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PATENTE DE INVENCIQN
por 20 gfies
por "Un precedinientes de fermentacién para cenvertir hidrecarbu-

Tea en Materiales ProfefRices™= w w = = = = = - - - - - -

e faver de THE DRITISH PETROLEUM COMPANY LIMITED, ds naclengli-
dad britédrica, denicilisda en Tritannic Heuse, Mosr Lane, LON-
DRES (Ingletérra)e
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NEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencilén se refiere & perfecciengmientoes en y
relatives @ un precedimiente centinue para cenvertir hidrecar-
bures & mutericl pretelnicee En particulsr la invencién se re-
fiere a un precedimiente continue para la preduccidn de preteing
menecelular per cultive de ung nueva estirpe de levadura sn
un hidrecarbure cems ¢l substrate de carbsne.

En les recientes afies un mimers de proecedimientes ham side
prepuestoes para la preduccibn de proteina menecelular per culti-
ve de una levadura en un substrate de carbone, en presencia de un
medlis nutriente acuese y un ges centeniende exigeno libre« Lios
procedimientss propuestes pudiende ser discentinues o continuese
Muches linajes de levaduras que asimilen hidrecarbure hen side
descubiertes come prevecheses para ser usados en twles precedi-

mientoge
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‘Heastres shora suninistremes ur nueve likaje de¢ levadurs

que es particularmente cenvenientec para ser usade en precedinier~
tes continuos @ escala incéustrial del tipe precedente. El pueve
linaje permancce csteble durante periedos prelomgadoes ds ocul-
tive centinue y la levadura produclda tiere un elovade coentewm
nide de preteime cruda.

En comsecusncia la presente imvencide es un precedimiente
para 1 cenversifn de un hidrecarburs én un materigl preteinice
que comprends ¢l cultive contfmue d¢ limaje Candide Dipdlytics
CoDeSe n¥mere 6,331 en presencia de un hidroecarbure ée cade-
na recta gue tiene & lo menos 10 dtemes de cerbene per moldcu—
la, ern un medie nutriente y un gas que ocenticne exfgeno libre.

Les hidrecarbures rreferides son rormalmente parefines re—
cuperadas &¢ fraccienes de petréles on los 1imites Kerosina o
gesoll hirviente. Er particuler estes hidrocarbures sen gaseil
hirviente de¢l ordon de parafings normeles centeniende 11 a 23
y principalmente 14 a 21 dtomos de¢ carbeme por melddula y Xer o
#ina hirviente del eorden de parafinss nornales centemienio'lo 8
13 étomes de carbeno per meldeulae Fidrecarbures de cadena rece
te obtenides d¢ materielew de carga de petrfleo por tratamlento
de criba nolecular sen los mds cenvenientes.

Centenices de preteina cruda en ol erden de 63 @ 65 por
cien por peso en relaclln 2l peso scco del total de odlulas PUG
den cobtenerse por cultive del nueve lingje en la preferida Kerow
sina de pardfinas normaless. .

Proparcicnes de produccién de aproximpdamente 5 grames por
litro per hera oo un wipime de¢ aproximedarente 2.5 grames per

1itre por hora pueden ebtemsrse wusande el nueve lirajes E) 1li-
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naje tiene un elevade facter de rendimiente do aproximsdamnents
1, ¢s decir la prepercifn del pese de levadura proéucide en re-
lecién a1l pese del hidrecarbure utilizede per 1a levedurss Tiee
Be una elevade prepercién de demarrello, perticulermente em los
hidrecarbures preforides, siendo asf qus se puede epersr a rew
lativamente elevadas proporciemes de dilucidém, por ejemplo pre-
perciones de desarrclle (tiempes de¢ grupo) de menms que 4 hores
don un Drexy de mas 4o 0033 Iero Pueds ser cultivads & unes
rroperclonss de desarrelle comercimlimente aceptables y factores
de rendimiente baje condiciones ne asépticas en presencise de
contaminacién bacteriele Cusnde se cultive em un rccipisnte a pre—
elén bajo una elevada sobrepresién, per sjemplo del orden de
1.5 & 500 kilegramnes per centimetre cuadrade abaeluta, preforible-
kente baje cendiciengs ssépticas d¢ cperacifn el lireje mumectra
un paroade imcremento del facter rendimientee Egtes heches cen-
trituyer netablemente en la sconomfs gerergl del precedimiente
ya que el facter rendimiente es une medida de la eficaciw en la
cual les hidrecarbures ssimilables son convertidos en materiales
celularese

El precedimientoe puede ser efectuade nsande cualguiera de
las conocidas técnices de cultive. Los érdenes de temperaturas
preferidas son de 27 a 33¢C y les #rdones de pH son 440 & 5450
El nde cenveniente cultive se efectfa en un recipiente a presiém
airead e, agifadoo Cunnde se aplica sobreprcsién dste puede ser del
orden de 5 kilogrames per centimetre cucdrade absoluta. Una ca~
racteristica complementaria del nueve linaje #9 gue se pueden
santencr lae ¢levadas preporcienss de desarrello sebre una amplie

escela de temperatura y p»H, tal come per ejemplo un pH del orden
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de 3 8 57 7 una temperatura del erden de 20 a 3582C. Este
facilita, en eperacidn ne sséptica, la seleccién de cendicie-
nes de pl y temperatura que causen el “"fraceme" és la centa-
mingcifn bricrebricl o @ le menos supr:imn la ;nntaninaciln Y
niveles que ne sfecten sustanciselmente la proeducclén de bisnas
de elovaduras Por ejemplo le.centaminacién bacterial puede ser
suprimida sperande @ un pH del orden de 4 @ 448 y conveniente—
usnte la tempsratura puede ser del erden de aproximademente
27 a 332Ce

E1 nueve linaje es un mutante derivade: ée uns levadurs
silvestre que "nesslres hemes aisledo o identificade cemo Candi-
de liwpelytiocn de ‘acuerde con el criteris taxenémice de Leddors
El nueve linaje estéd depesitade er el Centraslburceu Veer Schi-
melcultures, Baera, Helanda, dende tiene el CeBeSe nimere 6¢33Le

Adends de las ceracterfsticas exterisrmente descrites el
neve iinajo tiene las siguientes otrase

Las ceracterimtifas merfdlégices del nueve linaje cen las
miemes que para la Cendlide lipelytica CeS.As linaje numers 2078

¥y CMI linaje 93e743e Estas carscteristicas cerrespenden a la des-
cripeifn genersl ds Co lipolytica veriente lipelytice dada por J.
Lodder, "The Yoastecds Texonomic study" 2 Edicifn 19'50 phgi-
nas 991993, excesto en cuante placade en glucoss/extracte de
levadura/peptona agar o places cultive Delmaw en harina de wmaiz
agar (Tedder 2 Edicifn 1970 pdgina 992), las celonias sen de
celer crema, uniferme, tienc una superiicle mate sin formacifn
de pliegues nl de su seudedsmicelice

Estes contrastes con la fermacién de seudedemicelis sn los
linajes tipices de Candidm lipolytice, per ejemplo CoBeS'e Ling-
je 2078 y CeMoIo Tinaje 93743e '
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Las cerscterfsticas fisidlégicas sen iddntices que agquellas
de Ta Colipolytice CeE=S. Lijnaje ne 2078 y CeMl. Linaje 93743
wencienadas entese - '

(a) Obgervecienes merfolégicas cuande se cultiva en glucesa

cxtractb 66 levadure pepleng 8508

Cuande se cultiva durante 3 dfes 8 258C or glucesa extraoc=-

%o de levadura peptsms sgus las células soﬁ'cnrta_l asvadas ¢ lar-

gas @avedas y miden 3 a 6 per 5 @ 11 nicrensse Rgramente algunas
célvlas alsrgedes se¢ ebservem gue mider apreximedaments 20 micre-
nes en lemgitude Ne se forma pelfculae

(b) Fermacifn de Ascosperss e Dallistosperas

Ne se ferman ascesporas o balliitosporu cugnds o) linaje
ne desarrolla en ¢l medies de esperulacifa generalle
(c) Asimilacifén de mitrate y descempesiciln de ures.
E1l linaje me ssirila nitrate petésicer Ie urea o8 desgem-
ruestso
() Utilizaciln ds azdceres
El linaje ne fermentard azdcares pore les cempuestes slgnien~
tes sen aginilades:w glucesa, etanel, glicerel, etitritel y doi=

é6 swocinices

Los cempucstos siguicntes he sen asimilables:
galuctosa, sorbesa, @=vibosa=leranncag-sucress, kaltesa, Cole~
biesa, trealess, luctess, mellibiesa, rafincse, melecitesa, inmu-
1ise, ainidén seluble, é=xilosa, Imarabincas, dwarabiucss, ribis
tel, geluctitel, demanitel, dmglucitale g(-uetn degivoceiis, o~
licilin y imexitele Ls gelatine em licusda ¥ la leche de terne-
Bel e8 peptomizade.

El desarrelle on medie libre viteminade e débil y el desp~
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relle ¢8 estinulade per la presenciae de tiaminae.
Los siguientee cjemples illustran la invencién sim cargow

ter slgune limltative de la mismae

EJENFL.O I
Camdida Lipelytios linaje CeBoS'e NE 6033l, fud cultive=

da centf{nuamente baje cendiciones sséptices en un agitade recie-
plente o presibn airepde tonionde um velumen de trabaje de
1800 litreso E1 substrats de carbene era una-mezcla de Kero=
sina del erden de parafimes normeles teniende °10 & 013 &t onos
de carboene por meldcule ebtenide per sometimients de materialcde
carga petréleo a tratemicnto de criba meleculere E1l medie

autriente acuese tenfa la siguiente csmpesicifn:

H3P04 1,594 gremes

KGL 0916 n

MeS 0, 78,0 , 04521 '

MnS 047H20 0035 n

xfas 0,TH,0 0,052 "
ZnSO47HZO 0.;153 "

CuS 0, TH,0 4436 x 1074 grames
HZS 04 0172 "
Hidreclerure de tiaming 220 miligranes

Agua cerriente para 1 litre.

Después de un peripde iniciel de arrenque de apreximads~
werte 16 heres durmmte el cusl el cultive alcanzé une cemcentra-
cifn de 16 gremes por litre la eperacién continue fué cexenzada
@ una prepercilncde dllucién de 0016 veldmcres par veldmenes por
hera, a temperatura deé 322C y un pH de 5e5. El pH fud mantenide
por adicifn de smeniace come we requierss El hidrscerbure fué
elimenteads & una prepercibn de 10 litres por hera 7 el new
dle nutriernte acuess fud. alimentade & wna prepercién



10

15

20

de 260 litres por herao La fermentwoién fud sireada & 1¢50 Velu
men par Velumen per minute y la presién en el interier del
fermentad sr mantenida a 2.50 kilogrames_‘ por centimetre cuadrade
abseluta. :

El facter rendimiente fué 0088 (Facter rendimiente = pesse
de preducte levadura por el pese de hidrecerbure utilizade per
o1 pese de levedura preducidam)e EL csldd tenfa un pese en célu-
las secas de 23+6 grames por litres E1 curse fud centinuasde du-
rante 1000 herase Durante este periede de duraciéa el calde fué
prebade & intervales de 24 heras y ¢l oultive exeninede per Vo=
rimcién de¢ linajes. Las pruebas fuersn placadss em Ager Dextress
de Sebeurand (Oxeid) y Agar Extracte de Malta (Oxeid). (Oxeid
é8 una mares regiuti;gda)"a Lag placas . fueren incubsdss Qurente
3 dfas @ 30%G.Las celenilas resultentes fueren de celer cre—
ne uniferme, cen una superficie mate y sin plieguese

& travds de la fermentacién me se ebserverem sofiales de va-
riscifn en el ylacade. Ne se eboervaren seudemicelie per exée
Ezex cen ¢l nmicrescopiee

El centanide de preteine cruda fud aprecicde & intervalos
regulares por ¢l precedimiente dade en "Fortiliser asnd Feeding
Stuffs Regulatien"s Statutery Instrument Fe 218, 1968.

Ta levadura ven{s un cemtenide de preteina cruda del erden
de 63 & 66 por cisn per pess en rolacién &l pess 5eco ée 1 lew
vodureb ‘

o EXPERINENTO
Per vis de comparacién un cemecids linaje de Candide lipe-

lyties utilizande hidrecarburs, & saber; CeMeTe linaje aimers



10

15

20

N £07000

93.743 fud semefide a jddnticas condicience de culiive que
ha side descrite squi entes pars el nuove linsjee CeBeSe miw
mere 6e3it o

Al finsl de les 16 hores de periede de srrsugue le cengen
tracoién celular era apreximademente 1.5 gremes per litre. Debie-
ds a la lents prepercién de¢ desgrrelle sl periode d¢ arran
que fud extendide haste gue una cencentracién celular de 16 grames
per litre fud elcanzede (e¢c decir después de apreximedsmente
40 heras)e La speracild centinus fud comenzeda a una preperciéa
de dilucién de O0ol5 veldmenes por voldmen por hors y el culti-
Yo lavedee No fué pesible activer la centinuided de lo eperacid
a canaa de que la preporcién de desarrclle era dexesigde lentas

Ia oemtinuidad de eperacidén fud activeda cen una rrepercidn
de dilucién inferier a Ce07 Veldmenes per Velumer por hers usan-
do una sebrepremifn de 1e5 kilogrames per centimetre cusdrads
abs olut‘oo El ocentenide de proteina ocrude del preducts de leva-
dura fud aprexinedamente 54 per cien por pese en relaciém al pe=
s gece d¢ la levedurse. lgs celenias placedas ersn d¢ color cre-
BR, oen »liegues, mats bellude ¥y sreseraments replegadae El exd-
wen cer micrescepie mestre sbundante savdemicelis; texbidn se
aprecié reptate nicelies

El facter rendinients fud 0.58

| EJEMPLO 2

Co 1ipelytice CoBeSe linaje 6e33 fud cultiveda baje les mie-
mes cendiocienes y ls nisma preporcién de dilucién 007 veldmenes
per voldmen por hers y una sebrepresife de 1o5 kilegrames par
centimetre cuadreds abselute, cone para el Collels 934743 linaje
do Co liwelytice enteriorments descrite per via de csuparacidén
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en el exparimento seguide en ¢l ejemple L.

El facter resdinients fud 0,73 y el cantenide de preteina
cruda fud apreximadsmente 59 por cier por pese en relacién al
pese sece de la levadurao

| BIEMFLO 3

Candida 1ipelytics lineje C.BeSe 6331 fud ineculade er un
nedie nutriente scucse y un hidrecarbure cemec la fuents de car-
bene utilizable encerrade en un recipiente a prewibn, mireade
¥ agitade teniende un velumer de trabaje de 55 litrese E1 hidrew

‘carbure fué una mezcle de gaseil del orden de parafines normales

teniende 11 2 18 y principalmente 14 a 17 ftemes de carbenes
por meldoula gue fud ebtenide per somstimicnte de wn materisl de
carga petréles gasmell a un Lratemicnts de criba meleculars Ll

medie nutriente scusse tenfe la siguiente compesicibuse

. aJPO 1 lv455 greames

K25 0 4 0?959 ‘I.l

Mg 0, TH,0 Oed70 M

705 0, TE,0 04138 "

ses 0, 7,0 o Oeoa7

M 0, 48,0 0o041L M

(FE, )80y 0e500 ¥

CuS 0, 5H,0 Oedl3 miligranes
Tiemina HCE 203 "

Ague corriente pars 1 litre
Después de un periede de desarrells de preduceiém, la epera-
oién cemtinua fud cemenzada & wna prepercidn de dilucidn de
Oel4 & 0015 veldmenes por Velumen par hergs @ temperatura de
322 y un pH de 4.5, mantenide por sdiciln de ememiace come se
faé_uioro; El hidrecerbure fué alimentsde & una propercifn de
220s5 K1/2 7 61 medie nutriente scuoese fué slimentade & wuna pre=

porolén de 7442 litres/horss Ia fermentacién fud mecéniocaxente
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wgiteda, airesda & 0¢75 volmeres per veldmen por minute y la
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»regifn dentre del fermentader fud mentenide @ 1lo5 kilogrames
per centimetrs cusdrade abselutas

41 cabe de 240 heres después de la insculaciée inicisl cen
levadura de cultive, una ineculmcién comteniende cince bacterius
pertenecientes sl génere Aginctobacter, Eschorioh:{w,l’aracg}obac-
trun y Psendenenas fué sfiedida 81 culde fermentadore Las centim

dudes de bacteriss apartades a interveles de eproxivedamente
ciento ochenta heras en muestres de celde fermentader han indice~
de que ol nimere de cflules bacterisles viablee presente varim
entre 300,000 y 2,500000 per mililitre de csldee '

Doapuds de eperer duramte 330 @ 402 haves lu densided celus
ler és la levadurs (Osndide lipelytica linaje CeBeSe 60331) fud
23¢5 grames per litre ¥ el facter rendimiente fud 0e99% Elipro-
ducts levadura terfa un centenide de preteina cruda de 59 por
cien per pese en relacifn gl pese del total de célulaesie

El pE del celde fué entonces eclevade desde 405 & 408 du=
rante un perleds de operacifn de 520 & 680 heraso Les centidades
de bgeteries spertedas del calde entre 800 y 10200 heras de ope=
racién fuerem del orden de 10° @ 3 x 10° oélules por mililitres
El mimers de cflulas Cendids lipelytics presente durente el mise
me perieds fud de un orden similer @ los ndmeres de células baow
terigles's

Entre 1122 & 1218 heras de operacifn el pese de cdlulaz me~
ok de le levadura fud 2103 srames per litro y ¢l factor rondie
miente fué 0s96. EL centonide de proteima cruda de 1a levedure

fué apreximodemente 59 per oien por pese en relacién ol pess se-~
eo ds lg tetalidsd de célulase
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Despuds de 1218 horas de epsracién el pH fué incrementsde

o,
B AL LI &
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de nueve & 5.0, ontences le eperacién del fermentader vine a re-
sulter insegura, dificil de coentrelar y dié un factor de rendi~
miente de levadurs varisble. Al misme tiempe l& centidad bactericl
gument § hasta exceder la centidad de levedurae

Estes sjemples demvestren satisfacteria la Speracién contie
nua de una fermentacidn para 1la preduccién de biomes Jevadura usen=

é€6 ¢l nuevo linaje Candida lipelytica linaje CeBeSe 60331 en pre-

sencia de un nivel sustencial de contaminacién bacteriale
También demuestran que la producciée comercigl de biomas le=
vedura ne a8 satisfectaria cuende la fermentacién es eperada baje
cendiclenes ne agépticas @ velores pH de apreximademente 5 o uds
elevadesa
NOoTA
Per la patente de invencidn s que se refiere la presente

memoria descriptiva ee REIVINDICA ls prepicded ¥ la expletacién
exclusiva des o

lew Un precedimiente de fermentacifn para cenvertir hidrecer-
bures en ma.erimles proteinices, caracterizade per el heche que
censiste er cultivar de mede continue Candide lipelytica linaje
CES nimere 6331 en presencie de un hidrecarbure de cadena rects
teniende @ le menos 10 dtomes de carbeno por moelécule, um medio
natriente acuese y un gas centeniends exigens l:Lbrcg

2e= Un precedimients, tal ceme ¢l especificade en 1, éarace
terizade por ¢l heche que se efectda en un recipiente a presifm
a una sebreprésisl del orden de Le5 @ 540 kilegrames per centi-
metro cusdrade abseclutae

3o~ Un procediniente, tel ceme el especificade en 1 o 2, co-

racterizade por ¢l hoche gue la temperatures es del orden de 27
& 30!00

tom Un precediniento, tal ceme el sspecififade en una cnal-
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quisera de las reivindicecienes precedentes, caracterizade per
el hecho que el pH del medie scuese es del erden de 4¢0 & 505

Se= Un procedimiente, tal come el egpedificade en una cuale
guiera de les reivindicacienes precedentes, caracterizade por
el hecho que se efectda baje cendicienes asdpticass

6ew Un precedimiente , tal come el especificade en una
cualguiera de las reivindicacienes precedentes 1 a 4, caraow
terizade per el heche que s¢ efectia baje condicienes ne asépti-
ors de operacién y un pH del orden de 4o @ 408

Tee *Un precedimients de fermentaciifn para cenvertir hidrow
carbures en materisles protefnices"e

Consta la presente memoria aéscriptiva de dece hejas folige
das, escritas per una sela caraes

Bercelong, 16 de Septiembre de 1972.
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