiéndolo en derivados ficilmente

oonvertibles por las bacterias usadas?

Segin otro aspecto de la invencién, se mantiene so-
tre un valor &ptimo la eficiencia de la conversim alcchdlica
congervando una pequefia concentracidn de alcohol sin convertir
en el efluente procedente de la zona de conversién o de fermen
tacién. En generaly' esta concentraciln es de 0,01 a 1% en volu
mens Cuando el componente principal de alimentacién estd cons=
titufdo por metancl y es convertido mediente uma levadura, la“
concentracién de metanol en el efluente es ﬁ_aixtehida dentro
del campo cbmpreﬁdido entre 0;‘2 y 1,0% en volumen, y preferi-:-
tlemente entre 0,6 y 0,8% en volumens

Ia figura 1, es un diagrema de proceso que ilustra
una forme de realizaciém de la invencidh, en la cual el medio
mineral es esterilizado con alcohol y el contenido de alechol
del efluente de fermentaoién estd sometido a controly' ,

Ia figura 2; es otro diagram de proceso que ilustra
otra forma de realizacion. en la que las concentraciones b:l.oc:l.
das de aldehidos son hechas innocuas’

Los derivados de hidrocarburcs oxigenados que pueden
ser empleados como materiales directos de alimentacifm compren
den los alcoholes alifdticos, las cetanas, los ‘aldehidos; loe -
doldos carbox{licos, los éteres y lee policles solubles en aguas

Son algunocs ejemploe de ellos s ol metandly etanol,
propanol; tutanol, pentanoly hexanal; l,"'-I-é-hep-banaiol;" dcido pen

tanoico, gcido 2-metiltutanocicos doido £érmico; deldo acéticoy
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doido propanocico; formaldehido, acetaldehido, propanal, tuta-
nal; deido glutdrico, doido hexanoico, doido heptandioico,
4=heptancna, 2-heptancnay glicerinay glicol etilénicoj glicel
propilénico, 2-propanma; 2-butenana, dter dietflico, éter
metilet{licoy éter dimetflico y éter dipropilicod

El proceso de fermentaciin es ejecutado segin las
condiciones conocidas generalmente en la especialidad para fa-
vorecer la fermentacifn microbianai' Generalmente; se e;zi;;iean
temperaturas comprendidas entre aproximadamente 158 Cs y apro-
ximadamente 608 Co y presicnes comprendidas ap;'oxiﬁadamente
entre 0,1 y 100 atmdeferas absolutast Normalmente, se emplean
rresiones comprendidas aproximdamente entre 1 y 30 aimisferas .
Con frecuencia, por razones de oonveniencia; se emplea 1a,pre;
sién atmosférioas Los microorganismos para emplear en el procg
80 de fermentacifn pueden ser cuslquier microorganismo que )
utilice materiales oxigenados de alimentacidn como fuente de
carbano y de emergia’’ Ias bacterias adecuadas que utilizan
hidrocarburoce pueden ser culiivadas y multiplicadas como sigues:

Una mestra de terreho es sacada de cualquier parce-~
la- deseada meramente desde detajo de la superficie de terrency
Ias mestras de terreno toredas en una formacion que contenga
hidrocarburos contendrdn; generalmente, m&s microorganismos
conpunidores de hidrocarburo que las mesiras de terreno t oma-
das en un drea que no contenga hidrocarburcs.' Se prefiere tomar
la mestra de terreno debajo de la superficle del ferreno a uma
profundidad suficiente para evitar toda contsmimacidn desde la
superficieo Generalmente , 8@ éligen profundidades que van de
15 cms & 1 metrd; siendo preferidas las profundidades oompr_ep; .
didas entre 60 cm, ¥y 1 metr,o“;* Al sacar las mestras, deberfa

velarse por que la muestra de terreno fuera una mestra de tow
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rreno relativamente no removidd, tomada a la.profundidad desea~
da’y Un m&todo convenientde de toma de.muestras es el de excavar
un agujero mediante un excavadoer corriente de hoyos de postes,
amroximadamente hasta la.profundidad deseadas’ Iuego con una baw
rrena Gé mano) se toma del hoyo una mestra de terreno sin re
mover & la profundidad deseadas

Una meatra de 200 gramos de terreno, obtenida como
ge ha dicho';‘ es mezclada, durante 1 minuto aproximademente, con
1000 ml. de un medio estéril de la composiciin siguiente 3

Medio m:l.neral ne 1

sy m

Ho0 : 1000  g¢
Mgs0y 01 &
Kzﬁ?@,q, 0‘5‘5 . S:'
Cas0y | oL gt
NHy K03 < A

Entonces,’ se regula sobre ; el PH de la suspensitn de
terreno con cualquier base no deleterea"“ mientras se agita la
suspensidn, Iuego, se afiade 1 wls de lo suspensidn de terreno
a 100 wl. de dicho medio mineral estaril, para obtener una sus=
pensifm de terreno en dilueifn al 1 - 100. I;uego; ge afiade 1 mls
de 1a dilucifn al 1 = 100 a 100 wl.dl medio mineral para obte-
ner una suspensifn de terreno en dilucifn el 1 = 10.000*.‘ Enton-
ces, se mezcla la suspensiin de terreno al 1 = lq;m'con una
cantidad ;ie metancl suficiente para produéir una mezcla de meta=
nol al 5% en volumen. Entonces se incuban loas cultivos durante
6 afas a 370 Co aproximadamente , despuds de lo cual se hacen

estriaa en ca;]as de Petri que contienen agar preparado de acuer«-
do con la receta siguiente
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NH,NO, 1,0 g
XS0, 0yl ¢
xznpo4 0,5 g
03804_ 0,1 g
Agar-Agar 15,0 g
Hy0 destilada 000 g

Metanol suficiente para obtener metanol al 155% en
volumon‘;' : '. o
7 Se incuten las cajas de Petri durante 6 dfes & 372 C
aproximadamente’ Colonias vitales son vueltas a aplicar en ]
otras cajas de Pefrb como antes, para purificar las colonias’;’
Bntonces se trasladan colonias individualea 8 medios
comprendidos segun la receta del Medio Mineral nﬂ 1l y que cOn=
tienen metanal suficiente para comprender un 1-2% en volumen
del medio tobald _ |
- Son ejemploe de microorgahismos ﬁ*i&.és 1a i’seﬁdanonas
methanicay; que ha recibido la designaoifn mumérica NRRL B<3449
de la Northern Utilization Tesearch end- Development Divisidén)
Pecria, Illinois; Ie Peeudomonas fluorescens; designacién mime-
rica NRRL B%3452; la Methanomcnas methanica, designaciln mimeri
ca NRRL B=3450;' 1a Methanomonae methan ooxd dans'y designacién-hu:
marioa NRRL B~3451, ¢l Arthobacter paraffioum, designaclén m‘lme
rice NRRL B=3453, ¥ el Corynebecterium simplex, deeignacién
mumérica Ni}RL B-3454 Los microorganismos de Pseudomopas gp.
mer'nn' empleédos de mé.nera general en todos los ejemplos de
tendas de la presente exposiolémy'
’ Loe ‘géneros Bacillua Myoo‘ba.cterium, Actinomyces ¥y
Nocardia son otros ejemplos ilustrativos de microarganismos
que han gido ensayados y que han resultado ser bacterias ade~

ouadas que utilizan productos oxigenados. Otros ejemplos de



nicroorganismos comprenden los géneros : Micrococous; Rhodoba
180 cillus; Chromatium; Nitrosomonae; serratiaj; Nitrobacter; Rhizo
bium; Azoyobacter; Aerobecter; Escherichia; Streptococcus;
Bactrillum; Olostridium; y Corynebacteriums' Otras clases de
adecuados microcrganismos comprenden las levadurasy 1lbs moldes,
los hongos y simileres. También pueden emplearse comhinaqicmea
185 de mioroorganismoss .
las levaduras siguientee son blen adeouadas para la
agimilacién de hidrocarburos oxigenados como el me?gnol,’y )
pueden ser empleadas canenientemente? Son ejemplos de ellas t
las levaduras de las especies Candiday como por ejemplo la
190  Candids mycoderma; Candida rugoea, Candida wtilis, Candida ste
1latoides; Candida robusta, caﬁdiaa'glaugaenii'; Candida krusei ,
las especies del género Saocharomyoea;Lcomo por ejemplo la B
Secchamomyoes cerevisice,’ Sacoharomyces fragilisy Sacoharomy~
ces roeeii‘Sgccﬁaromyoes aé;difaoiqng? Sacqhgromyoéa'alegana}
195 Saccharomyoces rduxxiﬁ»Saccharomydgé 1aq€ie$'83ccharomwées
fractun; las levaduras de las especies Pichiéﬁ'comg P;éhié
farinosa ;) Pichia polymorphe, Pidia membranefaciens, las levaz
duras de las especies Debaryomycea, como Debaryomyces vini,
Beharyomyces nicotianae, les levaduras de ‘las eapeoiea Hansennla,
200 como Hansemla minnta, Hansemuls saturnus’y Hanaennla californica,
Hanaahnla mrakiii‘ﬁansennla sylvicdlai a8 ieéhdurab de 1as
espeoies Lipomycea, como Lipomyces ntakay ;i las levaduras de
las espeoiea cryptococcua, como Cryptococous neoformansf )
Cryptococcus albious, Cryptoooccus luteclus, las levaduras de
205 las especies Nematospera, como Néh;%oapcma caryliy las levadu=
. ras de 1a8 especies Torulopsis como Tomulonsié candida; Torue
lopsis bolmii, Torulopsis veraatilis, las levaduras de las ogw

pecies, como Brettanomyoes bruxellensis, y gimilares,
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Una fuente de nitrégeno obtenible bioldgivamente es
también cargada 'en;rel reactor. Los ejemplos de fuentes adecug
das comprenden el hidréxido de émonio,' el nitrato de amonio';“
1a ures y el amonfacos

Generalmente, me afiaden ague suficiente, minerales
adecuados, factores de crecimiento, vitaminas y similares &l
proceso de fermentacién, pera satisfacer las necesidades i.par-':-
ticulares de 10s microorganismos empleados. ,

" El medio mineral, inclufdos los factores de creci -
niento) las vitaminas y similares, es-esterilizado segdn la
presente invencién; ahtes de su carga en el fermentador micro-
bianoy' mezelando c¢on dicho medio mineral una sufieiente canti-
dad de alcohol alifdtico soluble en agua';“- como par ejemplo me=.
tanoly para coﬁseguir una concentracidm alcohdlica comprendide
aproximdamente entre 5 y 99 % en peso de la mezcla de medio
mineral y-alooholy y preferibtlemente comprendida entre & y 15%
en pes oy’ ' '

Ia mezols comprende ahora un material de alimentacién
hidrocarbonado y oxigenddo soluble en agua en un medio mineéral
esterilizado para su carga directa en un fermentador microbig=
nos Ella puede constituir la sola alimentacidn, pero tambien
pueden afiadirse otros materiales de alimentacifn oxigenados
como loe mencicnados anteriocrmente’’

Pars reaslizar uns operacitn de fermentacidn en estado
constante, esta mezcla de medio mineral y slcohol es regulads
en 10 que concierne la velocidad de carga al fermentador y/o
1a concentracidn de alcohol contenido de modo que se obtenga -
una concentraciém de alcohol en el efluente de fermentador comw
prendida eproximadamente entre 0,0l y 1% en peso, Pueden emplear
se convenientemente cualesquiera bacterias adecuadas que puedan



utilizar la alimentacidn alcohdlica como fuente de alimento
240 para su metaboliemos Manteniendo demtro de loa lfmites des-
critos antericrmente la concentracifm.de alcohol en el efluen-
te de fermentador? se. consigue una eficiencia mixime del ferw
mento microbiano empleados Se consigue esta ventaja indepen
dientemente del microorganisme particular empleado, de su Ve=
245 locidad particular de orecimiento y similaresy, de modd que di
cho fermento puede obtenerse una producoién mixima de produc;
tos celularess
Debido a los contenidos variados del efluente de
fermantaaoi? es generalmente mis deseable analizar el gas o el
250 vapor encima del efluente del ferméntador para determinar le
concentracifn del alcohol en el 1iquido mismo cuando se desea
un andlisis contfnuos Bsto permite un contrel contimio de la
corriente de efluente sin contamirar ni obstruir el analizador.
Pueden emplearse anslizadores automdticos en un sise
255 teme. completamente automéwico; en el que se emplean sefiales de
caudaliprocedentes de un analizddor pare hacer” funciaar o Pl
rer vilvulas, bombas o similares que pueden regular la cirga
de medics y de alcohol al fermentador. Asf; en respuesta a un -
medio analizador, puede emplearse un medio de control de flujo
- 260 para alterar la velocidad y/o la concentracién de mezcla de
alimentacifn dé alcohol y de mediocs minerales cargada en el
fermentadors: '
Se puede emplear un medioc analizador como el anali-
zador cromtogrdfico y programdor descrito en las Patentes USA
265 341196995 ¥ 34121.160 para medir directa o indirectamente la
concentracién del alcohol contenido en el efluente de fermen=-

tador

Generalmente, es perfectamente satisfactorio ek empleo
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de un analizadér que puede controlar de manera continua el
efluente dé fermentador de modo que puedan realizarse 10s co=
rrespondientés ajustes en 1a concentracitn y/o la velocidad de
la mezcla de alimentacidn de alahol y de medios minerales para
esegurarse de que la concentracién de alcohol en el efluente
de fermentador quede comprendida entre 0,0l y 1% en pesoé‘

Seg'un la figure l, se suministran a una zona de
mezela (3) medios minerales procedentes de (12) y alcohol de
(13)% Iubs'medios minsrales y el alocohol son'pu'eatos en contace
to, generalmente; durante 30 mimutos a 24 horase Ia mezcla es—
terilizada de alcohol y medios minerales es cargada por el con
ducto (4) en el fermentador (5), donde se verifica el proceso
de bios{ntesis descrito ante:l'i.orméntg"i"m'efluente de fermen-
tador es éliminado del fermentadar (5) por el conducto (6) pars
su ulterior tratamiento y/o recuperacifn. Une mestra de 1=
quldo o de gas puede ser %omada'por el OOnduc'bO'(;) del con= .
ducto (6) del efluente del fermentador y conducida al medio
analizador {8)% Una sefial de caudal procedente del medio ana-.
lizador (8) puede ser alimentada por el conducto (9) & los me-
dlee (10 y 11) de contrel de paso, pers aumentar o dismimuir
la concentracifn.y/o la velocidad de los' ingredientes cargadcs
en el fermentadors 7 '

e presente invencién comprende tambidn un procedi-
miento en el cuel la alimentaciém microbiana gque contiene cone
centraciones biocidas de aidehidos es puesta en contacto con.
compuestos nitrogenados reactivos & los aldehidoss Los aldehi-
dosmodificados por o en presencia del compuesto nithogensdo
son alimentos .eficaces ¥y la mezcle resultante puede ser alimen
tade directamente & un fermentador como material nutritivo de
carbono e hidrdgeno, para produccién celular por los miguorgz

nismos en condiclones adecuadas pera la fermentaciny' Se pre;
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fiere que sean alimentados al fermentador sdlo los productos
solubles en agua de lameszcla resultante?
EL etileno puede ser convertido en acetaldehido y

el acetaldehido y otros productos oxidados solubles en agua
resultantes del proceso de oxidacidén pueden ser usades.como
material de alimentacidn una vez que han sido mezclados con
amoniaco o compuestos nitrogenados, como par ejemplo uree’s Co-
mo, para el crecimiento celular; se necesita nitrégeno tanto
para neutralizer los geidos producidos como para proparcionar
nitrégeno pare la sintesis de 1a proteina, el método de meze -
clar un compuesto nitrogenado; como por ejemplo amon:i.é_.'do 0
urea antes de la fermentacitn cumple eficazmente el réquisito
anterior ademds de hacer no téxico el.material de alimentacién
si estdn presentes aldehidos. EL anhidrico carbénico producido
por el metabolismo microbianc en el proceso de fermentacidn -
puede ser inocorparado al proceso completo por reciclado y con~
versidn, para el uso en una sintesis de Fischer«Tropsch, u
otros procesos quimicos de sintesis conocidos en 1a especialis
dad.’

| Como se muestra en la figura 2, una alimentaclén de
hidrocarburo o carbonosa cruda o impura, procedente de la
fuente (20); puede ser axidada en el reciplente (21)¢ Bl de=
rivado de hidrocarburo oxidado puede ser alimentado por el con-
ducto (22) al recipiente (23), donde puede ser mezclado con el
compuesto nitrogenado procedente de la fuente (24)« Ie mezola
de renccidn de los mismos puede mer alimentads directamente; -
por el conduoto (25), al fermentador (26) como material de ali-
mentaclén microbiana; para la produegit'ﬁ celulars EL empleo
discrecional del recipiente (30) es objeto de discusifn a con=

tinuaci dn
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Segin otra variante, una alimentacion que contlene

aldehido procedente de la fuente (20) puede ser alimentada por
el conducto (28) al recipiente (23), donde puede ser mezolada
oon el compuesto nitrogenado procedente de la fuente (24), ¥
la mezole resultante puede ser conducida por el conducto (25)
al fermentador {26). Otras modificaciones, como por eaemplo el
empleo del recipiente (21) para la sintesis de Flacher~TrOpsch
de derivedos hidrooarbonados oxigenados y la alimentaci én del
hidrocarburo oxigenado por el conducto (22) al recipienfe (23),
donde es mezclado con compuestos nitrogénados procedentes ée
la fuente (24), y la conduceidn de le mezcla resultantey por
el conducto (25), al fermentador (26) y el reciclado de anhi=
drido carbénico'procedente del fermentador (26), por el cone
ducto (29), nuevamente al recipiente {21), éon.tambiéq‘posi;
blesy -

En otra variente mds, un hidrocarburo oxigenado pro=
cedente de la fuente (20) pueds ser alimentado al reciﬁiente -
(21) v ol compuesto nitrogenado procedente de 1arfuente (24)
éuede ger mezclado con 61 y la mezcla resultante puede sér éii-
mentade por el conducto (22) al recipiente (23), lavada en é1
con agua y los prp&qctos‘solublea en agus de los mismos iueden
ser alimentados por el conducto (25) y por el recipiente (30)
de separacién de agua al fermentador (26) en forua dé aliﬁen@
taoibn de hidrocarburo oxigenado soluﬁ;e'en agua.e’ ) ‘

Se cree probable que la transformacidn de aldehidos
deletéreos para la vida, como por ejemplo formaldehido, en pro-
mwwcmohhmmﬂHMWWMMaymmhmmesmwmwﬂm
dentro de amplios llmites, de la aptitud de estos materiales
como mteriales de aiimentaci&n. ' A

Una forma critica de realizaciln de la presente ine
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vencitn es que los compuestos nitrogenados reé.ctivos a los
aldehidos sean mezclados con los compuestos oxigenados usados
como material de alimentacién antes de la introduccién en el
fermentador de la mezela resultantes’

Los ejemplcs que ilustran los compuestos nitrogena=-
dos adecuados que pueden ser empleaéos comprenden el amoniaco
el hidréxido aménico, el sulfato anénico, el nitrato aménicoj
el fosfato aménico, el acetonitrilo; la urea; la guanidina y
el doido dricos Actualmente, se prefieren el amoniaco o los
compuestos amdnicos. _ _

Deberfan afiadirse cantidedes de compuesto nitrogena=
do suficientes para hacer inocua una cantidad importante del
material deletérec en el material de alimentacins' Normelmente
aproximadamente un 0,01 -~ 10 de equlvalentes molares de dicho
compuesto nitrogenado deberia eatar previsio para cada mol de
aldehidos , |

Una vez alcanzado el grado deseado de fermentaciény
los productos microbiancs de fermentacién, como la proteina,
los aminodeidos, las viteminas, 1os factores de crecimiento)
las gomas y similares pueden ser geparados por cualquier redio
conocido en la especialidad, como por ejemplo por centrifugae
cibn, filtracifn, extraceién de disoclvente, depuracidn de volge
tilep o adicidn de antidisolventes; como por ejemplo acetona;
etanol o metanol, que hacen precipitar los productos de la
conversi n’?

El proceso integrado durante el ocual se axida el hi-
drocarburo o0 el material carbonoso y los productos solubles en
agua de oxidacién son conducidos a un proceso bialdgico de fer
mentaclidn estd representado en los Ejemploe siguientes, que de
miestran le eficacia y los perfeccionamientos de la presente

invencién’s' Dichos Ejemplos son solo ilustrativos y no tienen
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que ser interpretados como una limitacidn del alcance de la

presente invenciand

EJEMPIO 1

Se carga un reactor con metano y ax{geno en una re-
lacifn molar de 81310. La presidn del reactor es de lo'} atmbg
feras absolutaa'y :la'te{nperatura es de 3502 C3 Ia dura_cién de
1a reacciln es de 5,5 mimitos. Bl efluente de la reacciln os
enfriado a 508, aproximadamente y conducido a través de agua’d
Cada 100 molee de metano convertido, se recuperan en forma de
sclucifn acuoea 16,6 moles de metanol y 0,3 moles de formal
dehidoy EL metano y 1oe productos de reaccién como el anhidrido
carbénico y el oxf{geno carbénico y similares , no estdn incluf-
dos en las solucién acucsa debido a su baja solubilidads

Los hidrocarburos oxidados solubles en agua contenie
dos en la Qoluoién acuosa comprenden el 98,3 poar clerts en pe;A
80 de metancl y el l,; par ciento en peso de formaldehiddsy Ie
solucifn acuces asf; formada, cuando contiene el 15 per ciento
en peso apro:ﬁ.mdamenté de agua, es enfriada a 342 Cs aproxi-
madamente y conducida) en forma de material hidrocarbomado
oxidado soluble en agua de oxidacién, a un fermentador con agi
tador New Brunswick de una capacidad de 14 litross En-tolas
las Tandasi’f‘ se emplean temperaturas comprendidas emntre 32 y :
40% C5 En el fermentador; se ocargan previamente '—I litros de
medlo de base (1) y 500 cm3 del menciomado inoculantey que es
elegido ¥y acondicianado para que se pueda usar metanol como -~
fuente de carbamo y de energ{a’® El proceso contimio de fermen-
tacién es realizado mientras el material de alimentacién es. .
alimentado de manera cont{nua al reactor y los productos de

produceién microbiana son recuperados. El proceso de oxidacidn



420 es8 equilibrado con el proceso de fermentacidn de modo que el
material alimentado es suministrado de acuerdo con la veloci-
dad de fermentacifn producida por dichos microorganismos; pa=
ra conseguir rendimientos Gptimos.' Ia estabilidad del proceso
es controlada durente las 52 a 72 horas de trabajoi Ia Tabla

425 I demestra las condicicmes de trabajo empleadas durante la
tanda y los resultados de la sintesis microbiana de proteina
durante este proceso cont{nuos L

P A B L A I

Dondiciones durante las tandas

430 Medio do base (1) ’ - BH6 (1)
Factores de crecimiento Ninguno ° .
Entrada de aire- : - . 10~ litros/min'd
Agitador 1,000 rom - -
Presi ,, : -1 atmy abs?d

435 Velocidad de alimentaociém , h ;
Material acucso alimentado 0,140 - litwos/hyl.
NHs OH (22=26% NH;3) ‘ 0,028  litpos/l
Medio mineral (1}- . 15200  litros/ny
Indicios de mineral (2) 0,016  litros/hy

440 Velocidegd total de alimentacién © 15384 litros /Wy
Volumen de fermento en estado estable 5,5 litros.
Basiniose en estes condicionesy pueden hacerse 10s cdloulos
glgalienves L : R
Tiempo de retencidn en el fermenta or 3,97 horas

445 concenmci%n celular del fermento?B) 27 :15 g/litro

Rendimiento de celulas secas cada. - _ L.
100 kgss' de metancl consumido 18,0 kgs

Rendimiento de celulas secas cada C "

. " 100 kgmo de OHy consumidas (4) 3630 k

450 ~ Productividad del. fermentador (5) . = 6384 ’,'gﬁi‘tro/hora

Contenido de hidrocarburo de las. celulas © - -

(1) BL medio de base BH6 comprende las cantidades siguientes de

. . materiales por litro de medio acucsos

: mgo,; T 2% gramos
455 0y, 25 gramnos
( )2804 250 gramos
NaCl - . 031 gramo-
NS0y 7 HyO _ 0:332 gramoe
-CaCl - «02 gramos

460 aﬁ.ﬁes Minerales (2) 10  mly
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(2) Solucién de indicios minerales, solucifn acuosa gue contie-
ne las cantidades s:;guientes de los minerales que se indican
por litro de solucions

0u804«‘i’r'5330 : 0,06 gramos’
KI. 0,08 gramos
'1'0013."61{ 0 4480 gramos
%804’."520 . 0,30 gramos
Nazmw4’3‘2H20 0:20 gramoé
ZInSORTH0 2,00 gramos
B0 0502 granos

(3) Peso en seco de células par litro de producto de Permentos

(4) Suponiendo un 100% de la conversifn teérica CHy en GHyCH,
(5) Productividad en gramos de gélulas secas por 1itre do fer-
mento y por hora de retemgi@n en el fermentgdors El andliw

. ::;-a m: %3 gr;dggtgogg i;;lulas secas indicQ constantemenw
Bl e;jemplo anterior es un ejemplo del proceso quimico
bidl.&gico de conversifm de la presente invenciqn v del elevado
contenido de proteina celular conseguido con la misme. La Adi-
cidn de una rarte ‘de_la alimentacién de metanol al medio mine

ral an‘l:en del paso al fermentador - de modo que el contenido

de metanol de lajmezcla resultante sea del 10 por c:._em;o en pe-

80 = agegura la exclusidn de toda bacteris extrafia procedente

del si_ste_ma’é'

EJ EMPIL O II

- P T 4 wne

e introdujo en el fermentadory como material de ali-
mentad.ﬁn,bun metanol del comercio. que comprendfa un 80 a 85%
en peso de metanol, un 5 a 10 par olento en peso de agua y el
resto éter dimet;ﬁlico‘;" acetonay aldehidos y otros productos
similaresy Ia operaciqn y los resultados de la sintesis de pro
tedna microbians. durante la operacién en, estado permanente del
fermentador son eaencia.lmen‘be idénticos al Ejemplo T Por cada
100 libras de metanol ‘consumldo, se obbuvo un rendimiento de
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aproximadamente 39 libres de células secase EL andlisis de las

células secas reveld un comtenido de proteins de mds del 65%:
Bl ejemplo II demuestra la e:@ioi'enoie.;' digo eficiente

utilizacién de una fuente comercial hidrocarbomada del comercio

empleada para comseguir una elevada producolfn de proteins ce-
lular,

—

EJ B M P L O IIT

Se emplef un cultivo de Pseudmonasy sp, en el ferw
mentador New Brumswick; en una tanda esencialmente idémtica a
la del Ejemplb Iﬁ‘ pero cargéhdoeé sucesivamente en el farmen-
tador etanolj acetaldehido y n-propancl después de mezclarlos
con hidréxido aménicos Bstos hidrocarburcs cxigemados resulig
ron ser materiales de alimentacidn eficaces y aceptables por_ N

los microorganimoa"f‘

B JEBMPL O IV

Se empled un fermentador con una alimentacién de
0H3QH y NH4CH en estado estable’ . Se concluy6 la alimentacidn
de 0h30H ¥ NH,OH.' Se afiadieron al fermesntador 35 wly de
acetaldehido mezolados con 9'25 mls de hidréxido aménico (solu
cifn acuosa al 25 por ciento en peso) Betas funcines contro-
lades indicaron qué el fermento baoﬁ;riano_utilizaba la mezcle
resultante de acetaldehido-NH40H tan bien o mejor que la alie
mentaclén de OHyCH~NE O |

Despuea de cargar la mezela de e:l.imentaoién de acetal
dehido-NH4OH, se devolvi el reactar al funcicnamiento en esta=
do permax}ente con alimentacidn de QH3QH-lH40H2“ Eate ejemplo de=
miestra claramente que el acetalgiehido que nabia sido previamen

te mezclado con un compuestio nitrogenado es adecuado como mate:



rial de alimentacién para fermentadores segin el proceso de la
presente invencidn’s |
Como se ha dicho anteriarmente, se ha descubierto que
525 en el proceso de fermentacién conducido esencialmente segin el
Ejemplo I, existen en el efluente del producto considerables
can'b:_[.dadés de gomas polimeras. Ie goma puede ser recuperzda
por los medios agotados de fermentacifn mediante precipitacidn
con disolvente orgénicos poleres, pudiendo entonces sa secada
530 en un polvo que se presta & ser almacenado y usado convenienw
temente’s
Pueden. obtenerse variantes de la goma polimera emplean
do varios de los microorganismos mencianados o variando la come
posicim del medl 0s Se han conseguido rendi;zlientos superi ores
535 a 50 ymga/lifré de peso seco de goma y de célulass Bstas gom
mes polfmeras sumentan - se ha descubierto - la viscosidad de
las composiciones acuogass A
Dichas gomas pueden ser usadas como aditivﬁé en
immd_aciméa de agum, como par ejemplo en la recuperacidn de
540 aqeite‘ﬁ‘ formando una mezela con el aguay de modo gue la visco-
sidad Tesultante es igual a la del aceite "in situ", de modo
que puede conegguirse unea mayor eficienciaaen la récuperacién.
de dicho aceite’d ' .
~ Ila gomm puede tambien ser usada como un aditivo del
| 545 tarro de perforacién y como agente de control de la pérdida |
de aguat Ia adicidn de goma aumenta la viscosidad de la compo
slcidn de ba.rré de perforacifn hasta la viscosidad deseaday -
manteniendo sflidos en suspensi@n el barro de perforacidn.
Tiene una sensibilidad de micleo & las sales y es compatible
550  con otros aditives del berrod

la gom polimera pusde también ser usada como un



agente selectivo de obstruccin y viscosificacifn para uso en
yacimientos de petréleo. Ia goma polimera puede ser solubili-
zada e inyecteda en el yacimiento con un Ph inferior a 10, En
555 este campo de pH{ el polimero entra en la zona deseada 0 ac -
tfa a modo de viscosificador: El pH puede ser regulado con
dlcalis sobre cuando mence un 11-11;5% Con este pH, las gomas
pol:Lme_ra.s son gelificadas y forman una masa tenaz y correcsas
Los alcalis pueden asf ser inyeotados en la formacilny de mo
560 do que la goma se solidifica y forma un blogues Influyendo en
el pH;*- el material puede sexr hecho muy viscoso pa.ra ung mayor
recuperacitn de aoeite';‘ o formado en un s0lido que cohstituye
un bloque*é" En otras situsciones,; puede ser deseable inyectar
primero el £loali y hacerlo seguir luego de la goma soluble)’
565 usando, de ser necesario, una zona separada de ague para que -
no se produzeca una soliﬁiﬁoacién'preuatura,? excepto en la
zona de penebracifm mixima del agus, El material estd protegi-
do contra la degradacifn microbiana par el elevaedo pHe' Tambin
es pogible gelifiocar este material gomoso afindiendo é.gerltes
5}0 desnaturalizantes, como por ejemplo acetona}‘ alcoholes ¥ simli-

lares'y
EJEMPIL O V
Ia viscosidad del producto efluente que contiene di-
chas gomas polimeras obtenidas de un fermentador condcido tf=
575 picamente como en el Ejemplo I fué medida en un viscosimetro
Brookfield IVT y comprobade de 145000 CPS; 3,800 CPSy 1,200 CFS,
384 OP§ y 247 0P8 a 0,3, 1i5; 670y 30 y 80 repind (éon un husin
110 ne 2 respectivamente)y .
" Bl producto efluente fué dilufdo con 3 partes de
580 salmera por cada parte de producto efluente y la viscosided
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de 1a mezola dilufde fud medida en el viscosimetro Brookfield

empleando el husillo n® 2. Se observaron viscosidades de 100
CPS, 40 CPS, 20 CPS y 18 CPS a 1,5, 60, 30,0y 60,9 r.p.in.
respe c't:ivamen'be .

Los ensayos anteriores demuestran eficazmente que
las gomas polimeras producidas segin la presente invencién son

li'biiea como viscosificadores de agua y de soluciones ucucsas’s

EJEMPILO VI

El producto eflugnte;‘ que conten{a las goms polime~
ras empleadas en el Ejemplo V, fué dilufdo como antes con 3
partes de salmuera preparadas para obtener la concentracidn de
1a sal - por ejemplo (40,3 gi de NaCly 10,5 g;' de Callp; 48 g3
de MgClyd6 Hao cada litro de solucidn acucsa) = del Campo Petro
1{fero Burtank de Oklahoma por cadas parte de produc'l:oo Arema
procedente de un yacimiento Naoatook,(la formacign Nacatok es
la arenz productora del cainpo Smackover fe Avkensas) es carge;-
da en un tubo de unma longltud de 1,8 m.' Ia avena estd saturada
de petréleo crudo procedente del Campo Burbank. Iuego, la colim
na de arena es calentada a la temperatui'a del yaéimiento‘del )
Campo Burbenk y mantenida sobre la misma, mientras se hace pa-;
gar par la columna de arens salmera de Burbank hasta que no
es elufdo mds petr&iéﬁi‘ Manteniendo la temperatura como antesy
la mezcla anterior 1:3 de producto efluente y de salmera de
Burbank es conducida luego a través de la arens hasta &ué"no
es elufdo mfs petrdleos Ia cantidad total de petréleo adiclional:
producida pofc lavado con el produdto efluente y la salmuers
equivale al 7 8% del volumen de poros de la columna de arena's
Par consiguien'be, los ensayos a.nteriores demuestran que el la-

vado con la mezcla de producto efluente de goma polimera ¥y de
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salmiera de Burbank se tradujo en uns mayor recuperaciin de pe=
tréle oo . . ]

Se ha comprotado que la gowa polimera posee también
cualidades adhes'ivaa adecuadas para sustituir los edhesivos de
protefna de caseina o de soja y para mezolar formando agentes

de revestimiento de papelsd

———

B J BEMP I O VII

Ie goma polimera producida como se ha dicho anteriar-
mente en el Bjemplo I fud empleada pare juntar substratos de mg
dere descubriéndose que posefs una resistencia adhesiva de cor-
te de 14 kgso/om23y segin el Ensayo ASTM ne D-1002-531; lo Qe
constituye un ejemplo de 1as'earac'bei'iétiqéa ‘qdhesivaé‘ de esta
gome polimeras ‘ L |

Se ha dgscubier’qo que caz}tidades anormlmen'lfe eleva~
das de 'brii&tdfano, 1:I.sina;‘ 1eusina‘;‘. treoninay,’ val-ina;’ alanina
y acido glutdmico, que son suplemertos necesarios para 1loe al:_i._:-
mentos defieientes, pueden ser ain'l;etigadas . segﬁn el ﬁ:jeﬁplb
VIII indicado a continuacidn, por los microorganismos anteri ore
mente mencionados e indicados con mimercs usando un.m;.terial de
alimentacifn de metanol~formaldehido-hidr&xido aménico en los
medios de sales mineralese Bstos microorganismos crecen en un
proceso aerébico cont:’.x}uo de fermentacifm y usan este material
de alimentacién como fuente tanto de carbemo como de nitr&gen'c"
¥ producen en los medios los aminodeidos solubles en agua
triptofano, ,J:isina';" treonina, valina';* alanina y éoid6 glutémico.
Segin la presente realizaci_én.‘- les células microbianag son recu-
peradas y vendidas como protefna y el medio de cultivo agotado
es extraldo, recgpez';éndosq los aminodeidoss Ia identificaclén

por cromatografia de papel establece que cuando los microorga=
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nismos anteriormente designados son cultivados en un maiterial
de alimentacifn de metancl~formaldehido~hidréxido de amonio,
estos siete aminodeidos son producidos eseﬁcialmente en con -
centraciones anormalmente elevadas y excretados en 1os medios
proporei onando asd un producte doble’

Ia Pseudomonas methanica produjo una produceién par—
ticu]armen'l:e elevada de triptofano, lisine y treonina; la
Psdeudomonas fluoreaoens, de lisina treonina, leucina, tripto
:f:‘ano ¥y valina; y el Corynebacterium simples, de leueina., liai

naj treoninay triptéfano y alanira.

EJ B NP I O VII

Se cargd con ; litros de un adecua’.do medio de base
(1) y con 500"61113 de inocu;aci&n de Pgeudomonas sp’s un fermen—
tedor con egitador New Brunswick, de 14 litros y de temperatus
re controlada entre 32402 C Los materiales fueron cargados

en el reactor y el efluente fue eliminado hasta que las baote- o

. rias habfan alecanzado una velocidad expenencial de crecimlento

¥ que se habia alcanzado un estado permanente. Los datos si-

guientes ilustran el estado permanente del :t‘uncionamiento del

fermentador (47-70 horas a partir del comienzo).




660

665

670

675

680

685

690

695

Condiciones durante. la Tanda Tanda 1

Medio de base (1) ' BE6 (1)

Bntrada de aire .- - 10 1i'l7ros ming.

Agliador 1000 r.‘p.m" -

Factores de crecimiento ninguno

Velocidades de alimentacién
Metanol : producto formaldehida (2) "1452 1itros/hora

OH (22—26% NHa) (3) - 550291 1itros/hora

Medio de base (1¥- . - 3200 1itros/hora
Indicios de minerales 0 10316 litros/nora
Velocidad total de alimentaciém - 3708 1itros/hora

Volumen de fermentador en estado permanente 3,5 1litros.-
Cm’cenido de aloochol del efluente » :

A base de estas eondicionas‘;‘ Euedeh hacerse 108 siggiezg_ﬁ;é_g
galoulos t »

Tiempo de retencién en el fermentader ,55 horas
Concentracitm celuler (peso en seco) 2641  gflitro
Rendimiento de células.secas/100 kgse' de _ - .
metanol consumido 1634 . kes?
Rendimiento de c&lulas secas/100 kgs ;
de (5) metano c nggido : 32 ,8 kgs'
Porcentaje de prot de las ceﬂ.ulaa (6) 69

. Productividad del fermentador oli23 g,’litro/hora

-

13 El medio de base BH6 'biene les cantida.dea siguientea de mate-
~ riales por litro de solucifm acuosa 3

KHpPOY 1255

g
EoHPOS, 25 g
(NH4)2804 | 20 g
Nacl 0"1 e
09.012 - "3‘04 e

Solucifn de minerales indiciales (4) ~ 10 ml
2! Metanol ¢ el producto formaldehido comprende 3

14 partes de metanol
1 parte de HCHO acuogo al 3776

3¢ E1 NHyOH fug mezclado con el producto metanol : formaldehido
antes de ser conducido al fermentadors

47 Ta solucifn de minerales indiclales tenfe las cantidades sie

guientes de los compuestos que se indican, por litro de soly
cidn
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CuSQyS5H20 008
I . 0.C8
Fe0l376H,0 4,80
¥nS 0220 030
Na. oM 00y S2H,0 0520
Zn30,eTH0 2500
H3BO3 - Os

5% Suponiendo un 100% de conversiin tedrica de CHy en OHyUH si
el metano es oxidgdo primero en metanol¥! - ..

6% Bl porcentaje de proteina iguala el porcenteje N X 63254

T4 1a productividad del fermentador es en g de células gecas
por litro de fermento y por hora de tiempo de reteriocitn en
ol fermentador?d

Se realizd una tanda de la manera-antericrmente des=
orita exoei_ito que se cargd separadamente en el fermem%edor el
hidngxido emdnico sin antes mezclarlo con el material de alimen
taclén metanoliformaldehidod Se eliming el cultivo y la Efermen-"- ‘
tacifn cesfle

Bl Bjemplo II demuestra la oriticidad de mezclar el
compuesto que comtiene nitrdgeno de la presente invencin con
el material de alimentacifm que contiene el hidrocariuro axida=

do antes de conducir el materisl alimentado al fermentador%

B JEBEMPIL O IX
Se empled un fermentador New Brunswick de 14 litrosy
de temperatura controlada, en el campo comprendido entre 32-408

C¢y en condiciones de estado permansnte y empleandb bacterias

oomo en el Ejemplo VIII, pero segin 1las condiciones siguientess

Condiclones durante la Tanda Tanda o

Medlo de tese = 7 BHe5 (8) ,.
Butradd de aire 8. litros/miny'
agltador - 1000 r.pemy.

‘Factores de crecimiento ninguno

-



Velocidades de alimentaoidn

Metanol~. 15 partes en volumen ’
- HOHO (372 en peso de aol‘;hcuosa) 1 parte en volumen 0,165 l/h
735 NHyOH.{25% en peso de solibouosa) 3 partes.en volumen
Medio. de base - 33 1itros/hora
Minerales indiciales ,ms litros/hora
Cancentracién celular (peso en seeo) 23 g/1litro
243 Véase ol Bjemplo A
740 8) EL medio de bame BH-S comprende @
KHpPO)y , 25  gflitro
KoHPO, 2:5 gflitro
(NHy ) 250, . 200 g/litro
NaCl- .. 0.1 g/litro
745 MaS0,<TH® °0 g/litro
CaClp - - 0:02 g/1litro

Solucidn de mineralea indiciales (4) 33175 mi/1itro

" -

El femen‘hador fud controlado mediante 3 (a) pH del
medios (b) 'qle'diciﬁn del 0o disuelto en el medio; (05 cromtom -
750 grafia éaéeosa del efluente, es decir concentraciln de 333103 vy
HCHO; y (d) medicién de 1a densidad celular del medicd
_ " Se termind la entrada de la mezcla de metanol-formal
dehido=hidréxido ambnico y agua y le mezela de medio de hase-ini
nereles indicisles, Inmediatamente, se cargé en el ferme:ntador
755 - cuando lo requeria el pH, para mantensx el pH sotre 6‘;5 -
una alimentacién que comprendfs 14 partes en volumen de 0H30H;‘
5 partes en volumen de solucién de HOHO (37% en peso de solucién
acmosa)’,‘ v 3 partes en volumen de solucidn de NH40H (solucién
_ acuosa al 25% en peso)s' Se margd en el ferme’_n'taéor'uﬁ total de
760 50 cm3 de esta mezclas Ias funciones eoz_l’croiadas fueron, por
ejemplo, el pH = 6;5% 1a abgorcifn de 0;’2, la augencig; de GH30H
o HOHO en ol efluente y la densidad de 23 g/litro quedd constan-
te'd Bato demostrf que el fermento utilizaba sin dificulted la

mayor concentracién de HOHOS
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Cuando 503 de la alimentacidn anterior habfan sido
conducidos al fermentador, se concluy® la alimentacidn. Inme ~
diatamente, se cargd en el fermentador, cuando lo requeria el
pH para mantensrse sobre 6,5, una alimentacién que comprenﬁia
u partes en volumen de CH3CH, 5 partes en volumen'de ‘solucidn
de HOHO (37% en peso de solucién acuosa) y 5 partes en volumen
de solucién de NH4OH (solucién acuosa al 25% en peso)s TUn total
de 160 cu3 de esta mezola fud cargada en el fermentadors Ias
funcianes controladas fueron, par ejemplo : pH = 6,5, absar-
cién de O,y ausencia de CH30H o HOHO en el efluente; y la den-
sidad celular de 23 g/litro quedd constantes Esto demo's"brvé que
el fermento continuabe utilizendo el mayor nivei de HOHO de 1a
alimentacidn cuando se empleaba un mayor nivel de NH4_OH

cuando 160 cm3 de ls alimentacién anterior halian
pasado al fenc'xglez:rt:a.dc:r"‘,'i se termind esa alimentacim." Inmediata=
mente se cergd uns alimentacién que comprendia 1 perte en volu
men de solucidn HCHO (3;% en peso de sblugi(m Lf.cuOsa) y 1 par-
te en volumen de solucidn de NH,OH (25% en peso de solucifn.
acuosa) en ei fermentador, al requeririo el pH para mantenerse
sobre 3,‘5"’.‘ Se cargb en el'fermentador an total de 85 om3 de
esta mezclai Ias funclones eontroladas que se han mencionado
aiguieron siendo constantes.

Cuando 85 cm3 de la alimentacién anterior habian sido
conducidas al fermentador, se termin dichs alimentacién. Inme-
distamente, se cargy en el fermentador una alimentacifn que
comprendfe esenclalmente 37% en peso de solucién acucsa de HCHO,
al requerii'lo el pH para mantenerse sobre 6,5 Casi inmediata~-
mente, la fermentacién termind, como se comprobd por dichas
funciones controladess Se concluyd el cultivo antes de que 25

om3 de HCHO hubieran pasado al fermentador.
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Lo anteriormente exXpuesto demmestra 1la posibilidad
de la utilizacifn de formaldehido como dnica fuente de.ener
gla de carbono para 1a produceién celular por los microorga-
nismosy y demuestra ademds 10 critica eue es la mezcla del
compuesto nitrogenado de la presente invencién con el mate-
rial de alimentaclidn que contiene hidrocarburo oxidado antes

de pasar al fermentador el materisl de alimentacidne .

S——— ——

EJ BEM P L O X

Se hizo funciomar un fermentador con una alimentaclon
de CH30H y NH40H en condicicnes de estado permanente’d Se termie
nd la alimentac:!.m de CH0H y NH40H§“ Se afiadieron al fermentaw
dor 35 mls de acetaldehido mezolados con 9325 mls de hidréxido
de amonio (solucifn acucsa al 25% en peso)s Dichas funciines
controladas demostraran que el fermento bacteriano utilizata
la mezola resuliante de acetaldehido y NH40H “tan blen » mejor
que 1a elimentacifn GH30H-NH40H .

Despues de car@.r la mezcla de alimantacian de aocetal
dehido-NH40H, ge devolvid el reactor al funcionamiento en estas
do permanante con alimentacign de CH30H~NH4OH.

B J - B M P L O XI

Se realizaron var:;.as fermentaciones aerobias de mane~
ra contfnua y empleando especies del género Céndida ©omo ferw
mento y metanol como unica fuente de ee.rbonoi‘ Especies del g
nero Candida fueron depositadas en el centro de eultiw‘ros de la
Northern Utilization Research and Development Divisldd, Pecria,
Illinois, y fueron numericamente ixidicadaq con ._NRR‘D B-‘Y;;236';'
NRRL B~ Y=7237 y NRRL B= Y=7238% Dichos cultivos fueron des
positados en la inteligencia de que tenfan .que ser libremente
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accesibles al publico general‘é' las tandas de fermentaci qn__con-—
t{nua duraron aproximdamente 235 horas. En las Tandas, se et~

pled 1lg composicidn de medios siguientes

Composicidn de medios

AMT/1itro

H31>04 (85%) 2. ol
1,0 &5
m;so,«, M0 15 e
CaClav2Ha0 0,2 g
NaQl 02 g4
Solucidn de mineralea indiciales (1) 5 ml
Mezcla de vitaminas (2) 2 nl
Metanol 9% en peso de la composicign de los
medios.
(1) Composicim de los minerales indicialea granog /11tro0.
Solucion madre
Cally enp ' | DJo60
. 0,080
FoC1346H0 08
¥nClos4HoD 0330
NaMofy $2H,0 . 0,20
nCl, - 240
H3m3 0.02
(2) Mezola de vitaminas o, _
- Solucian madre
. 0g/100 ml%
T4amina BT
Niacina . ' 40
Pantotenato de Ca 40
HCl de piridoxina . : 40 .
A¢lido p-aminobenzoico ) 20
Riboflavina - 200 ..
Biotina: 0,2
Acido £8lico : Dy2"..

Deberfs notarse que, aun cuando la concentraciin de
metanol en la GOmposicién de alimentacidn de los medios ere
de apraximdamente 9% en pes 0, pueden emplearse ooncentracio-
nes mucho wés grandes © maa pequeﬁas slempre que la concentra~

citn de metanol en los medios del fermentador quede dentro de
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log 1{mites de 0,2 -~ 1,0 % en volumen. Asimishoy los cultivos
no requieren necesariamente todas las vitaminas empleadas en -
la mezcla;‘ sino que éstas son afiadidas en todas las tandas

parse convenientes fines de enaayo’;' Ias condicicomes de trabajo
Y los resultados del proceso dé sintesis de la protefna emplean
do especies del género Candida NRRL B- Y-';236 estdn indicadas
en la Tabla IIe o

T A B L A II
Oandicliones de fermentacifm

Velocidad de alimentaciin de los medios 450,  ml/h
Velocidad de alimentacitn de NHyOH — , 1555 ml/h
Valocidad total de alimentacifm 46535 mlfk

Volumen de los medios en el fermentador 4500 ml. .

Agitaclén 1000 roptud

Alreacign 6 litros/min%

Temperaturay 8 CJ K N

pH R e .

Tiempo de retencidm’ . 97 heras

Concentraciom de levadura en el efluente 22,3 g/litro speso
: en seco

Metanol residual en el efluente 0,23 -

% ‘en volumen {equivalente a la cantidad
" d¢ metanol en los medios del fermentador)

Resultados .

¥

" Contenido de protefna de levadurag! 55% :

%, rendimiento tasado en el metanol usado 29,6

B Los procesos de fermentacifm fueron conducidos segin
el Bjeuplo anterior, excepto que la concentracién de metanol
en el efivente del fermentador estaba fuera de los limites an
teriormente indicados y se tradujo en una importante y repénQ
tina cafda de las velocidades de crecimient ol

Todo aguello que sea accezsorio en la realizacidn del

procedimiento descrito, podrd ser objeto de modificaociones y -

laa cuestiones de forma, dispositivos y méquinas utilizadas en
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la ejecuclién de la invencidn deberdn tomarse como de orden sew
cundario;?pudiéndose emplear aquellos que mejor convengan en
tanto no alteren fundamentalmente lag particularidades caracte-
risticagy

Ia solicitante se reserva el derecho de obtencidn de
los oportunos Certificados de Adicion complementarios por las
me joras que la practica pueda aconsejary

¥ ot A :

Degerita suficientemente la naturalezg y alcance de
la presente invencién; asi como la forms en que la misma puede
ger llevada a la prdctica, se reivindican a titulo privative
las siguientes particularidades caracteristicaes sobre las cug—
les ha de recaer la conceslén del privilegio de PATENTE DE IN-
VENCION que se solicitas

1)« Procedimiento perfeccionado para biogintetizar
proteimas;’éminoéoidos,ﬂgomas y otros vallosos productos mi-
crobianos de fermentécidn, partiendo de hidrocarburos oxige=-
nados solubles en agua, en el cual se realiza una conversion
de dichos productos microbianocs en derivados oxigenados s 0lu-
bles en agua de hidrocarburos mediante la accibn de microorga~
nismos sobre tales derivados, en presencia de un medio mineral
¥y en augencia egencial de hidrocarburo; caracterizado
por el hecho de que el medio mineral es esterilizado mediante
la adicién al mismo de un alcohol alifitico antes del contacto
con los microorganismosy siendo metanol;’etanol u homdlogos el
alcohol empleado.’

2). Procedimiento perfeccionado para biosintetizar
pro'beinas ¢ aminodcidos s gomas y otros valiosos productos Mim

orobianos de fermentacion, partiendo de hidrocarburos oxige;

nados solubles en agia, segin la reivindicacion 1), caracte-



rizado por el hecho de due la eoncentracién del alcohol en el
925 medio mineral estd comprendida entre el 5 y el 99 por ciento
en.pesoﬁ
3). Procedimliento perfecoionado para biosintetizer
protednas, amino4cidos, goms y otros valiosos productos mi-
crobianos de fermentacién; partiendo de hidrocarburos oxige-
930 nados solubles en agua? seg&n la reivindicacign 2), cerscte-
rigzado por el hecho de que la concentracignestd cbmprenéida
entre el 8 y el 15 por ciento en pesos
4)s Procedimiento perfeccionado para biosintetizer
protefnas, aminodcidos; gowas y otros valiosos productos mi=-
935 erobisnos de fermentaeién; partiendo de hidrocarbturos oxige-
nados solubles en agua; segin cualquieras de las anteriores
reivindicaciones, caracterizado ﬁor el hecho de que el matew—
rial inicial se establece conteniendo uno o uds alcoholes,
cetonasy‘aldéhidps;‘écidoa carboxilicoa%‘éteres o policies,
940 5). Procedimiento perfecdicnado para biosintetizar
’prote:ifnas," aminodeidos, gomas y otros vallosos productos mi-
orobianos de fermentacién; partiendo de hidrocarburos oxige-
nados solubles en agua, segin cualguiera de las antericres
reivindicacionesf caracterizado por el hecho de que el mate~
945 rial inicial es producido por oxideoidn con aire de uno o
mgs hidrocarburos y por extracclén con agua del efluente de
oxidaci one
6); Procedimientp perfecclonado para biosintetizar
protefnas, aminofcidos, goms y otros valiesos productos mi-
950 orobianos de fermenxaciﬁn; partiendo de hidrocarburos oxige-
nzdos solublés en agua@ segin las reivindicaociones 4) & 5),
caracterizado por el hecho de que el material inicial combren-

de concentraciones esterilizantes de sldehido y me hace reac-
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cionar con un {:ompuesto de nitrggeno que hace no tgxico el -
terial inicial,' para las tacterias usadas con fines de fermens
taolfny

7)o Procedimiento perfeccionado para biosintetizar
protefnns; aminodcidosy goms y otros valiosos productos mim
crobianocs de fermentaci &n' partiendo de hidrocarburos oxige-
nados solubles en agua' segin la reivindica-cidn 6), caracte-
rizado por el hecho de que el compuesto de nitrégeno eaf elegi—~
do entre el grupo de amaniaco, hidrgxido de amonioy sulfato de
amonio‘;‘ niltrato de amonio‘;" fosfato de amoni o',"1 acetonitrilo )
ureay; guenidina o doido drico, en tanto que el aldehido uti-
lizado ew formaldehido o acetaldehidos |

8)%! Procedimiento perfeccionado péra biosintetizar
protefnasy’ é.miiloéoidos‘;'* gomas y otros valiosos productcs M
crobiancs de fermentaci:éni" rartiendo de hidrocarburos oxi.geé
nados solubles en aguay segdn las reivindicaciones 6) & 7) K
caracterizado par el hecho de que el compuesto de nitrdzeno
es afindido a la alimentacidn en una cantidad comprendida
entre 0,01 y 10 equivalentes molares por mol de aldehidos' .

9)‘:' Procedimiento perfeccionado para biosintetizar
protednas;, aminodoidos) gomas y otros valimos productos mi-
erobiancs de fermentaolidn; partiendo de hidrocarturcs oxd.ge
nados solubles en asguaf segin cualquiera de las anteriores
reivindicaciones; caracterizado por el hecho de que la cone
centracifn aleohflica del efluente procedente dé la zoma de
fermentacifn es mantenida en el campo comprendido enire 0,01
¥ 1 por cilento enuvolumen‘i"

10) . Procedimiento perfecelonado para biosintetizar
protednasy aﬁino:éoidosf gomas y olros valiosos productos mie

croblanos de fermentacign, partiendo de hidrocarburos oxige-
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nedos solublqa en agua, segin la reivindicacifn 9);" caractes -
985 rizado por el hecho de que la alimentacién compreinde princi-
pelmente metanol y de que la concentracidn del metanol en el
efluente de fermentaocifn es mantenida dentro del campo com -
prendido entre 0;“2 y 1,0 por ciento en volumen.
11). Procedimiento perfeccionado para biosintetizar
990 protefnas, amincdcidos] gomas y otros valiosos productos mi-
" erobianos de fermentacién‘i‘ partiendo- de hidrocarburos oxige=
nados solubles en aguaj ;! segin las reivindicaciones 9) 4§ 10),
ceracterizado por el hecho de que la conversifn be.cte(mana-es
realizada mediante una levadura eleglda entre los généroa gl=-
995 guientes : candida , saccharomyces , piohia; debar;ylnyces,“ hange-
nuley lipomyces; gryptoooccus;' torulopsis o brettanomy{;es‘i’
'12). Procedimiento perfeccionado para biosi‘ntetizar
protefmas, aminocjcides, gomas y otros valioses productos mi-
crobianos de fermentacién;’ partiendo de hidroca_.rburob bxigeé
1,000 nados solubles en aguay segin las reivindicaciones 10) u 11)
caracterizado por el hecho de que la concentracign de’metan'ql
es mantenida dentro del campo comprendido entre 0;'6 Yy 0;8 por
ciento en volumens
'13). "PROCEDIMIENTO PERFECCIONADO PARA BIOSINTETIZAR
1.005  PROTEINAS, AMINGKCIDOS, GOMAS ¥ CTROS VALISOS PRODUCTOS MI-
CROBIANOS D FERMENTACION; PARTIENDO DE HmRocARBURcs ORIGE-
NADOS SOLUBIES EN AGUA". =
Todo ello segwn queda expuesio en la presente Memoria,
que consta de treinta y cuatro hojas;{foliadaa y mecanografiadas
por una sola cara; y dos hojam de d’:lf“nujos que se acompafian“i‘
MADRID, 5 de Abril 3¢ 1,973
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