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Se conocen procedimientos biosintéticos en los
cuzles se reproducen por fermentacién microorganismos,

por e jemplo determinadas cepas de levadura, en un medio

-nutricio sintético, que como tinico manantial de carbono

contiene n—parafinas.,Diéhos procgdimientés”sé pueden 1;3 
var a cabo tanto de modo discontinuo como fambién de modo
continuo, ILas parafinas utilizadas en este caso tienen en
general 8 a 23 4tomos de carbono. Las células de }éva§ura

obtenidas de este modo_contienén en la llamada “proteihar"

'bruta" (que se calcula multiplicando el valor para el

nitrégeno, encontradc mediante anéllsms elemental, por el

.factor empirlco 6, 25) usualnente 60 a 80% en peso de ami

noéeldos y 8 a 12% en peso de dcidos nucleinlcos. No obstan
te, una proporcmdn tan elevada de dcidos nucleinicos es in -
deseable, ya que a partir de ellos se forma en el organls—-
mo humano beido Urico, que provoca arﬁrltls Ademés de'
ellos se influye desfavorablemente sobre la flora del trac
to gastr01n$est1nal.

Se ha encontrado ahora un procedimiento para la

'prepara016n de levaduras con una npparaflna con & a 23
" dtomos de carbono como manantlal de carbono ¥y un manantial

~ de nitrégeno en condiciones aerobias-con un valor de pH

entre 2,0 ¥ 6,8, que estd caracterizado ‘porque se fermen—
tan cepas de levadura de la familia Candida, sus mutantes
o variantes, de manera tal que la concenirecién de n-pzra

-2 -
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fina en la fase del crecimiento logaritmico de las célu-
las de levadura se encuentra entre 0,04 y 0,12% en peso,
referido a la suspensidén de cultivo,

Se prefiere una concentracién de las n~parafi-
nas que se encuentra entre 0,08 y 0,1Gten peso, asi como
la utilizacidén de las n-parafinas que tienen 10 a 14 4to-
mos de carbono en la cadena.

El procedimiento se lleva a cabo convenientemen—
te en recipientes de fermenﬁacidﬁ gue contienen un medio '

nutricio, el cuzl ademds de las n-parafinas mencionadas

. oontiene, en calidad de manantial de nitrdgeno, sales ta~

‘les como nitrato de potesio, sulfato de amonio o amonfaco,

urea o0 harina de soja. Ademds de ello, el medio nutricio
coﬁmiene fosfatos talew como dihidrogenofosfato potdsico

o hidrogenofosfato disddico asi como sales de magnesio y
potasio y elementos traza, tal como los que estdn conteni-
dos también en agua corriente,

: Puede ser conveniente'afiadir, especialmente a Jos
’cultivos previos, sustancias nutricias tales como extracto
de levadura, extracto de carne, glucosa, tiamina u otras.

Bl procedimiento se lleva a cabo convenientemen-
te a temperaturas entre 202 y 352, preferiblemente entre
289-y 329, A

‘Como cepas de ievadura se utilizen especies de-

Candida especialmente cepas de Candida tan conocidas tales
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como lipolyﬁicalﬁ o guilliermopdiiz), pero tamtién'égpas
tan pocordescriﬂas-como parapsilosis3 o-%gn rards»comof
viswanathii4). |
1) ATCC 20.383;
- 2) ATCC 20.382p '
3) ATCC 20.384;
4) ATCC 20.385;

La suépensién de cultivo en el reciﬁienie de.

- fermentacién es aireada con'0,3 a 1,5 litros de aire por .

litro de.solucién de cultivo y por minujoA(vvm)i preferi—

~ blemente con 0,9 a 1,1 vvm. Con &1 fin de garantizar una

" buena absorcidn del oxIgeno por las qélulas'se agita eon-

venientemente de modo infenso; pueden aﬁadirse tambidn
emulsionantes.:Con el £in de lograr un buen intercambio

de fodps los_componqnies en el sistema de 47fases éélglaa
solucidn’salina—parafina~aire, se ha ma@ifesfado como con¥i
veniente utilizar un agitador o mejor toﬁavié éos'b hés.
agitadores, en un recipiente'de fermentacién;:cﬁyos’nﬁme—j

ros de revoluciones se encuentran entre 100 y 250 rpm, -

preferiblemente entre 150 y 200 rpm. Ademds de ello es

ventajoso disponer en el recipiente de fermentacién dos

égitadores, especizlmente agitadores de turbina, de mane- -

ra tal que las.distancias enire agitadores sean aproxima-

demente de um didmetro de agitadOr. la proporciéﬁ de "@if~ "

-4 -
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metro de agitador a didmetro de recipiente se encuentra

" de modo conveniente eﬁt:e 0,3% y 0,65, preferiblemente

entre 0,45 y 0,55. La velocidad de circulacién de la sug
pensién de cultivo es convenientemente mayor de 7 metros/'
segundo. !

Caso de que se produzca formacién de espuma, se
aconse ja une represidén quimica o mecdnica de dicha espuma,
por ejemplo por adicién de 0,01 a 0,1 % en peso de un

agente desespumante tal como octanol, ésteres de dcido

" oleico y de dcido ldurico con glicol, glicerina o sorbita,

solucidén alcohblica de colestérina, o_silicongg,com& poli
dimetilsiloxano. - - ‘

Ia concentracién de n-parafina entre 0,04 y 0,12
% en peso, preferiblemente entre 0,08 y 0,10 % en peso,
puede ser gobernada de modo continuo medianfe'diferentes'
nedidas, tal como'ﬁordejemplo mediante medicién del consu-
mo de nitrégeno, de la proporcidn de masa de,;élulas, o
preferiblemente por medicidén de la descurga de didxido de
carbono. En este caso es pogible una dosificacidén con pfg
cisién de la adicidn de parafina.reaccioﬁando répidomente o
una descarga de diéxido de cerbono en disminuci§n en el
caso de déficit de carbono. |

Cuando el valor de pH de la suspensién de cul-
tivo disminuye por debajo dei valor prescrito,'es llevado:

nuevamente a dicho valor prescrito por adicién de un 4dlca-

-5 -
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'li, por ejemplo lejia de sosa o lejfa de potasa.

. Para controlar el proceso se tome: muestras de la
suspensién de cultivo, con el fin de determinar ei beso en
seco y el contenido de nitrdgeno en la masa de célplas'de
levadura. Después de ello serﬁueden determinar el grado de
crecimiento y el tiempo de duplicacidn de 1o masa de célu~
las. Cuando él péso en seco de la levadura ya no auments,
logar{tmicamente en tomas de muestras sucesivas, se hace
terminar la fermentacién.’ o —_—

Ia separacién de la masa de levadura se efectia

“de modo usual por decantacién o pfeferiblémente POY CEN

trifugacidn,iavando varias veces con agua;'bé egte manera
se obtiene una'mésa de células de levadura a modo de pasfa,
que todavia contiene 75 & 90% en peso de agua. El-secado
puede efectuarse de diferentes maneras, por ejemplo median-
te secado con rodillos, secado com lecho fluidificado o se-
cado bor atomizacidn. El producto secado de este modo -con~
tiene so0lo 2 & 5%-en peso de agua y 45 a 60% en peso de

proteina bruta. En esta proteina bruta la proporcidn de

" aminodcidos es de 90‘a 95% en peso. En este caso es digno

de mencién'el hecho de que no sélo esta proporeidén de ami -
nodcidos en general, sivio especialmente el contenido de
aminoécidos esenciales y sémiesenciales, son‘mayores que
en productos comparables de acuerdo con el estado conoci-

do de la técnica. Ademds de éllo, el contenido de cenizas
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brutas de la masa de células secada obtenida de acuerdo
con el invento es claramente menor que el de los vnroduc-—
tos conocidos. La proteina bruta obtenida de acuerdo con

el invento contiene ademds solo 3 a 6% en peso de dcidos

nucleinicos, mientras que los productos de levadura conoci

dos contienen 8 a 12% en peso de écidos nucleinicos.

La masa de levadura secza obtenida de acuerdo con

el procedimiento segin el invento es apropiada por lo tan

to el grado especial para servir como manantial de pro-
tefnas en alimentos y en piensos para animales.

EJEMPLO 1

La cepa Candida lipolytica FH-H5027 (ATCC 20.383)

que es mantenida en un tubito con agar inclinado de la com

posicidn:

es lavada con 4 ml de agua destilade o solucidén fisiolé-

2,5 % de
5,0 % de
10,0 % de
10,0 % de
10,0 % de
2,5 % de

extracto de. carne
extracto de levadura

peptona de carne

glucosa
NaCl

agay

gica de sal comin y es inoculada de modo estéril en ur ma-

¢ibén nutrica de cultivo previo con la siguiente composi-

cidn:

traz Erlenmeyer de 2 litros, que contiene 250 ml de solu~

SR
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0,53 % de <NH4>2504

0,4 %de;‘KHzPOAr ,

0,2 % de NazHPO‘Ar.lz By0

0,02 % de MgSO4.7 H,0

0,02 % de KCL
1,5 % de n-parafina y
0,1 % de elementos traza (pH 545)

El procedimiento de acuerdo con el invenlio se

- lleva a cabo en un recipiente de fermentacidn con una ca

pacidad de 14 litros, que estd cargado con 10 litros de

la solueidn nutricia siguientes

1 % de (NH4)2504

0,4 % de KH2PO4

0,2 % de NaZHPo4.12 H,0
0, 02 % de IYIgSO4 07 H20
0,02 % de KC1
El valor del pH de la solucién nutricis es de
4,0. Esta es estgrilizada a 121e C durante 45 minutos. Ade
més de ello se esterilizan separadamente 300 g(3%en

peso) de n-parafina con 10 a 14 dtomos de carbono, Anfes

de la inoculacidn del cultivo principal se efiade a la so

Jucién nutricia 1% en peso de n-parafina.
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Para inocular la solucién nutricia se utilizan
en condiciones estériles 2 veces 250 ml de cultivo pre-
vio, que habia sido agitado a 289C durunte 48 a T2 horas;
La solucidén nutricia inoculada de este modo es agitada
con un agitador de turbina durante 48 a 64 horés a 282¢
aireando con 1 vvm de aire, )

- Una correccién del valor del pH se efectia en
caso necesario mediznte adicién de NaOH 2N estéril. Duran
te la fase logaritmica de la fermentacién se mantiene una
concentracién de n-parafina entre 0,08 y 0,1% en peso. Pa
ra ello, en el caso de una disminucidén de la descarga de
002 de las células ée afiaden dosificadamente de modo au-
tomdtico porciones adicionales de n~parafina hasta que
vuelve a aumentar de nuevo la descarga de 002.

El progreso del proceso es controlado mediante
tomas de muestras para determinar el peéo_en seco y el ni-
trégeno de la masa de células de levadura. ‘

Una vez terminada la fase de crecimiento loga-
ritmico .se lleva a cabo el.tratamiento de modo usuval, por
centrifugacidén, lavado de las células con agua y subsi-
guiente secado por atomizacidén. El producto asi obtenido
tiene un contenido de proteina bruta de 56,7 %'én pego,
un contenido de aminodcidos de 54,9% en péép ¥y una propor
cidn de decido nucleinico de 3,5% en peso. Los aminodcidos

esenciales y semiesencizles constituyen solo 49,89% en pe

“Q -
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g0 (con glicina 54,34% en peso). Datos detallados se en-

cuentran en la siguiente Tabla 1,

-~ 10 -
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TABLA 1

Candida lipolytica

Producto FH-H-5027
Proteina bruta (N x 6,25) % 56,7
Contenido de agua A 2,9
Cenizas brutas % 4,54
Grasas brutas % 8,25
Fibras brutas “% 2,93
Contenido de aminodcidos ¢ 54,9
Aminodeidos g/16 g de W -
Asp 11,35
Thy 5,73
Ser 5,54
' Glu 10’ 92
Pro 4! 34
Gly 5559
Ala 6,88
Cys 0,58
Val 5, 82
Ile 5; 05
. Teu 7,70
Typ 3,65
The 4,40
His 4,94
Lys 9,25
Arg 4,92
Try 0,54
Vitaminas meg/g B, 4455
B2 42,0
B12 0, 11
Nicotinamida 130,0
Acido pantoténico 99,0
Contenido de deido nuclef |
nico 7 3,5
Contenido de cenizas bru-
tas % 4,54
- 11 =
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.en el Ejemplo 1 y es agitada a 309C, aireahdo qgﬁ 1 vvm de

EJEMPLO 2
La cepa Candida viswanathii FH—H-5123 (AICC 20. 385)

-@s cultlvada como en el Ejemplo 1. Ademﬁs de ello a2 un re-

clplente de fermentacmén con wna capacided de 14 lltros se

- afiaden 9 litros de solucién nutricia con la composicidn in

dicada en el Ejemplo 1 y se agrega 0,5% en peso de parafi

na esterilizada. Ia solucién nutricia es inoculada como.

aire con un agitador de turbina con 250 rpm, E1 valor del
pif es mantenido en pH 4,0 eventualmente. por adlclén de le
jfa de sosa estéril. Durante 1a fase logaritmica de la fer

mentacién se mantiene una concentracidn de n-parafine en-

" tre 0,08 y 1,0 % en peso. La regulacién de esta concen-

tracién, el control del proceso asi como lea.separacién y

el tratamiento de 1a masa de células.ébténida,sé efecttian
tal como se describe en el Ejemplo l. Después de secado

por atomizacién se obtiene un producto éon un contenido de
protefna bruta de 46,6 % en peso, un contenido de amino-
deidos de 42,0% en peso y un contenido de deidos nucleinicés
de 4,1 % en peso. El contenido de cenizas brutas es de

3,05 % en peso.

EJEMPLO 3

.

La cepa Candida parapsilosis FH-H-5356 (ATCC 20.384)
es cultiﬁada tal como se describe en el Ejemplo 1, en pri-

mer termino en un recipiente de fermentacién con una capa

- 12
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cidad de 10 litros, ILa suspensién de cultivs asi obite-
nida es transferida luego a un recipiente de fermenta-
cidn de 200 litros de capacidad, que estd cargado con

150 litros de la siguiente solucidn nutricias

5
1 % de (NH,),50,
Oy4 % do KH,PO,
0,2 % de.K'zHPO4
10 . 0,2 % ae'NaZHPoA(.%a H,0
0,02 % de NaCl
0,02 % de MgS0,.7 H,0
0,5 % de n—parafina(c1o_014)
15 ' ' .

El valor del pH de la solucidén nuiricia es ajus
tado a 5,0 con 4cido fosfdérico semiconcentrado. A conti-
nuacidn se esteriliza a 1209C y 1,4 atmésferas manométri
cas durante 20 minutos, Despuds de la esterilizacidn el

20 valor del pH eg de 4,5 g 5,0, . 7

A continuacién el cultivo es fermentado duran-
te 40 a 48 horas a 282C aireando.con 1,1 vvm 2 una pre- '
sién de 0,3 atmésferas manométricas y agitando con 2 agi
tadores con 250 rpm, Durante la fase logaritmica de la fer

25 mentacién se mantiene una concentracién de n-parafina en

2.9.74 . T e 13 -
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tre 0,08 y 0,1% en peso, afiadiendo, en el,casb de una
disminucidn de la descarga de didxido dé carﬁono,porcig
nes adicionales de n-parafiné hgsta.que vuelve a subir
la descarga de didxido de carbono. EL Qalor del pH es '
mentenido entre 3,5 y 4,0 por adicidn de lejfa de sosa
estéri1.>El progreso del préceso y el momento de su tex
minacién son deerminados tal como se indica en el Ejem
plo 1. | |

Ia suspensién de cultivo obtenida de este modo
es utilizada como material de inoculacién para un reci-
piente de fermentacidn de 2000 litros de capacidad. Ia sg
lucidén nutricia tiene la mismaAcomposicidn y el mismo va-
lor de pH que precedentemente se han indicado paraila fer '

mentacién que se acaba de mencionar. El recipiente de fexr

mentacidén es esterilizado durante 20 minutos a 120¢C y

1;4 atmésferas menométricas, agitando con 210 rpm, Después'v
de la esterilizacién el valor del pH es de 4,0 a 4,5.

- ' Ia subsiguiente fermentacién se lleva a cabo a
282¢, aireando con 1,0 vvm, a una presién de 0,3 atmdsfe~
ras menométricas y con'é agitadores con 210 rpm. EL valor
de PH es mantenido entre 3,0 y 4,5 durante la fermenta-

c¢ién con lejfa de sosa estéril.

ELl progreso del proceso. es vigilado mediante %o

mas de muestras para comprobar la esterilidad, para medir

el pH, para determinar el peso en seco y el nitrdgenoAde

- 14 =
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la masa de células de levadura.
Ia concentracién de n-parafina es mantenida,

durante la fase de crecimiento logaritmico, entre 0,08

. ¥ 0,1% en peso y es repuesta tal como precedentemente se

deseribe a medida que varia la descarga de didxido de car
bono, o
Después de termineda la fase de crecimiento 1o
garitmico se calienta a 5520 durante corto tiempo la sug |
pensidén de cultivo, y luego se la enfria a 182C., EL valor

de pH se encuentra entre 3,5 y 4,5. -

1850 litros de la suspensién de cultivo asi ob-
tenida, con un contenido de 23 g por litro de masa seca,
son centrifugados en una centrifuga de tornillo sin fin
con envolvente plena a 4450 veces la gravedad con un cau
dal de 1060 litros/hora. Ies células de levadura himedas

separadas de este modo son sumergidas en agua desalinizg

- da para formar uns suspensidén con un contenido de 10-a

15% en peso de masa seca y son agitadas vigorosamente en
un recipiente apropiado a 15 hasta 189C. En este caso, du
rante aproximadamente una hora se‘separan por lavado im-
purezas, sustancias acompaﬁantes y componentes de la g0~
lucidén nutricia, Después de efectuar nuevamente centrifu
gacién, se produce con agua desalinizads una suspensidén
de levadura al 20 hasta 25% en peéo, se. agita ésta en las

mismas condiciones y se centrifuga de nuevo, las células

-15-
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de levadura lavadas de este modo son sumergidas paré for-
mar una suspensién al 40 hasta 50% en peso yVSOn,someti-
das al secado por atomizacién.

' Se obtienen de este modo 36 Kg de un producto
celular claro, que huele débilmente a 1evadura, que con— :
tiene 47 9 % en peso de proteina bruta, 43,6 % en peso de
aminodcidos — de éstos 57,8 % en peso de aminodeidos esen-
clales- ademds 3,9% en peso de é01dos mucleinicos y 3,7 %
en- peso de cenizas brutas.

‘ EJEMPLO 4

La cepa Candida guilliérmondii FH;H«5151
(ATCC 20.382) es fermenfada,:tal.comd'se deséribe prece-—
dentemente en el EjeﬁplO'B, en un recipiente de fermenta
cién de 2000 litros de capacidad, en 1900 litros de sus-
pensién de cultive. Bl procedimiento se lleva a cabo tal.
como se describe en el Ejemplo 3; Se obtienen .38 Kg de un
producto'celular que huele débilmente a levadura, que Cog
tiene 48,8 %renrpeso de proteina bfuta, 45,1% en peso de

aminodcidos ¥y 3,6% en peso de 4cidos nucleinicos. El'cog

‘tenido de cenizas brutas era de 3,5% en peso.

- 16 -
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REIVINDICACTIONES

12,~ Procedimiento para la preparacidén de le-
vadura con una n-parafina con 8 a, 23 dtomos de carbono en
calidad de manantial de carbono y un manantial de nitrd- ,'
geno, en condiciones aerobias con un valor de pH entre
2,0 y 6,8, caracterizado porque se fermentan cepas de le
vadure de la familia Candida, sus mutantes o variantes
de ﬁanera tal que la concentracibén de n~parafina en la
fase del crecimiento logaritmico de las células de leva
dura se encuentra entre 0,04 y 0,12% en peso, referido a

1la susypensidn de cultivo.

28,~ Procedimiento segin la reivindicaeién 18,
caracterizado porque la concentracidén de n-parafinas se

-encuentra entre 0,08 y 0,1 % en peso.

38,~ Procedimiento segin las reivindicaciones
18 y 28, caracterizado porque en calidad de manantial de .
carbono se utilizan n-parafinas con 10 a 14 dtomos de car

bono.

48,~ Procedimiento seglin las reivindicaciones

18 e 38, caracterizedo pofque la suspensién de cultivo es

- 17 -
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aireada con 0,3 a 1,5 volumenes de aire por volumen de

suspensién y por mimuto,

58,~ Procedimiento segdn las reivindicaciones
12 a 48, caracterizado porque la suspensién de cultivo es

agitada con 100 hasta 250 revoluciones por minuto,

62,~ Procedimiento segin las reivindicaciones
18 a 58, caracterizado porgue la fermentacidn se lleva a
cabo en un recipiente gque contiene por lo menos 2 agitge -
dores de turbina, encontrdndose la proporcidn del didme-
$ro de agitador al didmetro de' recipiente entre 0,35 y

0,65 vy siendo la distancia entre dos agitadores la de un

'diémetro de agitador,

T&,~ Procedimiento segin las reivindicaciones
18 g 68, caracterizado porgue se utiligan Candida lipo-

lytica FH-H-5027 (ATCC 20,383) y sus mutantes o varian-

. Tes..

2, Procedimiento segin las reivindicaciones
12 a 68, caracterizado porque se utilizan Candida viswa
nethii FH-H-5123 (ATCC 20.385) y sus mitantes o varian-

teg.

_ g2,~ Procedimiento segin las reivindicaciones
18 a 68, caracterizado porque se utilizan Candida parap
silosis FH~H-5356 (ATCC 20.384) y sus mutantes o varian

tes.

- 18 ~
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102,- Procedinmiento segin las reivindicaciones .

12 a 68, caraclerizado porque se utilizan Candida gui-
1liermondii FH-H5151 (ATCC 20.382) y sus mutentes o va-
riantes,

li2,- "PROCEDI.I-JIIENTO‘PARA LA PREPARACICN DE LE
VADURA",

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an

tecede, y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diez y nueve hojas escri °

tas a mdquina por una sola. cara.

Madrid,

pr, 23 SELUM

Albe::ﬁ Elzaburu
Por Podat) &’L (

Y

' - 19 -
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