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MEMORIA DESCRIPTIVA

Le presente invencién se refiere & mejores introducides
en y con relecibén a procedimientos de fermentacidn continuos
para convertir hidrocarburos en substencies proteinicas, opcio-
nelmente con la modificacidnde mezeles de hidrocarburo, por
geparacién de hidrocarituros de cadena recte, en el cual se reciclae
por lo menos perte de le fese acuosa del caldo de fermentacidne

La patente inglesa ne 1o.021.697 describe un proceso conti-
nuo pera la febricecién de levadurse a partir de hidrocarburos,
opclonalmente con la separacidén de hidrocarburos de cedena rocw
ta @ pertir de fracciones de petréleo, donde se recicla parte de
la fase acuosa del celdo de fermentacifne. Ia patente desc ribe un
procedimiento que comprende lae etapas de cultivar en forma contim

nua ung levedura gue utiliza hidrocerburo de cedeng recta en un
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celdo que comprende una fraceidn de petréleo que contispe hidrocar-
buros de cadena recta que tienen por lo menos 10 dtomos de carbmo
por moldcule, un medic nutritivo acwoso y un ges que contiene oxfm
geno libre, separendo continuemente del celdo wuna fraceién rica en
levadura y una fraccién que comprende una mgyor parte de la fase
scuosa presente en el celdo ¥y, despuds de ello reciclar la fase acuo-
sa cont{nuemente o de manera discontinua pars formar parte del caldo
de fermentacidn. Se describe le posibilided de separa del celdo &~
proximedemente un 96% en peso de la fase ecuosss Sin embergo, de
acusrdo con la patente, debido & ls presencias de iones nutritivos
en la fase acuosa, se podria reciclar un mdximo de aproximadamente
un 75% por volumen de la fase acuosa recuperadse

Medio nutriente fresco y cantidades "“complementaries" de sa-
les nutritivas pueden ser gdicionsdas ya éirectamente al ;aldo 0 a
la fase acuosg antes de ser reciclede 2l caldo.

dhora he sido ideado un proceso de fermentacidn continua
mejorado para la produccién de microorganismos que wtilizen hi-
drocarburos como el substtato de carbono en el cual se recicla la
fase acuosae El proceso proporciona un rédgimen de produceidén aumen—
tado de microorgenismo y permite reciclar substanciglmente toda la
fage acuosa que se puede separar del cagldo.

BEn consecuencia, la pregente invencidn es un procedimiento
de fermentacidn para convertir hidrocerburos en substanciss
proteinicas que comprende cultivar contfnuemente un microorgenismo
que utilizg hidrocarburo de cadena recta en una primeris etapa de
fermentacidn en un caldo que comprende una fraccidn de petréleo que
estd conatitufde por o contiene un hidrocarburo de cedena recta que
tiene por lo menos 10 dtomos de carbuno por moldcula, un medio nu-

tritivo acuoso y un gas que contiene oxigeno libre, recuperar cob-
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ti{muemente celdo procedente de la etupa primesria de fermentacidn,
ceparando €l celde en uns fraccifn rica on microorganismo y una
fraccidn que comprende esenciglmente faee acuosa, tratar la frao-
cifn de fase acuosa en una etmpa de fermentadidn sccundaria con un
microorganismo que utilize deido cerboxflico, o una mezcle de diw
chos microcrgenismos, recuperer la fase acuosa tratada de la etaw
pa secunderia de fermentacifn y recicler la fase scuosa tratada ya
soa ¢ontinug o intermitentemente, para formar parte de la ctapa
primgrie de fermentacifn del celdoo

Lge condicionee bajo lus cusles se realize la etapa sscunde-
iia de fermentacién son preferiblemente merdbicas,empleando régim
menes de aireacifn modsrados, por ejemplo del orden de 10 a 50 Vo=
ldmeneg/v olviren por horee La temperatura puede estar comprendida en
el orden de 202C 8 38¢C y es preferiblemente de elrededor de 308C.
El pH puede quedar comprendido en el orden de 4 a 7y ea, de prefe=
venclay, de aproximedemente 5. La fermenteciidn secundaria se puede
llevar a cabo esdéptica o no asdptica y, de preferencia, de manersa
cont{nuae Cuando la fermentacidn se lleva a cabo no asépticamente
bajo las condiciones selectivas precedeiates se produce naturalmente
un cultivo mezcledo de bacterias desarrclludas utilizendo &cido
carboxflicoe Si se desca, la etaps secundaria de fermentscién puede
ser lleveda a cabo asépticaments, empleando un cultivo iniciador
de microorgenismos que utilizen 4cido carboxilico obtenidos de la
meners expuestae Lios microorganismos son usualmente bacterlas que
wtilizan deido carboxflico pertenscientes el género #lceligenes,
Pseud omonas, Achromobacter y Moraxelleo

Las condiciones méds sdecuadamse para efectuar la otapa secunda~

ria de fermentscidn ge ajustan de manera de separar una proporcién
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mayor y preferiblemente sustancizlmente tode de los dcidos carw
boxilicos presentss sn la fase acuosa.

La etape secundaria de fermeniacidn se pusde sor efectuads
en un recipionts ds fermentacién tipo cuba convencional, por
ejemplo, un fermentedor por via derem. En su lugar, se pueds
utilizar un formentador de filtro de escurrimiento o un fermen-
tadof de¢ sedimento activadoe. Los fermentadores de estos dos dle-
timos tipoa son ya bien conocidose Los fermentadores de £iltro de
escurrimiento comprenden usuglmente ung torrs que cantisne un
materiel de compaceidn, tal como, por ejemplo, "anillos Raschig"
a través de o sobre el cuagl fluye hacia abajo c;ldo que contie—
ne el microorgenismo de cultivo bajo la influencia de la gra-
vedad y asciende cuando se aplica una contracorriente de gires
Los fermentadores de sedimento activado comprenden comfnmente un
recipiente fermentedor horizontal, medios para alrear el recie
piente, medios teles como por sjemplo un decantedor para separar
en una fraccidn de fase substanciglmente acuosa el producto que
fluye y una fraceidn de sedimento rica en el microorgenismo de
cultivo del fermentador de sedimento y medios pars reciclar la
fraccidén de sedimento en el recipiente de fermentacidnic

En la realizacién del proceso, la fase acuosa ge puede
separgr del caldo racuperado de la etapa primeris de fermenta~
cién por dichos medios de decantacidén, centrifugacién o filtra-
ciéne. Por centrifugacidn es posible separar hasta aproximedgmente
un 95¢ por volumen de la fase acuosa btotgl presente en el caldoe
Sin embargo, ss mds usuel separar entre un 75 a un 85% po¥ de la
fase acuoga presente en el caldoe

31 se desea, se pusde reciclar toda la fase acuosa a la otew

pa primeria de fermentacidén despuds de tratamiento en la etapa
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secundaria de fermentacibne. En lg prdctica la cantidsd mi-
nime de fase mcuosa a reciclar debe ser por lo menos un 50% del
volumen totel de fase acuosa que estoba presente en la etapa pri-
marig de fermentacidn del celdo.

Por otra parte, la mexime cantidad de fase acuosa que es po-
gible précticamente reciclar es apcoximadanente de un 95% del
total de la fame amcuosa presente en la etapa primaria de fermentaw
cién del caldoo

La presencia en la fase acuosa tratada de microorganismos
de etapa secundaria de fermentaclén viables, es decir, cultivo
microbieno que utiliza Acido carbox{lico no es desecable,puresto
que puede reducir el rdgimen de crecimiento del microorganismo
de cultivo de lz etepa primerie de fermentacidn.

En consecuencie, es conveniente someter la fase acuo-
ga trateds a unm técnica por medio de la cusl el microorganismo
de cultivo de la etapa secundaria de fermentacifn es inactivedo
o metado entes de reciclar la fase acuoma tratada en la etapa prim
marig de fermentacidn. En una variente, o bien edicionelmente,
la fase acuose tratade puede ser sometida a una tdécnica para
geparar de la misma antes de ser recicleda el microorganismo
de cultivo de le etapm secundariae Iz fase scuoga puede ger some
tida convenlentemente a una etepa de tratemiento tdrmico parae
inactiver o matar el microorganismo de cultivo de la etape secunw
derie de fermentaciéne. La temperatura de tratamisnto puede ser
del orden de 80 a 1308C'y el tiempo de tratemiento puede ser del
orden de 0,5 a 15 minutose

Un método conveniente para seperar el microorganismo de

cultivo de la etapa secundaria consiste en someter la fase tratada
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acuosa & una etapa de decantacidn en la que es posible que le
fase tratada acuosa se separe bajo la influencia de la grave-
ded en una fraccidn de sedimento inferior que comprende prine
cipelmente microorganismo de cultivo de lg etapa secundaria y
una fraceidn de fase acuome superior que estd substancislmente
libre de microorganismo de cultivo de la etapa secundarige O
tras téchicas para separar ds la fase tratada scuosa el microom.
ganismo de la etapa secundaris son centrifugecidn o filtracidn.

En la practica, solamente es recicleda perte de la fase
acuose trateda debido a pérdidas técnicss durente el trate-
miento y es conveniente efiadir elementos nutritivos “complow
nenterios" como una solucidn acucsa. En la préetica,*ae dese g
timg aproiimadamente un 10% por volupen de la fase acuosa tra-
teda ¥ el volumen obtenido con medio mutritivo acuoso frescp
se puede afiedir directamente el celdo de le otepe primaria de
fermentacién o a la fase mcuosae tratada entes de ser agregads
gl caldoo

La concentracién de elementos nutritivos en la etapa
primgria de fermentacidn del celdo me mantiene constante por
adicién a la etape primaris del celdo elementos nutritivos "come
plementarios" (es decir, seles nutritivas y otras substancias
esencieles r;queridas para el crecimiento del milcroorganismo)e
Los elementos nutritivos "complemontarios" se pueden agregar
preferiblemente como una ;olucién,,ya gea la fase acuosa tro-
tada o directamente sstos a la etapa primaris de fermentacidn
del celdoe La concentrecidn de estos elementos nutritivos "cow
plementarios® debe ser tel que asegure que se mantiene conse

tante toda 1; centidad de nutrientes suministrados a la etapa
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primaria de fermentacién del caldoe

El pH més adecuado de la fase acuosa reciclada se debe ajus-
tar de modo que se corresponda con el pH de la etapa primaria de
fermentacifn del celdos

Ia etapa de fermentacidn se puede llever a cabo empleendo
técnicas de reelizacidn conocidase. En las patentes inglesas nue
meros 1e017e584, 100216697 ¥ 102084273 se describen las técnim
cas de puesta en préctice mds epropisdase

La invencidn se ilustra, sunque no queds limitada, con los
siguientes ejemplos:
Ljemplo 1

4o Inicio de etaps de fermentecidn secundgris
Una levedura Candida tropicelis CBS ndmero 6373 consumiendo

hidrocerburo de cedena recta fué cultiveda continusmente ¥ no
asépticemente en una etapa primaria de fermentecién en un fermenw
tedor con inyeccién de mire (lm agitecién la proporciona el ai-
re s0lo)e El fermentador tiene un velumen de tiebajo de un litroe

El celdo de la etapa primaria de fermentecién tenia la siguiente

composicidng

(1) Medio nutritivo acuoso
H3P0g 0,97 gramos
KCL 0,58 "
Mg(CH), 0,039 ™
MuSD, Hy0 0,012 "
Fe 304 7H20 0,031 ™
Zn 804 TH,0 0,079 "
CU 504 5H,0 000002 ®
Extracto de levedura 0,015 ¥

Agus complementariea 1000mililitros
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Fuente de nitrégeno Iones de amonio suministrados
como smonliaco.

(2) Subgtrato de carbono

Un gas-0il obtenido a partir de un aceite crudo del Irak

que tonfe las siguientes caracterfsticass

Gravedad especifica 0,875
Temperatura de fluidez oritica ¢ 78C
Régimen de ebullicién 300 a 380°C sobre TGP

Se mezclaron 80 gramos de este gascil con cada iitro de
nedio nutritivo acuoso y la mezcla se suministré a la etapa
primaria de fermentadién del caldo con un régimen de 200 ml por
horae 51 régimen de dilucidn del fermentador fud de 0,2h"1.

Beta etapa primgria de fermentacidn fud mentenida a una
temperatura de 30°C y a un pH de 4,2 mediante 1a adicidn de
amoniaco liquido & convenienciee Lia ventilacidn se reglizé e
un rdgimen de 400 volydmenes/volumen por horae

$o hizo pasar caldo cul%iVado a partlr de la stapa primaria
de fermentacién a un decantador donde pudo ser separado por gra-
vedad segin una fraceidn aireadm superior que contenia el total
de la levadura o hidrocarburo rssidugl, y una fraceidn inferior
cpnstituida esencialmente por fase acuosa. Ll caldo se separd
segdn aproximadamente un 75% por volumen de fase acuosa y 25%
por volumen de fraccifn aireada que contenia levadura, o hidro-
carburo residuale La fase acuosa asl separeda se hizo pasar en
forma continua a un sogunde recipiente fermentador que tenfa un
volumen de trabajo de 1 litro 7 en el que fud establecida una
etapa secundaria de fermentacidn de la siguienie mansro. xl gem
gundo fermentador era del tipo con inyeccidn de aire, sn el cuzl

el aire proporcionaba el Unico medio de agitacién. La fermentacidn
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fué mentenida no zadpticamente a un régimen de dilucién (D)
de 0,271 La temperatura fué mantenida a 30°C y el pH fué man-
tenido a 5,5 mediente la adicidn de amoniaco liguido. La airea—
cibn se efectud a un rdégimen de 40 voldmenes/vdlumen por hores
Dichas condiciones gelectives indujeron a la formaecién natursel
de un cultivo mezclado de bacterias que utiliza deido carboxili-
coe La concentracidén de bacteriass en el cultivo fud aproximade~
mente de 2 x 10° mililitross El cultivo estaba constitufdo por
especles de bacterias "gram negative" de los sigulentes géneros:
Alcaligenes, Pseudomonas y Chromobacters (segdn la obra “J.Gen.
Microbiology" pégs. 49 a 21l. Edicién 1967 de Thornley (Modo))o

Las bao%eriaa so encontraban principelmente en forma de pre-
cipltado en el fondo del fermentador con relativamente pocas
bacterias en la fase acuossae

Se continué la fermentacidn hesta que se establecid funcio-
namiento en gstado estacionario. Iuego se recupsrd fase acuose
del fermentador y se recicld &l celdo de la etepa primeria de

fermentacién después de un tratemiento como sigues

To Reciclo de fape mcuosa de etepa gecundaria de fermantge
cién de acuerdo con el procedimiento de la presente invencidne

Se rocuperd en forme continue fese acuosa del segundo fer—

mentedor y se hizo paser a un mezeclador donde fueron agregados y
disueltos elementos nutritives "complementarios®. EL pH del celw
do de etapas primeria de fermentacién fué ajustado a 4,2

Después se gfiedicron a 75 partes por volumen de la fese
acuosa tratede 25 partes por volumen de una sclucién nutritie
va "complementaria® acuosa que tenia la composicién anterior-

mente descrite en el pfrrefo 4, pero con un eumento de concen—
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tracién cuddruples

4 continuacidn la mezcla fué reciclada a la etapa primaria
de fermentacidn del caldo.

El régimen de produccibn de la etapa primeria e fermentacidn
fué de 14,3 gramos de levedura (peso seco) por litro de caldo.
) procedimiento se 1leve a cabo en forma contfnua con reciclo
de aproximadsmente un 75% por volumen de fase acuose tratada re~
cupe¥ada de la etepa de fermentacién del celdo durante 2700 ho-
rag y se termind el ciclo.

EXPERIMENTO

Como comparacidn se efectud la etapa primaris de fermente-
cién, empleando el mismo procedimienio que en el Ejemplo 1 pero
gin reciclo de fase acuosa consumidae. El régimen de produccidén
fué de 9,8 gramos por litro de levadura {peso seco)e
Mediente reelizacién continua sostenide de acuerdo con el pro-
cimiento precedente fud posible obbtener un incremento de aproxis
nadamente un 40% en el régimen de produccifn dslevaduras
Ejemplo 2

(4) Inicio de una etape de fermentacifn secundarias

Un lingje de la levadura C. tripicelis CBS mimero: 6373 con=
sumiendo hidrocarburo de cedena recta, fué cultivedo continuamen—
te en forma no segéptica en una etapa primaria de fermentacidn en
un fermentador de vértice que tenia un volumen de trabajo de 25
litross La etopa primeria de fermentacidén se 1llevd a cabo como

gigues
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(1) Medio nutritivo acuoasoe
P como H3 PO4 276 mg/1
K como KC1 360 v
Nn como MnSO, Hy0 5
Fe como FeSO, 7H,O0 1 "
Cu como CuSO4 oH,0 0,2 "
Zn como Znso4 TH,0 2
Mg como Mg (OH)2 19,2 ®
Extrecto de levadura 15 ®

dgua corriente complementaria 1@000ﬂn1

Puente de nitrdgeno Iones de smonio s
minlstrados con amoniaco

(2) Substrato de carkono
Un gesoil obtenido a partix de un ascelte crudo de Irak

que tenis las caracteristicas siguientes:

Grevedad especifica 0.876

Temperatura de fluidez critica ¢ 7°C

Régimen de ebullicidn 300 a 380% ;obre
EP

Se mezclaron 90 gramos de este gasoil con 910 gramos de
medio nutritivo acuoso y la mezcla fud elimenteda el fermentador
con un régimen de 6,25 1/horse Bl régimen de dilucidn del fer-
mentador fué de 0,25 h-L,

La fermentacién fué mantenida & una temperature de 32°C,
un pH de 4,4 y un régimen de ventilacidn de 60 valumenes/vélu~
men por horae El caldo fué mentenido en agilacién de remolino
pbtenida mediante un impulsor que girsba a una velocided de
1200 repeme

Se hizo pasar caldo cultivado de la etapa primaria de ferw

mentacién a un decentador continuo en el que por gravedad fué
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posible gepararlo segun una fraceidn miresda superior que con-
tenfa la totalided de la levadura e hidrpcarburo residusl, ¥ una
fraccidn inferior constituida esencialmente sdélo por fase acuo-
sas 1 celdo de la etapa primeria de fermentacién se separé sagin
aproximedamente un 75% por volumen de fase acuosa, (es decir, la
fraccidn inferior.) EL 256 restante por volumen,o ses, la fraoc
cidn aireada supsrior, contenfa alguna fage acuose, pero estaba
constituida esencialmente por levadura junto con hidrocarburo
regiduale

Ia fraccién inferior (esencialmente fmse acuosa) se hizo
pasar en forma continua a un segundo fermentador en el que se
establecid de la siguiente maners una fermentacidn secundaria.
El fermentedor tenfm un volumen de trabajo de 25 litros y era
del tipo de vértice dotedo de un impulsor para proporcionar agi-
tacién en torbellinoe La fraceién separada, que contenfa esen—
o;ialmente levadura, ss hizo pasar a un decantador cstdtico,
donde fué posible separer por gravedsd otro 10% por volumen de
fame acuosae. Bate otro 10F por volumen de fase acuosa se hizo
pasar al sogundo formentador para hacer un total de 85% por
volumen de fase acuosa an relacidn con el volumen totsl del cale
do cultivado recuperedo de la primera ebtapa de formentacidne
La fase acuosa tenfa un contenido de deido carboxflico de 350
niligranos per Litro.

1 s:gundo fermentador fud puesto en funcionamiento en
Torme contfnua y no aséptica con un régimen de dilucidn de 0,2
horas™l, un régimen de aireacidn de 10 voldmenss/volumen por
hora y una temperatura de 30° a 32%°. I1 pH fud mantenido en

aproximedemente 5 mediante la aedicidn de amoniacoe La veloci~-
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dad del impulaor fué ajustada para proporcionar agitacida en
torbellino. Dsapuds de 70 horas de funcionamiento continuo se
desarrolld naturelmente un cultive bacterisl gue tenis una denw
sidad de aproximadamente 10° células por mililitros EL cultivo
tenf{a la misma composicidn que la descrita en lam etapa seoundes
ria de fermentaclfn del Ejemplo 1. Se prosiguid la fermentacidn
hasta que se astablecid funclonamisnto continuo en sstado oo
tacionarios Tia fase acuosa recuperada de le etapa secundaria de
fermentacidn asl establecida tenfa un contenido de écido carboxis
lico de 20 milipramos por 1itro.

Be Reclclo de fase acuosa de etapa secundaria de fermenta-

cidn e acucrdo con el procedimiento de la presgente invencidn.

La fase ascuosa recupserada de la etapa secundaria de fermente-
clfn se hizo pasar e un intercambiador de calor del tipo de pla-
ca donde fud gometida a una tsmporatura de 90°¢ durants un
tiempo de 30 segundos. Zste tretamiento maetd o inactivé el cul-
tivo bacterigl de la etapa secundaria de fermemtacidne Imego la
fese acuosa se pasd a una mfquina centrifuga que fud acciona-
da a una velocidad de 60000 rspeme para separar de la fass
acuosa bacterias de la etapa secuhdarim. La fraccidn que contenia
las bacterims de la etapa secundaria comprendia aproximsdamente
alrededor de un 10% por volumen de la faze acuosa total recuperg-
da de la etapa seccundaria de fermentacidn secundarizme Zata frace
cidn fud desestimeda. Le fraccidn restante constituida esenciale
mente por fase acuosa fué pasada a un mezclador donde so agregem
ron elementos nutritivos "coaplementarios", despuds de Lo cusl se
tratéd y se hizo volver a la etapa primari; de fermentacidn de

acuerdo con el procedimiento descrito en ol Ejemplo le Lia etaps
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primaria de fermentacidn se efectué de manera continua durante 25
afas en los cuales terminde ®1 rdgimen de produccidn fud de 13,2

gramos por litro de levadura (peso s2co)e

Experimento
4 titulo de comparacidn, la etapa de fermentacidu prin-

cipel se reglizd, utilizando el mismo procedimiento que en el
Bjemplo 2 gin reciclo de fase acuosa consumida. El régimen de
produccidn fud de 9,8 gramos por litro de levedura (paso ssco)e
Mediante funcionamisnto continuo sostenido de acuerdo con el
procedimiento precedente fud pogible obtener un incremento de
aproxinedamente un 35% en el régimen de produceidn de Levadurae
Diemplo 3

Sa siguid el procedimiento descrito en el Ljemplo 2, a e%-
cepcién de que la fraceidn superior que contenfa levadura fué
separade en el decantador estdtico (es decir, un 15% por Vo-
Jumen del caldo cul%ivado procedente de la etapa primaria de forw
mentacidn, fud pasade a una mdguina centrifuge dmde se sepe~-
ré otro 10% por volumen de fase acuesas Egte otro 10% por vo
lunen de fase acuosa ss hizo pasar a la etapa secunderia de ferw
mentacién para hacer un totel de un 95% por volumen del caldo
de etapa primaria de fermentacidn pasado a la otapa ssdundaria
da fermentacidén como fase acuosa. Je acuerdo con el procsdimisnto
descrito en el Ejemplo 2, se desestimé un 10% por volumsn de la
fage tratada acuoga recuperada de la etapa secundaria de fermento
cién. F1 85% por volumen restante de fase tratada acuosa fud luegzo
reciclado gl caldo de etapa primaria de fermentacidn degpuds de la
edicidn ds un 15% por volumen de una solucidn de elementos nutri-
tivos "jomplementerios®. El régimen de produceidn de la stapa pri-

maria de farmentacidn fud de 13,2 gramos de levedura (psso scco)
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por litro de caldo de fermentacléne. La fermentacidn se 1llevé
a cabo en forma continua durante 25 dfas después de lo cual fi-
nalizé el cicloe

A t{tulo de comparacidn con ¢l Experimento descrito en el
Ljemplo 2, el procedimisnto descrito en ¢l Ejemplo 3, en ol
que se reciclé un total de un 85% por volumen del caldo de ferw
mentacidn de la etapa primaria, produjo un incremento del 35%

en cuanto el rdgimen de produccidn de levedurae

Bjemplo 4
Se 1levd a cabo una furmentacidn, empleando sl mismo pro-

cedimiento e iguales regimenes de flujo que se han descrito en
el ejemplo 2, a excepcifn de que lm etapa secundariag de fermente=
cidn gse efectud en un formentador de sedimento activado y se omd~
ti6 la etapa de tratamiento térmico para matar o inactivar las
bacterias de scgunda etapa existentes en la fasse acuosa tratadae

8 feruentador de sedimento activado sataba constituldo por
un recipiente dispuesto horizontalmente que por medio de una plam
ca perforadma verticel centrael ss hellaba dividido en un primer
Yy un scgundo coumpartimientos, coupremiiendo el fermentador me-
dios parg alrear aepéradamente el primer y segundo compartimien—~
tose

En la roalizacidn del procedimiento, fase acuosa decantada
del caldo de etapa primaris de fermentacidn y que contenia 300
niligremos por mililitro de deido carboxflico (un 855 por vo-
lumen del caldo de etapa de fermentacidn principal) se hizo
pasar continuamente el fermentedor de sedimento activado. Este
fermentador fué mantenido a tempsrature ambiente (aproximada—
menta 20°C) mantenidndose un pH natural comprendido en el

orden de 4 & 5 y un rdgimen de airsacidn de 30 voldmenes/voluw
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men por hora en el primer compartimiento y de 10 volimenes/vow
luten por hora en el segundo compartimisntos. lin tales condicio-
nes ge desarrolld naturalmente un cultivo bactarial que utilie
zaba dcido carboxilico. La composicién del cultivo fud andloga
a la del cultivo bacterial de la segunda stapa daescrita en el
Ejemplo 1. La corrisnte de producto procedente del fermentador de
fango setivado se hizo pasar g un decantador domde por grave-
dad fué posible soparar de la fasse acnosa bacterias de segunda
etapas Las bacterias asi separadas en forua de sedimento fueron .
recuperedas y recicledas al fermentador de sedimento activados
Lia fraceidn de fase acuosa fué pasada a una mdquine centrifuga
eccionada a una velocided de 6000 repems, por 1o que se separd
y desestimd una fracecidn que contenfa las bacterias restantes

y algo de fase mcuosa, aproximadaments un 104 por volumen de la
fracoién pasada a la méquina centrifugae ElL 75% por volumen rcs-
tante de la fase mcuosa {que comprendfa 30 miligramos por litro
de dcido carboxilico) fué mezclado con elementos nutritivoes
"complementarios" y despuds de ello se recicld a la etapa prima-
ria de fermentacidn de acuerdo con el procedimiento descrito en
el BEjemplo 1.

La etapa primaria de fermentacidn se llevd a cabo en

forma continua durante 500 horas despuds de lo cual finaelizé

el cicloes Xl régimen de produccidn de levedura fud de 11,9 gra-
mos de levadura {peso seco) por litroe.

A titulo de sjemplo, la stapa primaria de fermentacién
fué 1levada a cabo sin recicle, empleando las mismas con-

diciones de funcionamiento que las descritas en relacién con
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el Zjemplo 1. El régimen de produccion fud de 9,6 gramos de
levadura (peso seco) per litro.

Con la ejecucion del procedimiento de acuerdo con la
presente invencidn se obtuvo un eumento de un 25¢ en el ré-
gimen de produccidn de levadura.

Ejemplo 5

Une levedura utilizando hidrocarburo de cadena rects,
vcendida tropicalis CBS n¢ 6373" fud culitiveda en forua con-
tinue ¥ no asdptica en une ctaps primaria de fermentacidn en
un fermentador elevador de aire poseedor de una capacidad de
tresbajo de 3,5 x 103 litrose La fermentacion fué llevada & cee
bo emplegndo les mismas condiciones que las descritas para la
etape primaris de¢ fernmentacidn del “jemplo 2.

Se hlzo pesar caldo cultivado desde lu etapa primaris de fer-
mentacidén hasta un decantador continuo donde fud posible separar—
lo por gravedad segin una fraceidn aireeda supsrior que estaba
constituida por la mayor parte de le levedura e hidrocsrburo re-
sidual, y una freccidn inferior constituida esenciglmente sélo por
fase acuosa. La fraccion de fuse acuoss ssl separadae fué aproxime-
dgmente wun 75 por volumen del volumen total del celdo recuperado
de la ctepe primeris de fermentecibn. Ta fase ecuosa tenfa un
contenido er geido cerboxilico de 300 miligramos por litro. La
fraccibn de fase acuosa fué pasada a la parte superior de un fer—
mentador de filtro de goteo en el que se¢ 1levd a cabo una stapa
gecundaria de fermentacifn en presencia de un cultivo bacterisl
que utiliza dcido carboxilicoe El cultivo bacterisl tenfa la mis-
me actividad metabdlica que ol cultivo descrito en relucidn con

el ®jemplo 2. %1 fermentalor cstuba constivufdo por un cilindro ver
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ticel de una altura de cnatro metros y un didmetro de 1/'16 netrog.
El cilindro estaba lleno de 4000 litros de un polimero subdivie
dido inerte. El drea superficisl presentsda por la mase era de
126 matrosz/metros3. El régimen de flujo de fraccidn de fase zcuo-
sa bajo la columng erg de 11/'m.e1:ros2 de llaenado por horas dsi,
¢l tiempo que permanecidé la fase acuose en lg columna fué aproxi-
medsmente de unas 8 horase La fermentacidén en la cclumna fud man-
tenida a temperstura ambiente, es decir, aproximadsmente a 20°¢C.
El pE fud el pE naturel, es decir, aproximedamente de 4 a 5. La
aireacién se efectud por medio del mire naturel que Ffluyé hacia
arriba en lg columngs

La fase acuosa rocuperads de la bage de la columna sse
hizo pasar & un primer decantador donde por gravedad fud po-
gsible que lés bacterias de segunda etapa we estableciesen en
forma de sedimentoe La fraccién de fase acuosa decantada fué pe-
sade & un segundo decantedor donde fud posible establecer
otra centidad de bacteriss en forme de seimentos El sedimento baoc—
terigl decantedo fué desestimadoes EL tiempo de¢ permenencis de
1le fase scuosa en el primer y segundo decantad ores fué de al
menos 2 horase Luego, la fase acuoga recuperads de los decantes
dores (que contenfa 45 miligremos de dcido cerboxflico por li-
tro) fud pasada a una mdquina centrifuge que se hizo funclonar
a una velocidad de 6000 respelis por lo cual se separd y deses—
timé un 107 por volumene EL 75% por volumen restante fué tre-
tado con elementos nutritivos "complementarios" y retornado a
le etapa primaria de fermentacidn de acuerdo con la tdenica
descrita en ol Ejemplo 1. Lia etapa primaria de fermentacidn

se efectud en forma continua durante 6 meses con un rdégicen
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de produccidn de 11,5 gramos de levadura (peso seco) por li-
tro, despuds de lo cual fué terminado el cicloe

A ti{tulo comparativo, se efectud una etepa primeria de forw
mentacién en las pismas condiciones que lae descritas, pero ain
reciclo de la fase acuoma. El régimen de produceidn fud de
915 gremos por litro de levadura (peso seco) por litro. dsi,
mediante reslizacidn de acuerdo con la presente invencidn,
se obbtuvo una mejoria de aproximedsmente un 20% de productivi-

dad de levaedura (peso seco)e

NOTA

Por la patente de invencidn a que se refisre la presente
memoria deacriptiva se REIVINDICA la propledad y la explotew
cibn execlusive des

lew Procedimiento de fermentacidn para convertir hidrocarbu-
ros en substaenciass proteinicas, cergcterizado por el hecho que
cmsiste en las fases de: culiivar de forma continua un microorgae-
nismo que utilizg un hidrocarbure de cedena recta en una etgpa
primaria de fermentacidn en un caldo que comprende una fraccidn
de pétréleo gue congiste de o contisne un hidrocarburo de cadena
recta que tiene por lo menos 10 dtomos de carbono por moléculs,
un medlio nutritivo acuoso y un gas que contiene oxigeno libre;
recuperar de forma contfnusm czldo de la etapa primaeria de fermen~
tecidu; separar el caldo en una fraccidn rice en microorgenismos
¥y una fraccidn que esencialmente comprende fase acuosaj trater la
fraceidn fase acuosa en una etapa sccoundaria de fermentacidn con
un microorganismo que utiliza dcido carboxilico, o una mezcla de
dichos microorganismos; rocuperar la fase acuosa tratada de la e

tapa secundarig de fermentacidn; y reciclaecidn de la fase escuosa
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te de la etapa primaria de fermentacidn del caldo.

2e= Procedimiento tel como el espscificado en 1, caracteri-
zado por el hecho que la étapa gsecundaria de fermentacidn es
efectuada de forma continua y no aséptica y ¢l microorganismo
es un cultivo mezclado ngturalmente producido de bacieria que
utilize dcido carboxilico.

3e= Procedimiento tal como el especificado en 1l o 2, carac-
terizado por el hecho que la fase acuoss tratada recuperada de
le etupa secundaria de fermentacién es sometida a una técnica en
la cugl log microorganismos que utilizen dcido carbexilico presen-
tes en ella son insctivados o wuertos entes de recicler la fase
gcuose para formar parte de la eteps primaria de fermentacién
del caldo.

4 e~ Procedimiento tel coumo el especificado en 1l o 2, ca~
racterizado por el hecho que la fase acuosa trataeda recuperada
de la elzpa sccundaria de fermentacién es sometida a uma técnica
en la cual log microorgenismos que utilizan deido carboxilico
presentes en ella son separsdos antes de reciclar la fage acuo-
pa pare former parte de la etapa primarias de fermentacidn del
caldoe

5 Procedimientos tal como el especificado en wna cual-
quiera de las reivindicaclones precedentes, caracterizadoc por
el hecho que la etapa secundaria de fermentacién se efectda en
un tipo de cuba fermentadora de extraceidn con inyeccidn de ai-
re comprimido.

6= Procedimiento tel como el especificado en una cuslquiera

de lag precedentes reivindiceciones 1 a 4, caracterizado por el
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hecho gue la etepa sscundarila de fermentacldn e¢s efectuada
en un fermentador de sedimento inactivadoo
7e- Procediniento tel como el espscificado en una cuel-
quiera de les precedentes reivindiceciones 1 a 4, caracterizg-
5 do por el hecho que la etapa secundaria de fermentacién es
| efectuada en un fermentador £iltro percolador.
€ e Procedimiento tel como el especificado en una cual-
quiere de lag precedentes reivindicaciones, caracterizedo
por el hecho que las etapas primaria y secundaria de fermen-
1c tacifn son operadas en forma no asépticee
Qo= Frocedimiento a8l como el especificado en una cual-
quiera de lams precedentes reivindicaciones, caracterizado por
el hecho que una solucidén acuosa de elementos nutritivos "come-
plementarios" es edicionsda & lu fase acuosa tratada antes de
15 reciclo peras formar parte de la etapae primeriam de fermentacidn
del caldo.
10e "Procedimiento de fermentacidn parm convertir hidroe
carburos en substancias protefnicas".
Consta le presente memoria descriptiva de velntiuna hojas
fcoliedas, sscrites por una sola carsge

Barcelona, 9 de Junio de 1973.
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