
(Jo?.000

487000
BATENTE DE INVENCION 

par 20 añas
per "Un procedimiento de ferm entad &a para convertir hidrecarbu- 

ras an m ateriales pr ote la  ic e s "___-  - ___________ _______________

a favor da THE BRITISH PETROLEUM COMPANY LB'IITED, de nacianali- 

dad britán ica, domiciliada en Britannic Heuse, Mear Lana, LON­

DRES (In g laterra )*

La presente invención se re fie ra  a perfacoianamiantas en y 

re la tiv a s  a un pracadimienta continua para convertir hidrecai^- 

buras a material p ratain ice* En particu lar l a  Invención se re­

f ie re  a un procedimiento continua para l a  produccl&a de preteina 

mona celu lar per cu ltiva  de una nueva estirp e  de levadura en 

un hidrocarburo carne e l substrato  de carbeno*

En le s  recientes añas un mimara da pracedimientaa han sida  

prapuestas para l a  producción de proteina monocelular per cu lti­

ve de una levadura en un substrato  da carbono, en presencia de un 

medie nutriente acuese y un gas conteniendo oxigeno l ib r a .  Las 

procedimientos prepuestos pudiando ser discentinues o continuos. 

Muchas lin a je s  de levaduras que asimilan hidrocarburo han sido 

descubiertos como provechosos para ser usados en ta le s  precedi- 
mient os.

MORIA DESCRIPTIVA
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'Nosotros ahara sum inistran** un nuove l in a je  de levadura 

que es particularmente conveniente para ser usado en preccdiRien- 

to s continuos a e sca la  in d u stria l del t ip a  precedente. El nueve 

l in a je  permanece estable durante periodos prolongadas de cul­

t iv e  continuo y l a  levadura producida tiene un elevado conte­

nido de preteima cruda.

En consecuencia l a  presente invención es un procedimiento 

para l a  conversión de un hidrocarburo en un m aterial p rete in ics 

que comprende e l cu ltivo  continuo de lin a je  Candida LipaLytics 

C .B .S. numero 6.321 en presencia de un hidrocarburo de cade­

na recta  que tiene a lo  menos 10 ¿temes de carbono per molácu?- 

l a ,  en un medie nutriente y un gaa que oentiene oxigeno l ib r e .

Los hidrocarburos preferidos sen normalmente parafinas re­

cuperadas de fracciones de petróleo en le s  lim ite s Kerosina o 

g a se il  h irv icn te . En particu lar estes hidrocarburos son gaso il 

hirviente del orden de parafinaa normales conteniendo 11 a 23 

y principalmente 14 a 21 átomos de carbono por moláeMLa y -K-ere* 

sima hirviente del orden de parafinas normales conteniendo 10 a 

13 átomos de carbono per mdlácula* Hidrocarburos de cadena rec­

ta  obtenidos de m ateriales de carga de petróleo por tratamiento 

de criba molecular a en loa más convenientes.

Contenidos de pretoina cruda en e l orden do 63 a 65 por 

cien por poso en relación  a l posa seco del to ta l  de cálu las pue­

den obtenerse por cu ltivo  del nueva lin a je  en l a  proferida Rere** 

sin a  de ¡meninas normales*.

Proporciones de producción de aproximadamente 5 gramos por 

l i t r o  per hora oan un mínimo do aproximadamente 2.5 gramos par 
l i t r o  per hora pueden obtenerse usando e l nuevo l in a je .  El li**



naje Ilion* un elevado facto r de rendimiento de aproximadamente 

1, ea deoir l a  preperci&a del pea* de levadura produoida en re­

lación  a l  pese del hidrocarburo u t i l iz a d *  per l a  levadura- Tie­

ne una elevad* preper c lin  da demarren o, particularmente en lo s  

5 hidrocarburos preferidos, siendo a s i  que se puede operar a re­

lativamente elevadas proporciones de dilución, por ejemplo pro­

porciones de desarro llo  (tionpos de grupe) de monos que 4 heras 

dan un Dnax^ de mas de 0.15 h *^ . Puede ser cu ltivad * a unas 

proparciones de d esarre lle  cemercialments aceptables y factores 

10 de rendimiento bajo condiciones no asépticas en presencia de

contaminación b a c te r ia l. Cuando se cu ltiva en un recipiente a pre­

sión baja una elevada sobrepresión, por ejemplo del ardan de 

1-5 a 5<-0 kilogramos por centímetro cuadrado absoluta, preferib le­

mente baje condiciones asépticas de operación e l l in a je  muestra 

15 un maroade incremento del factor rendimiento. Estos hechos con- 

trlbuyon notablemente en l a  economía general del procedimiento 

ya que e l fao ter rendimiento es una medida de l a  e fic a c ia  en l a  

cual los hidrocarburos asim ilables son convertidos en m ateriales 

ce lu la re s.

20 El procedimiento puede ser efectuado usando cualquiera de

la s  conocidas técnicas de cu ltiv e . Los árdenos de temperaturas 

preferidas sen de 27 a 33*C y lo s  órdenes de pH sen 4-0 a 5-5*

E l más conveniente cu ltive  se efectúa en un recipiente a presión 

aireado, ag itado. Cuande se ap lica  sobrepresión í s t a  puede ser del 

25 orden de 5 kilogramos per centímetro cuadrad* absoluta- Una ca­

r a c te r ís t ic a  complementaria del nueve l in a je  % que se pueden 

aantener la s  elevadas proporciones de d esarro llo  sobre una amplia 

e sca la  de temperatura y pH, t a l  come per ejemplo un pH del orden
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A* 3 a 5*7 y una temperatura del orden de 20 a 353C* Esto 

f a c i l i t a ,  en operación ne asép tica , l a  selección de condicio­

nes de pH y temperatura que causan e l "fracaso" de l a  conta­

minación b ricrob ria l e a l e  menea suprimen l a  contaminación a 

n iveles que no afecten sustancialmente l a  preducción de bienas 

de elovadura* Per ejemplo ls-.contaminación b ac te r ia l puede ser 

suprimida operando a un pH del orden de 4 a 4*8 y conveniente­

mente l a  temperatura puede ser del orden de aproximadamente 

27 n 33*C.

E l nueve l in a je  es un Rutante derivada de una levadura 

s i lv e s t re  que nneaetres henos aislado  e iden tificado  como Candi­

da l ip e ly t io a  da acuerdo con ol c r ite r io  taxonómico de Loddor*

El nueve lin a je  e s t¿  depositada en e l Centraalbureau Tesr Schi- 

m elcultures, Baara, Eelanda, donde tione o l C*B.S* mimare 6*331.

Adernís de la s  c a ra c te r ís t ic a s  anteriormente d escrita s  e l 

nueve l in a je  tiene la s  sigu ien tes o tras*

Las c a ra c te r ís t ic a s  morfológicas dol nueve l in a je  con la s  

mismas que para l a  Candida lip aL y tica  C*S.A. l in a je  mimere 2078 

y CMI lin a je  93*743* E stas c a ra c te r ís t ic a s  corresponden a l a  des­

cripción general de C* l ip ó ly t lc a  variante l ip o ly t ic a  dada por J .  

Lodder, "The Yeasto.A* Taxonomic study" 2 Edición 1970 pagi­

nas 991**993t excepto en cuanto placado en gLucosa/extracto de 

levadura/peptona agar o placas cu ltivo  Dalmau en harina de maíz 

agar (Ledder 2 Edición 1970 pagina 992), la s  oelonias sen de 

color crema, uniferme, tiene una su perfic ie  mate sin  formación 

de pliegues n i de su seudedemicelio*

E stes contrastes con l a  formación de seudodemicelie en lo s  

l in a je s  típ ico s  de Candida l ip o ly tica . per ejemplo C.B*S'. Lins^. 

je  2078 y C.M.I. Linaje 93743*



5

10

15

20

25

, 407000
Las características f is id ig ic a a  sea iddnticas que aquellas 

de la  C.llpolytica C.B-=S. Linaje ns 2078 y C.M̂ L-. Linaje 93743 

mencionadas antas*
(a) Obaervaciones merf alógicas cuando se cultiva en glucosa 

extracte de levadura pasteas agua.

Cuande se cultiva durante 3 días a 25*C en glucesa extrac­
te  de levadura peptpna agua la s  odíalas sen certas nevadas e lar­
gas pavadas y aiden 3 a 6 per 5 a 11 aicrenes. Raramente algunas 
odíalas alargadas as ebservan que miden apr afinadamente 20 ni cre­

sas en lengitud. No se forma película*
(b) Formad dn de As o esperas e B a llist os poras 

Ne se forman ase esporas o b a llist  esperas cuande el linaje 

se desarrolla en e l medie de esporulacidn general^
(c) Asimilación de n itrate y dos composición de urea.
El linaje no asimila nitrate potásico. La urea es dna$im­

puesta*
(d) Utilizaoidn de azácares

El linaje ne fermentará azocares pero le s cempuestes siguien­
tes am asimilad ee:- glucosa, etandl, glicerdl, e titritáL  y áoi%* 

de suooinice!*
Los compuestos siguientes he son asimilables: 

galactosa, sorbosa, d-viboea-L-ramn coa-sucrosa, maltosa, cele- 

biesa, trealesa, lactosa, melliblesa, rafinosa, melecitesa, inu- 
llna, almidón a eluble, d-xllesa, L-arabinosa, á—arabimesa, r lb i-  
te l , gelaotitaL, d-manitdL, d—glu clte l. ^ -m e til d-glucacida, sm- 

l ic i l in  y inexitdl. La gelatina esr licuada y l a  lecha de torna­

sol es peptonizada.
El desarrolle en medie libre vitaminado es ddbil y e l desgr
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r a i l *  es estimulada per l a  presencia de tiamina*

Las sigu ientes ejemplos ilu stran  l a  invención sin  carác­

te r  algono lim ita tiv a  de l a  misma*

EJEMPLO I

Candida L io o !y tica  l in a je  C.B.S'. Ne 6.331, fuá cu ltiva­

da continuamente baje  condiciones asáptioas en un agitado re c i­

piente a presión aireado teniendo un volumen de traba jo  de 

1*800 l i t r o s .  E l substrato  de carbón a era una mezcla de Kera- 

aina del orden de parafinas normales teniendo Ĉ Q a ¿temos 

de carbono per molécula obtenida por sometimiento de materialcde 

carga petróleo a tratamiento de criba molecular* E l medio 

nutrionte acuoso ten ia  l a  siguiente ce#posiciín :

Ĥ PÔ  1*594 grames
KOI

MgPOJHgO

NnSO 7Hr,0 
4 ¿

FeS0^7Hg0

ZnS0̂ 7Ĥ Ó
CuSÔ THgO

H2SO4

0*916 
0.521 

0.035

0.052 

0.153 
4*36 x l í f 4  gramos 

0.172 "

220 miligramosHidreclarure de tiamina 

Agua corriente para 1 l i t r o *

Despuás de un peripdo in ic ia l  da arranque de aproximada­

mente 16 horas duramos e l cual e l cu ltivo  alcanzó anm concentra­

ción de 16 granee per l i t r e  l a  operación ceatinua. fuá cemenzada. 

a una preper e l  ónede dilución de 0.16 volúmenes per volúmenes per 

hura, a temperatura de 32*c y un pH da 5*5* E l pH fuá mantenide 

per adición de ameniace come se requ iere . E l hidrecarbure fuá 

alimentade a una preparción de 10 l i t r e a  per hera y. e l me­

dio nutriente acueae fuá-alimentad o a una proporción



de 260 litro s  por hora* La fermentación fui aireada a 1*50 vela­
men por volumen por minuto y la  presión en e l interior del 
fermentadsr mantenida a 2.50 kilogramos por centímetro cuadrado 

aba oluta*
El factor rendimiento fu i 0.88 (Factor rendimiento ^ peso 

de producto levadura por el peso de hidrocarburo utilizado por 
el pea o de levadura producida). El caldh tenia un peso en odía­
la s  secas de 23*6 gramos por l i t r o . El curse fu i continuade du­
rante 1000 horoo * Durante este perlede de duración el calde fu i 
prebaáe a intervalos de 24 heras y el cultivo examinado por va­
riación do lin aje* Las pruebas fueron placadas en Agar Dextraea 
de Saboaraná (Qxold) y Agar Extracte de Malta (Qxeid)* (Oxeid 
es una marca registrada)* Las placas fueren incubadas durante 
3 días a 308C*Las colonias resultantes fueron de color cre­
ma uniforme, con una superficie mate y sin pliegues*

A travos de la  fermentación no so observaron seRalee de va­
riación en el placada* Ne se ebservaron seudonicelie per exi­

men can el micr es copie*
El centanide do protolna cruda fu i apreciado a intervalos 

regulare* por el precedimiente dado en "Fertiliser and Fooding 
Stuffs Regulatlon"* Statutory Instrumont NU 218, 1968*

La levadura tenia un centanide de preteina cruda del orden 
de 63 a 66 per cien per pese en. relación al pese seco da la  le­
vadura^

EXPERIMENTO
Per vía de comparación un canecido linaje  de Candida lip *-  

ly tica  utilizando hidrocarburo, a saber, C-M.I* linaje ninere



93*743 fu l sometida a idRnticas candieionas da cultiva qpa 
ha sida Rescrita aquí antes para a l nueva lin a je . C.B.S. ntí- 
aera 6^33Ht

Al fin a l Re laa 16 haraa da perioRa Re arranque la  cancan- 
traccidn celular era apraxinadamanta 1.5  granas par l l t r e .  Babi- 
Ra a la  lenta preparcidm Re Rescrralla a l periaRa Ra arran­
que fuR extendida hasta que una comcentraoidn celular Ra 16 granas 
par l i t r e  fuR alcanzada (es decir despuRs Re apraxinadanenta 
40 heras). La aperaciéá cantinua fuR eonenzada a una praparcidn 
Ra dilucida de 0.15 voltímanas par valtánen per hera y e l culti­
va lavada. Na fuR posible activar 1 § continuidad Re la  aper acida 

a causa Ra que la  preporcitm Re desarrolla era demasiado lenta#
La continuidad Re eperaciin fuR activada can una preparciin 

Ra dilucida inferior a 0.07 velámenes par velamen pw hara usan- 
de una sebreprewiin da 1.5 kilogranes par centímetro cuadrada 
absoluta. El contenida de preteina orude del preduote de leva­
dura fuR aproximadamente 54 per cien por pese en relacidn al pe­

se sece de l a  levadura. Las colonias placadas eran de colar cre­
ma, can pliegues, nata balluda y groseramente re plagada. El exi­
men can aicraacapia aastra abundante saademicelie; tanbiRn sa 
aprecid reptata n icalia .

El factor rendlniento fuR 0.56.

EJEMPLO 2
O. lipe ly tica  C.B.S. linaje 6.331 fuR cultivada baja la s mia­

ñas caadioienes y la  nisna pr eparciin Re dilucida 0.07 velámenes 
par velámen por hara y una eebrepresida da 1.5  kilegranas par 
cantimatra cuadrada absoluta, cena para al C.N.I. 93*743 lia a ja  
da C. liae jy tica  anteriermanta descrita par vía da comparacídn
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en t i  experimento aeguide en el ejemplo 1 .

El factor rompimiento fu l 0.73 y el contenido de proteina 
cruda fu l aproximadamente 59 por cien por pea o en relación al 
pea o aece de la  levadura*

EJEMPLO 3

Candida liae ly tica  linaje C.B.S. 6331 fu l inoculada en un 
medie nutriente acuoae y un hidrocarburo como la  fuente de car­
bón e utilizable encerrado en un recipiente a prewtón, aireado 
y agitado teniendo un volumen de trabaje de 55 litro a . El hidro­

carburo fu l una mezcla de gaaeil del orden de parafinaa normalea 
teniendo 11 a 18 y principalmente 14 a 17 .¿tornea de carbonea 
por molí culo, que fu l obtenido per aometimiente de un material do 
carga petróleo gaaoil a un tratamiento de eriba molecular* El 
medio nutriente acuoae tenia la  siguiente c empos ieión:-

H3?°4 1*455 gramoa
E SO,

2 4 0*969 w

MgS0̂ 7HgO 0*470 w

ZnS0^7Hg0 0*138 w

FeS 0̂ 7HgO 0.047 it

MnS0̂ 4HgO 0.041
(m^)gso^ 0*500 i!

CaS0^5Hg0 0*413 miligramea

Tiamina Hí3b 203 w

Agua corriente para 1 l i t r o
Dospula de un periodo de desarrollo de producción, la  operan 

ción continua fu l comenzada a una proporción de dilución de 
0*14 a 0*15 veliinenea per volumen per hora!* a temperatura de 

32# y un pH de 4. 5, mantenido por adición de amoniaco oeme ae
requiere* El hidrocarburo fu l alimentado a una proporción de 

220*5 nl/n y el medie nutriente acuoae fu l alimentado a una pro­

porción de 7*42 litres/^ora . La fermentación fu l me cínicamente
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agitada* aireada a 0*75 Yolímenea per volí me n par minute y la  
presida deatre del fermentad er fu i mantenida a 1*5 kilogramos 
per centímetro cuadrado absoluta*

Al cabo de 240 horas despula de l a  inooulación in ic ia l cen 
levadura de cultivo, una inoculación conteniendo cinco bacterias 
pertenecientes a l genere Acinet abactor. E s chor i  chis. Par acel obao- 

trum y Fsend emanas fu i añadida a l caldo fermentador* Las canti­
dades do bacterias apartadas a intervalos de aprorimadamente 
ciento ochenta heras en muestras de calde fermentada? han indica- 

de que e l nímero de cilu las bacteriales viables presente varia 
entre 300,000 y 2.5008&0 por m ililitro  do caldo*

Deapuis de aperar durante 330 a 402 horas la  densidad celu- 
la r  do l a  levadura (Candida linely tica lin aje  C.B.S* 6. 331) fu i 
23*5 granes per l i t r e  y e l faettr rendimiento fu i 0*99'* El pro­
ducto levadura tenía un eontenide de preteina cruda de;59 psr 
cien per pese en relación a l pese del total de c ilu las*

El pE del caldo fu i entonces elevado desde 4*5 a 4*8 du­
rante un periede de operación de 520 a 680 horas'* Las cantidades 
de bacterias apartadas del calde entre 800 y 1*200 heras de epe- 
ración, fuer en del orden delcP a 3 x 10° cilu las per n i l i l i t r  **
El mimare de cilu las Candida Unelytlea presente durante el míe­
me periede fu i de un orden similar a los minores de cilulas bac­
teria le s*

Entro 1122 a 1218 horas de operación el peso do cilu las se­
ca de l a  levadura fu i 21*3 gramos par l i t r o  y e l factor rendi­
miento fu i 0*96* El contenido de preteina cruda de l a  levadura 

fu i apr animad amonte 59 par oien por pese en relación a l pese se­
co de l a  totalidad de cilu las
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Despule de 1218 horas de operación e l pH fu¿ incrementado 

de nueve a  5 . 0, entonces l a  operación del fermentad ar vine a re­

su ltar  insegura, d i f í c i l  da controlar y dió un factor de rendid- 

miente de levadura v ariab le . Al míame tiempo l a  cantidad b a c te r id  

aumentó hasta exceder l a  cantidad de levadura.

E stes ejemplos demuestran sa t is fa c to r ia  l a  operación conti­

nua de una fermentación para l a  preduoción de biomas levadura usan- 

de e l nuevo lin a je  Candida l ip e ly t ic a  l in a je  C .B .S. 6.331 en pre­

sencia de un n ivel su stan cial de contaminación b a c te r ia l.

También demuestran que l a  producción comercial de biomas le ­

vadura ne aa s a t is fa c to r ia  cuande l a  fermentación es eparada baje 

cendicienes ne asépticas a valores pH da aproximadamente 5 e más 

elevad es .

N O T A

Per l a  patente de invención a que so re fie re  l a  presente 

memoria descrip tiva se REIVINDICA l a  propiedad y l a  explotación 

exclusiva de:

1 — Un procedimiento de fermentación para cinvertir hidrocar­

buros en m ateriales protein ices, caracterizado per e l hecho que 

consiste en cu ltivar de modo continuo Candida l ip a ly t ic a  l inaje 

CBS numere 6331 en presencia de un hidrocarburo de cadena recta  

teniendo a lo  menos 10 ¿tomes de carbono per molócula, un medio 

nutriente acuoso y un gas conteniendo exígeme l ib r e .

2— Un procedimiento, t a l  come e l especificado en 1, darao- 

terizado per e l  hedió que se efectúa en un recip iente a presión 

a una sobr*pr<tsió¿ del orden de 1.5  a  5 .0  kilogramos ppr centí­

metro cuadrado absoluta.

3 .-  Un procedimiento, t a l  cerne e l especificado en 1 e 2, ca­

racterizado por e l hecho que l a  temperatura es del orden de 27 

a 36*C.

#9-  Un procedimiento, t a l  como o l especificado en una cual-
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quiera de la s  reivindicacienes precedentes, caracterizado per 

e l  hecho que e l pH del medie acuese es del arden de 4*0 a 5°5*

5*- Un procedimiento, t a l  come e l eapeóificade en una cual­

quiera de la s  reivindicacienes precedentes, caracterizado por 

5 e l hecho que se efectúa baje  Gandiciones a sép ticas*

6'o- Un procedimiento , t a l  come e l especificado en una 

cualquiera de l a s  reivindicacienes precedentes 1 a 4t carac­

terizado per e l hecho que se efectiia baje condiciones no asépti­

cas de operación y un pH del orden de 4* a 4 .8 *

7 *- "Un procedimiento de fermentación para cenvertir hidro­

carburos en m ateriales pr etern ices".

Consta l a  presente memoria d escrip tiva  de dooe hagas fo l ia ­

das, e sc r ita s  per una so la  cara.

Barcelona, 16 de Septiembre de 1972.
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