'133.’37 20 DIC. 1974

Po= 59,162
K 1300 8P4

-
NS

MEMORIA DESCRIPTIVA : —

en ot @l K Il/og

AN o b tr Lt et Tt

S

pars soliciter PATENTE DE INVENCION

a nombre de SHELL INTERNATIONALE RESEARCH MAATSCHAPPIJ B.V.

éntidad holondessg

estableclda en Carel ven Bylandtlesan 30, La Haya, Holanda,

por: "UN PROCEDILMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UN MICRO-
ORGANTSMO"

(Clese Intermacional 012k)

priorided reivindicada: Gran Bretafia, el 7 de Enero de
1974, ne 678/74.



10

15

20

25
29-11-74.

P.- 59.162
X 1300 sPA

Este invento se refiere a un procedimien
to para la produccidén de microorganismos. Son conoci-
dos muchos microorganismos que pueden utilizar hidro-
carburos o clertes derivados oxigenados o de otro tipo
de los mismos en calidad de su fuente de carbono y/0 de
energia. Ia biomasa secada que se obtiene por el culbti-
vo de tales microorganismos, frecusntemente denominada
proteina de una dnica célula, es rica en proteinas ¥
puede emplearse como posible material o suplemento all
menticio para el hombre y los animales. A este respec-
to son de particular interds ios mlcroorganismos que
son capaces de utilizar compuestos orgénicos gaseosos
que contiene uno o més Atomos de carbono en sus molécu—
las, por ejemplo metano.

Un objeto del presente invento es crear
un procedimiento mejorado para el cultive de microorga-
nismos que utilizan metano.

En consecuencia el invento crea un proce-
dimiento para la produccibn de microorganismos en los
cuales un microorganismo que ubtiliza metano que es uma

cepa de lMethylomonas se desarrolla bajo condiciones

aerobias en un medio de desarrolle liquido que compren-
de fuentes asimilables de nitrdgeno y sales minerales
esenclales, en presencia de gas metano y en presencia

de (a) upo o mis microorganismos que utilizan metanol
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que es/son capaz/capaces de metabolizar el metanol pro-
ducido por el desarrollo del microorganismo que ubiliza
metanc, y (b) uno o més microorganismés no metiltrdfi-
cos gue es/son capaz/capaces de metabolizar sustancias
orgénicas preducidas por microorganismos que utilizan
metano y/o metanol.

El término "microorganismo™ se emplea en
la presente memoria descriptiva en un sentido amplio
incluyendo no solamente bacterias, sino también levadu~
ras, hongos filamentosos, actinomicetos y protozoos.

Ia fimmg solicita:qte ha descubierto que
en el cultivo mixto de microorganismos anteriormente
mencionado existe un efecto sinérgico que da como resul
tado un régimen de desarrollo y un rendimiento de micrg
organismos superiores gue cuando el microorganismo que
utiliza metano se desarrolla solo o cuando los microor-
ganismos que utilizan metano y metanol se desarrollan
Juntos. Otras clertas ventajas se obtienen en los'pro—
cedimientos que emplean tales cultivos miitos incluyen-
do una mayor resistencia a la infeccién y una reducida
produccién de espuma comparadas con los procedimientos
que solamente emplean uns especie de microorganiemo.

El metanol se sabe que es un metabolito
intermediario de la utilizacidn microbisna del metano y

como tal puede encontrarse presente en el medio de cul-
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tivo durante el desarrollo de bacterias que utilizan me
tano. Por tanto, la presencia de nicroorganismos que uti
lizen metanol ademids de las bacterias que utilizan meba-
no puede aumentar presumiblemente el rendimiento de mi-
croorganismos desde un peso dado de metano dando wna con
versién mis completa del metano en la biomasa, y realmen
te esto ha sido confirmado por la firma solicitante. EL
rendimiento fue aumentado ademds en presencia de un ter-
cer grupo de microorganismos (no metilotréficos). Esta
observacién puede explicarse como sigue: Los organismos
no metilotréficos utilizan sustancias organicas produci-
das durante el metabolismo del meteno y el metanol aumen
tando con ello el rendimiento de la biomasa, eliminando
los metabolitos inhibidores, y producen moléeculas que
promueven el desarrollo. Los cultivos mixtos pars empleo
en el procedimiento del invento pueden obtenerse de uno
de los dos modos siguientes:

(a) Ios cultivos mixtos que comprenden um
microorganismo que utiliza metano en asociacidn con cier
to ntmero de microorganismos que utilizan metanol y wn
nimero m4s pequefio de microorganismos no metilotréficos
pueden aislarse de fuentes naturales. Ha sido aislado un
cultivo mixto particularmente preferido denpminado T3
en los Ejemplos (y que tiene el nfmero de registro NCIB

11085) ¥ se encontrd que comprende un microorganismo que

-4—
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utiliza metano caracterizado por membranas apiladas y
denomingdo SM3 (NCIB 11084), un microorganismo que uti-
liza metanol de una nueva especie denominada OML (NCIB
11112) y cuatro microorganismos no metilotréficos deno-
minados Mq, Mé, M3 v Mﬁ en los Ejemplos. E1l organismo
M, es una especle de Pseudomonas (NCIB 11062), el orga-

nismo Mé es una especie de Mycobacterium (NCIB 11061),
el organismo M3 es una especie de Pseudomonas (NCIB
11063) y el organismo M# es una especie de Pseudomonsas
(NCIB 11065).

(b) Los cultivos mixtos adecuados también
pueden obtenerse combinando wna o mis cepas de Methylo-
monas con una o mas cepas de miéroorganismos que ubili
zan metanol y una o mds cepas de microorganismos no me-
tilotrbficos.

Ejenplos de microorganismos adecvados que

utilizan metanol son cepas de Hyphomicrobium (por ejem-

plo NCIB N2 11040), Pseudomonas extorquens v Pseudomonas
methylotropha (por ejemplo NCIB Ne 10508-10515 ¥y 10592 ~

10596). Ejemplos de microorgenismos no metilotréficos

adecuados incluyen cepas de Pseudomonas (por ejemplo

NCIB Ne 11019 y 11022), Acinetobacter (por ejemplo NCIB

N2 11020), Curtobacterium (por ejemplo NCIB Ne 44021),

Mycobacteriaceae y Achromobacteriaceae.

El cultivo mixto T3 (NCIB 41085) antes men

-5 -
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cionado y las cepas SMZ (NCIB 11084), OML (NCIB ...0...),
M, (NCIB 11062), 1L, (NCIB 11061), M; (NCIB 11063) y M,
(NCIB 11065) son todos microorganismos nuevos y por con
siguiente el invento también proporciona estos nuevos
organismos asi como un procedimiento para la produccidn
de microorganismos en un medio de desarrollo liquido en
el cual se emplean uno o mis de estos microorganismos.
El medio de desarrollo liquido también com
Prende un compuesto que contiene nitrégeno que puede ser
amoniaco, urea o una sal ambnica tal como sulfato, cloru
ro 0 un nitrato, por ejemplo un nitrato de mebtal alcali-~
no. El compuesto se encuentra presente adecuadamente en
una concentracidén de 3-50 g/1. _
Otros elementos que pueden encontrarse pre
sentes en el medio son fésforo, azufre, magnesio e hie-
rro. la fuente de fésforo preferiblemente estd constitui
da por uno o mis fosfatos, por ejemplo K HPO, ,KH,PO,
Na HPO, o (N’HLI_)ZHIPOM o 4cido fosférico, preferiblemen-
te presente en una concentracidn de 3-20 g/l. Ia fuente
de azufre puede ser 4cido sulffirico o un sulfato tal co
mo (NH4)2804, adecuadamente en una concentracidn de
0,5-5,0 g/1. Los dos metales se proporcionan como una u
otra de sus sales, por ejemplo MgSO4.7H20 en una concen
tracibn de 0,2-2,0 g/1 ¥y Fe013.6H20 en una concentra-
cién de 0,01-0,1 g/1.
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El medio también puede contener cantidades
trazas de otros elementos en forma de sales adecuadas,
por ejemplo calcio, manganes.c;; zinc, cobélto; molibdeno
¥ boro. Ejemplos de medios adecuados se dan en ios Ejen-
plos. '

El procedimiento del invento puede efectua_'_:g

~se de modo discontinuo y semicontinuo pero preferiblemen

te en un cultivo en flujo continuo. Para obtener el desa
rrollo los microorganismos se inoculan en el medio que
se péne en contacto con una mezcla gaseosa que contiene
metano y oxigeno. El metano puede sumiristrarse en forma .
de gas natural. Para el cultivo en flujo continuo los mi
croorganismos pueden desarrollarse en cualquler recipien
te de fermentacidn adecuadamente adaptado, por ejemplo
un fermentador provisto de tabiques ¥y agibacidn y un fer
mentador de tipo torre con rociado, que estéd provisto de
refrigeracién interna o un circuito de refrigeracién con
recirculacidn externs. El medio de nueva aportacidén se
bombea continuamente al cultive a regimenes equivalentes
a 0,02 a 1,00 volimenes de cultivo por hora y el cultivo
se separa a un régimen tal que el volumen del cultivo
permasnezca constante. Una mezcla gaseosa que contlene
metano y oxigeno y posiblemente dibxido de carbono u
otros gases se pone en contacto con el.medio preferible

mente por burbujeo continuc a través de un rociador en

-7 -



la base del recipiente. Ia fuente de oxigeno para sl cul,
tivo puede ser aire, oxigeno o aire enriquecido en oxige
no. Bl gas agotado se retira por 1la parte superior del
recipiente. El gas agotado puede recircularse bien a trg

5 vés de un circuito externo o bien de modo interno por mg
dio de un impulsor-inductor de gas. Los flujos de pas ¥
la recirculacidn deben disponerse para dar el miximo de-
sarrollo de los organismos y la méxima utilizacién del
metano.

10 Ia temperatura del cultivo generalmente se
mantiene entre 30 y 509C y preferiblemente entre 8y
452C. E1 pH del cultivo se controla a un pH comprendido
entre 6,0 y 8,0 y preferiblemente entre 6,4 5y 7,4 por
adicién apropiada de wn 4lcali, por ejemplo NaOH, KOH,

15 NH,OH, y/o un dcido, por ejemplo H,80, o H3P04.
' Las células de microorganismos pueden re-
colectarse del medio de desarrollo por cualquiera de
las téenicas tipicas confinmente utilizadas, por ejemplo
floculacién, sedimentacién, y/é precipitacibn, seguida
20 por centrifugacibn y/o filtracidn. Ia biomasa se seca
luego, por ejemplo por liofilizacidn o por pulveriza-
cién y puede emplearse de esta forma en calidad de ma-
terial alimenticio proteinico o suplemento alimenticio
para el hombre o los animales. El invento se ilustra

25 ademés en los ejemplos siguientes.

29-11-~74,
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Ejemplo 1

Aislamiento de cultivos de bacterias gque se desarrollan

en metano

Un cultivo mixto de bacterias que se desa
rrolla en metano fue aislado a partir de una muestra de
lodo tomada en una granja tropical de patos. Dos gramos:
de la muestra fueron colocados en un matraz de vibra-
cibn de 250 ml que contenia 25 ml de medio 1SM (descri~
to en el Ejemplo 3) y se gasificd dos veces diariamente
con una mezcla gaseosa consistente en 25% de mebtano y
75% de aire. El matraz fue incubado en un agitador ro-"
tatorio de radio orbital 2,5 cm a 200 revoluclones por
minuto durente una semana. EL cultivo en el cual se ha
bia desarrollado turbidez fue puesto en condiciones de
subcultivo, utilizando 2 ml de inbculo, en mafraces de
vibracién similares observando precavciones asépticas.
Esto se repitid varias veces y cuando se obtuvo un de~-
sarrollo muy reproducible, el cultivo del matraz de vi
bracién fue utilizado para inocular un fermentad;r del
tipo descrito en el Ejemplo 5. Ias éaracteristicas del
cultivo, denominado T%, se describen con detalle en el
Ejemplo 2.
Efjemplo o

Caracteristicas microbiolbgicas del cultive T3

(1) E1 cultivo consiste en uns bacteria

-9 -
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que utiliza metano obligada denominada SM3 (NCIB 11084)
que se desarrolla en asociacién con una bacteria que ubili
%za metanol y especies de bacterias no metilotrdficas. EL
organismo que utiliza metano SM3 (NCIB 11084) tiene una
morfologia algo variable, apareciendo como bastoncillos
cortos o bastoncillos cocei, y tiene wna estructura de
membrana interna dispuesta en pilas paralelas en las célu
las. Este organismo se desarrolla sélo de modo débil solo
sobre metano. Sobre la base de la descripcibn anterior el
oTganismo parece ser una especie no descrita previamente
de wn tipo de Methylomonas (NCIB 11084).

(2) E1 organismo que utiliza metanol demo-
minado OML (NCIB 11112) esté caracterizado por su capaci
dad para desarrollar y formar colonias solamente sobre

Placas de agar que contienen metanol en calidad de tmica

fuente carbonada. No se produce desarrollo en presencia

de glucosa, lactosa, sacarosa, manita, inosita, citrato
0 agar nubtriente. El organismo tiene aproximadasmente una
longitud de 2 micras y 1 micra de anchura, con wn fnico
flagelo polar. Las colonias sobre agar son lisas ¥ grises
con un margen total, apareciendo sobre placas de agar con
metanol/sales minerales después de la incubacién durante
2 dias a 420C. Sobre la base de la descripcién anterior
el organismo parece ser una especie no deserita previa-

mente de un tipo Pseudomonas (NCIB 41112).

-0 -
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(3) Fueron aislados obtros tipos de organis
mos a partir de la mezcla, los cuales no podian desarro-
llarse ni sobre metano ni sobre metanol en calidad de
tnica fuente carbonada. Estos fueron denominados M., M,,
M? Y M@. Estos fueron sometidos a ensayos tipicos con el,

fin de determinar la clase general de microorganismos

"a la que pertenecian.

Los ensayos utilizados han sido descritos
previamente en libros tipicos tales como:

(2) "Manual for the Identification of Medical Bacteria®,
S.7. Cowan and X.J. Steel. Cambrigde Tniversity
Press (1966)

(b) "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology",
7th Edition, Williams and Wilking (1959)

(c) ™\ Guide to the Identification of the General of
Bacteria", V.B.D. Skerman, Z2nd Edition, Williams
and Wilkins (1967)

Para algunos de estos ensayos son asequi~
bles nétodos alternativos de ensayos y a conﬁinuacién
se dan breves detalles adicionales para indicar el mé-
todo de ensayo realmente utilizado en estos casos.

Ensayo de la oxidaza - Kovacs, 1956
Produccidén de indol - Reactivo de Kovacs, 1928
Engayo de Voges—Proskauer - Barritt, 1936

Produccidén de ureasa-medios de Oxold, medio de

-1 -
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Christensen, 1946
Utilizacidn de citrato - desarrollo sobre pi
cos de flauta de citrato de Simons, confirmg
do en el caldo de Koser.
Los resultados de estos ensayos se muestran en
las Tablas 1 5y 2.
De los resultados de estos ensayos pueden sa-
carse las siguientes conclusiones en 1o que respecta a
la identidad de los organismos:
El organismo M1 es una especie de Pseudomonas
(NCIB 11062). El orgenismo M, es una especie de Mycobac-
teriwm (NCIB 11061). El organismo M3 es una especie de
Pseudomonas (NCIB 11063). El organismo M, es una especie

de Pseudomonas (NCIB 41065),

- 12 -
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Ljemplo 2
Se desarrollaron cultivos en mezclas de

las sigulentes bacterias:

SM3 (Solamente se desarrolla sobre metano)
5 oML (Solamente se desarrolla sobre metanol)
M, (Una bacteria no metilotrdfica)
M2 "
M; "
Mq' "
10 Se prepard un medio de alimentacién basa

do en el descrito por Sheehan & Johnson (denominado en

lo que sigue medio ISM) que contenia los siguientes in

gredientes:

KH,PO, 1,6 gramos/litro
15 NazHPO4 1,16 "

NaNO; 1,18 "

MgS0,, . 7H,0 0,08 n

PeS0,, . 7H,0 0,014

Ca (N0 ) p4H,0 0,025 *
20 Cus0,, . 5H,0 8 x 40"6 gramos/litro

Zn50,, . 7H,0 6,8 x 10~7 "

M0y 45,0 6,0 x 10~/ "

NaoMoO, . 2H 0 4,8 x 1077w

Los cultivos fueron desarrollados en re

25 cipientes estériles de vidrio de 500 ml de volumen a

29-11-74.,
- 15 -
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través de los cuales se burbujed un suninistro continuo
de una mezcla de metano/aire.

El aparato consistia en una serie de reci
pientes a través de los cuales se burbujebd una mezcla de
metano (25%)/aire (75%) a través de un filtro de sinter
sol. Ias aberturas del aparato permitian la inoculacidn
¥ la toma de muestras del cultivo.

Los matraces fueron inoculados con 1,5
ml de un cultivo de nueva aportacién (de 24 horas de
antigliedad) de cada uno de los 4 organismos denominados
Mq, M, M3 ¥ M. 4 ml de tanbo las bacterias que utbili-
zan metano (SM3) como las que ubtilizan metanol (OML)
fueron afiadidos de culbtivos de 2-3 dias de antigiiedad
desarrollados en matraces de vibracidn en un medio ISM.

El medio en los recipientes era 400 ml de
medio ISM descrito anteriormente y el desarrollo fue de
terminado midiendo la densidad éptica (DO) a 625 nM de
longitud de onda.

Los resultados se dan en la Tabla 3. Es-
tos resultados muestran que un cultivo mixto es necesa-
rio para el mejor desarrollo sobre metano. Ia situacién
se mejora ligeramente por la presencia del utilizador
de metanol pero para el mejor desarrollo se requieren

todos los comnstituyentes.

- 16 -



10

15

20

25
29-11 Y4,

Tabla 2 .

Desarrollo obtenido sobre metano despuds de 3 dias em-

pleando diversas combinaciones de las bacterias presen-

tes en el cultivo T3

Organismos presentes Magnitud de desarroléo'
. unidades de densida
en el inbeulo bptica después de 3 dfas).
13 0,14
SM3, OML 0,25
S5, My, My, Mg, 1y 0,27
S5, OML, M,, My, M, 0,59

PR s

Estos resultados son los valores medios de
% experimentos cada uno de ellos repetidos 2 6 3 veces.
Ejemplo 4

Tos experimentos siguientes se disefaron
para ver si los componentes del cultivo T3 podian reem-
plazarse por otros microorganismos que btienen funciones
similares. Tos cultivos en recipientes de vidrio con bur
bujeo fueron realizados como en el Ejemplo 3, pero en
algunos casos el utilizador del metanol del cultivo T3
fue reemplazado por el organismo que utiliza metanol
NCIB 11040. Similarmente los componentes no metilotrdfi
cos del T% fueron reemplazados por los organismos no me

tilotréficos NCIB Ne 11019, 11020, 11021 y 11022, Tos

-17 -
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resultados de estos experimentos se representan en la

Tabla 4.

Tabla 4

Aumento en la densidad &ptica (a 625 nM) de diversos cul-

Ltivos mixtos que se desarrollan sobre metano

(valores medios de 2 experimentos, cada uno de ellos re-

petidos 4 veces por cultivo)

CULTIVO DO a 625 nM
Utiliza | Ubilizg | Utiliza |Organig|Organis| Después de
dor de dor de dor de |mos no |mos no 3 dias
metano | metanol | metanol |{metilo-|metilo- &
(sM3) (oML) (NCIB No| trdéfi- |tpbfi~
11040) |cos M1, |cos
M2, M3 |(NCIB
¥ M4 No
11019~
11022)
+ + - + - 0,53
+ - + + - 0,56
i + - + - + 0,57
i ]
+ = presente en el culbtivo - = Ausente en el cultivo.

La diferencia éntre las cifras en las co-

lumas verticales de la Tabla 6 no es significativa.

Por consiguiente puede concluirse que los organismos

OlML pueden sustituirse por los organismos gue utilizan

metanol NCIB Ne 11040. Similarmente los componentes no

metilotrdficos son intercambiables.

- 18
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Bijemplo 5
Fermentaciones que emplean el cultivo T3

El cultivo se desarrolld en wn cultivo
continuo sobre un medio mineral, metano y aire. Se em-
pled un fermentador Biotec de un volumen de trabajo de
2,5 litros. El metano y el aire se rociaron en el c&ntg
nido de liquido a un caudal de 4150 ml/min y 450 ml/min
respectivamente. Ia temperatura del medio se controld
a 429C y el pH a 7,4 por adicibn automadtica de NaOH 2N.
El medio fue agitado a una velocidad de 1000 revolucio-
nes por minuto y la presibén de trabajo del fermentador
era gblo ligeramenté superior a la presidn atmosférica.

Bl medio liquido denominado SJ4 ubilizado

para cultive continuo tenia la sigulente composicidn:

KH_PO,, 1,6 g/l

Na,HPO, 1,16 g/1
NallO; 7 3,18 g/1
MgS0,, . 7H,0 0,107 g/1
FeS0,, . 7H,0 0,009 g/1
Ca (0, ) 5 . 4H,0 0,06 g/1
Solucibn de elementos trazas 1 nl/1

Acido sulfirico concentrado 0,33 ml/1

Apua destilads hasta 1 litro

Lo solucidn de elementios trezas utilizada

para ajustar el medio tenia la composicibén siguiente:

-19 -
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Cus0,, « 5H;0 3 g/1

ZnS0,, . 7H,0 0,336 g/1
MS0,, . 4H,0 0,5 g/l

NalloO,, . 2H,0 0,213 g/1
CoCl,.6H,0 0,015 g/1

Esta solucién de material fue afiadida al resto
del medio a una concentracidn de 4 ml/litro como se ha
mencionado anteriormente.

E1l fermentador fue cargado primeramente con 2
litros de medio ISM (véase Ejemplo 1) se agitd, se aired
y se le suministrd metano tal como se ha descrito ante-
riormente. Se inoculd con 100 ml de un cultivo T3 de wn
matraz agitado completamente desarrollado. Una vez que
habia tenido lugar el desarrollo en el fermentador, se
alimentd medio SJ4 a un régimen de dilucién de 0,08 il
Este se aumentd en etapas de 0,02 11 a intervalos de 2
dias hasta 0,22 n™1 sin lavar el cultivo. Se obtuvieron
estados estacionarios en los cuales la concentracidn
de biomasa era de 2,5 a 6 gi-q. Esto en ningin modo re-
presenta la concentracidn de biomasa més elevada obteni
da en cultivo continuo. El cultivo fue manbtenido en cul
tivo continuo durante mas de 3000 horas. Los organismos
fueron recogidos y sometidos a andlisis, cuyos resulba-

dos se muestran en los Ejemplos subsiguientes.

En cualquier estado estacionario para un régi-
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men de dilucién particular en culbivo continuo no cambib
1a proporcién de la poblacidn total de bacterias repre-
sentada por cuslquiera de las especles bacterianas. Tem
bién el cultivo era muy resistente a la infeceidn por mi
croorganimos extrafios, de modo que no podia detectarse
contaminacién incluso cuando el cultivo fue infectado
deliberadamente con organismos extrafios.

Ejemplo &

Un cultivo mixto de bacterias que utilizen metg
no fue desarrollado en wn cultivo continuo en un fermen-—
tador de 300 litros bajo condiciones esencialmente equi
valentes a las descritas para la fermentacibn en peque-
fia escala. Las células fueron cosechadas por centrifuga
cidn y secadas por pulverizacién. Se obtuvo un polvo
exento de olor y color de facil fluidez (SCP) consisten-
te en células bacterianas secas. Tiene un contenido de
proteinas de por ejemplo de g. 78% (ealculado como
N x 6,25). la calidad nutricional del polvo se ensayd en
pruebas para alimentar ratas como glgue.

El SCP fue alimentado a ratas recién destetadas
en prusbas de 10 dfas de modo que el SCP formaba la ni-
ce. fuente proteinica de la dieta. En cada prueba se in-
cluyb una dieta de control que contenia caseina como
tnica fuente de proteinas. Harina de arveangques, una de

las formas mads ricas de suplementos alimenticlos para

-1 -
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animales, fue también alimentada a las ratas para compa-
racién. El nivel de proteina bruta, (W x 6,25) en cada
dieta era 10% pero los otros nutrientes fueron proporcio
nados en cantidades adecuadas para el desarrollo éptimo.
Los resultados de 1a prueba de alimenbacidén se muestran

en la Tabla 5.

Tabla 5
Constituyente de la  Eficacia de la Relacidn de la efi
dieta conversién ali cacia proteinica
menticia
Caseina _ 0,243 (2,50)
SCP 0,256 2,59
Harina de arenques 0,233 2,2

De la Tabla 5, puede deducirse que el SCP
producido a partir de un cultivo mixbo de bacterias que
se desarrollan sobre el metano es wna forma satisfactoria
de suministro proteinico. Realmente, es mejor que la hari
na de pescado en calidad de ﬁonstituyente de la dieta pa
ra la alimentacién animal.

Fue analizado.el espectro de aminodcidos
del SCP y los resultados se muestran en la Tabla 6. Es-
tos resultados indican que el balance de aminoicidos es
tal que el SCP es muy adecuado como alimento proteinico

para animales.

et
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TABIA 6

Contenido de aminodcidos del SCP

Aminodcido % de proteina bruta
8/16 g N)
Acido aspértico 8,48
Treonineg 4,00
Serina 5,30
Acido glutémico 9,96
Prolina 4,18
Glicina 4,63
Alanina 6,16
Valina 5,9
Cisteina (1/2) 0,31
Metlonina 2,78
Isoleucina 4,50
| Teucina 7,02
i Tirosina 5,51
Fenilalanina 44,37
Amonfaco 2,09
Omiting 0,16
; Lisina 5,43
| Histidina ' 2,00
i Arginina ‘ 5,84
i % de N m/m | M4

1

Proteina bruta (% en peso seco) 71,25

P

- 23 -



10

15

20

21
29-11=74-,

RETVINDICACIONES

12.~ Un procedimiento para la produccidn de microor
ganismos en el cual un microorganismo que utiliza metano
que es una cepa de lMethylomonas se desarrolla bajo condi
clones aerobias en un medio de desarrollo liquido que com
prende fuentes asimilables de nitrdgeno y sales minerales
esenciales, en presencia de metano gaseoso y en presencia
de (a) uno o mds microorganismos que utilizan metanol que
es/son capaz/capaces de metabolizar el metanol producido
por el desarrollo de los microorganismos que utilizan me
tano, y (b) uno o mds microorganismos no metilobtréficos
que es/son capaz/capaces de metabolizar las sustancias
orginicas producidas por los microorganismos que ubilizan
metano y/o metanol.

22,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindica-

clén 12, en el que la cepa de Methylomonas que utiliza

metano es el organismo que tiene el ndmero de registro
NCIB 11084,

32.- Un procedimiento de acuerdo con las reivindica
ciones 12 o 22, en el que el microorganismo queutiliza
metanol es el organismo que tiene el nlmero de registro
NCIB 11112.

42 .- Un procedimiento de acuerdo ¢on las reivindi-
caciones 12 o 22, en el que el microorganismo que utiliza

metanol es una cepa de Hyphomicrobium, Pseudomonas extor-

- 24 -



quens o Pseudomonas methylotropha.

58, Un procedimiento de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 18-42, en el que el mi-
croorganismo no metilotrdfico es una especie del género
5 Pgeudomonas que tiene el nimero de registro NCIB 11062,
11063 6 11065. ‘
6&,~ Un procedimiento de acuerdo con una cual
quiera de las relvindicaciones 18-42, en el gque el mi-
croorganismo no metilotrdfico es una especie del género

10 liycobacterium que tiene el nimero de registro NCIB 11061.

72.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacidn 182, en el gue el microorganismo que utiliza me-
tano, el microorganismo que utiliza metanol y los microor
ganismos no metilotrdficos se emplean en un cultivo mixto

15 denominado T3 y que tiene el nimero de registro NCIB 11085.

88,- Un procedimiento de acuerdo con una cual=-
quiera de las reivindicaciones 18-72, en el que la témpe-
ratura se mantiene en el intervalo de 38-452C.

98,~ Un procedimiento de acuerdo con una cual-

20 quiera de las reivindicaciones 18-82, en el que el pH se
controla en el intervalo de 6,4~7,4.

108.~- UN PROCEDINIENTO PARA LA PRODUCCION D=
UN MICROORGANISNO.

Tal y como se ha descrito en la llemoria que an

25 tecede y para los fines que ge han especificado.
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Esta Memoria consta de veintiseis hojas escri

tas a mdquina por una sola cara.

Yadrid, 2 1 MAR. 1975

5 P.A,

Alberio de Cigunury
Por .

14--_'3-_'75 -~ 26 -
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