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La invención se re fie re  a un procedimiento para la  
reproducción de células microbianas y, en uno de sus aspectos, 
está relacionado con un procedimiento de reproducción de célu­
la s  microbianas susceptibles de asim ilar alcohol, mediante 
cu ltivo  aerobio de un microorganismo adecuado que puede asimi­
la r  alcohol como fuente principal de carbono.

La actual escasez mundial de alimentos ha favorecido 
la  investigación y e l desarrollo  de métodos para producir pro­
te ína  microbiana de a l ta  calidad y de precio reducido, es de­
c ir  proteína un icelu lar, con e l objeto de a l iv ia r  la  escasez 
de alimentos. Se han realizado trabajos de desarrollo considera­
ble de dichos procedimientos de fermentación con e l objeto de 
u t i l iz a r  hidrocarbonos y otras materias derivadas del carbono, 
procedentes del refinado del petró leo , que normalmente hasta 
ahora se quemaban o se desechaban. La u tiliz a c ió n  de metanol 
como fuente de carbono principal es particularmente interesan­
te  en razón de las  ventajas que ofrece. Estas ventajas incluyen 
las  siguientes : e l metanol p-uede mezclarse con agua; puede 
fabricarse fácilmente y de manera económica a p a r t ir  de una 
amplia gama de m ateriales hidrocarbonados; puede fabricarse 
fácilmente virtualmente en cualquier zona del mundo que dis­
ponga de alguna forma de combustible fó s i l ;  está caracterizado 
por la  ausencia de hidrocarburos p o lic íc lico s  cancerígenos, 
e tc .

La presente invención puede ser considerada como un 
procedimiento de fermentación aerobia de una fuente de carbono 
asim ilable por un micoorganismo en fermentadores que funcionan 
estando esencialmente llenos de espuma. En un aspecto, la  
fuente de carbono es un alcohol que es asimilado por un microor 
ganismo adecuado para producir células microbianas que pueden
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ser empleadas como alimento (proteína u n ice lu la r). Se ha des­
cubierto que la  fermentación efectuada en un fermentador l l e ­
no de espuma, en ciertos procesos de fermentación, presenta 
un a lto  rendimiento cuando se efectúa en una operación contí- 

35 nua. El contenido espumoso del fermentador puede ser definido 
como una dispersión de la  fase gaseosa en la  fase líquida o 
como una fase gaseosa emulsionada o simplemente como una emul­
sión de las  fases gaseosas y líquida en la  cual se produce una 
superficie de contacto más importante entre las  fases gaseosas 

40 y líquida para mejorar la  operación de fermentación. Mas par­
ticularm ente, se ha comprobado que la  productividad de la  fe r­
mentación (en gramos de células por l i t r o  de mezcla y por hora) 
es notablemente superior cuando se emplea e l fermentador de es­
puma, con re lación  a la  productividad conseguida con un ferrnen- 

45 tadar del tip o  de depósito convencional provisto de paletas de 
ag itación.

Los recip ien tes de fermentación adecuados para la  
formación y para la  conservación del contenido en estado espu­
moso son bien conocidos en la  técnica de fermentación. De mane- 

50 ra general, estos recip ien tes son aquellos que efectúan una
agitación vigorosa del contenido con la  introducción simultánea 
de alguna sustancia conteniendo oxígeno, por ejemplo a i re ,  en 
la  mezcla. Durante la  realización  de la  operación, pueden tam­
bién u ti liz a rs e  pequeñas cantidades de agentes activos superfi- 

55 cialmente para f a c i l i ta r  la  formación y la  conservación de la  
espuma. Sin embargo, esto no es necesario generalmente porque 
es conocido que numerosos procesos de crecimiento microbiano 
incluyen la  formación de m ateriales (celulares o extracelulares) 
que tienen las  propiedades de agentes activos superficialmente 

60 y, per tan to , fa c i l i ta n  la  formación de la  espuma. De hecho,
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en c ierto s procesos de fermentación es a menudo necesario u t i ­
l iz a r  agentes antiespumantes para contro lar e l grado de forma­
ción de espuma durante la operación de fermentación.

Por consiguiente los objetivos principales de la  in - 
65, vención son los siguien tes: proporcionar un procedimiento de 

fermentación de una sustancia carbonácea a f in  de producir e l 
crecimiento de las  células microbianas para obtener un produc­
to  alim enticio comestible, por ejemplo una proteína un icelu lar; 
proporcionar un procedimiento de este tip o  que implica la  u t i -  

70 lizgción  de un fermentador lleno  de empuma u tilizando metanol
como fuente de carbono asim ilable; proporcionar un procedimien­
to  de este tipo  que puede ser u tiliz a d o  con numerosos tipos de 
microorganismos, incluyendo los que están contenidos en las  
clases de bacterias, hongos, y levaduras, para la  producción 

75 de una proteina un icelu lar; y proporcionar un procedimiento de 
este tipo  eficaz y bien adaptado para la  u tiliz a c ió n  p rev is ta .

Solamente a t í tu lo  de ejemplo demostrativo de la  rea­
lizac ión  de las  fases del procedimiento, se acompaña una hoja 
de dibujos, en cuya figura única se representa un reactor de 

80 fermentación típ ic o , bien conocido en la  técn ica, que está
constituido por un recin to  ( l )  con in te r io r  hueco. Un tubo de 
aspiración ( 2) está dispuesto en e l in te r io r  del recin to  ( l )  
y proporciona un c ircu ito  de circulación para e l medio conteni­
do en e l rec in to  ( l ) ,  con e l objeto de f a c i l i t a r  la  formación 

85 de la  circulación. En la  extremidad in fe rio r  del tubo de asp i­
ración ( 2) se halla una bomba, por ejemplo una bomba de tu rb i­
na (3) * que produce una circulación hacia abajo a través del 
tubo de aspiración ( 2) y a través de unos tamices de emulsio­
nado (4 ), hacia e l ex terio r del tubo de aspiración ( 2) y haoia 

90 arriba  a p a r t ir  del mismo. Dispuestos en una zona adyacente a
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la  parte superior áel recin to  ( l ) ,  se ha lla  un divisor de es­
puma (5) que puede ser accionado para d iv id ir  la  espuma que 
se acumula en la  porción superior del rec in to  ( l ) .  Un o r if ic io  
de salida (7) está dispuesto en una posición adyacente a la  

95 porción in fe rio r del recin to  ( l )  para ex traer una parte del 
contenido con e l objeto de someter este a un tratam iento u l­
te r io r .  El o rif ic io  de sa lida  (7) está constituido preferente­
mente por un tubo que une la  porción in fe rio r del recin to  ( l)  
con un equipo de tratam iento au x ilia r (no representado). Un 

100 o r if ic io  de entrada (8) está dispuesto en una zona adyacente a 
la  porción superior del recin to  ( l)  y está adaptado para sumi­
n is tra r  c ie rta s  partes del medio u tiliz a d o  en el proceso de 
fermentación. Unos medios de accionamiento, ta le s  como unos 
motores (9 y 10), están conectados activamente con la  turbina 

105 (4) y con e l divisor de espuma (5 ), respectivamente. Un tubo
( l l )  comunica con el in te r io r  del reci^nto  ( l )  y está adaptado 
para in troducir una fuente de oxígeno, por ejemplo a ire ,  en e l 
medio.

En una forma preferente de realización  de la  inven- 
110 ción, la  fermentación se efectúa con un alcohol de cadena recta  

que incluye de 1 a 16 átomos de carbono por molécula, e l cual 
suministra e l carbón y la  energía para e l crecimiento micro­
biano. Preferentemente, e l alcohol incluye de 1 a 6 átomos de 
carbono por molécula, y más preferentemente, e l alcohol será 

115 etanol o metanol, y, de manera todavía más preferida, metanol. 
Unos ejemplos de alabóles adecuados incluyen e l metanol, e l 
etanol, e l 1-propanol, e l 1-butanol, e l 1-octanol, e l 1-dodeca 
nol, e l  1-hexadecanol, e l 2-propanol, e l 2-butanol, y e l  2-hexa 
nol. También pueden u ti liz a rs e  mezclas de alcoholes s i  se desea 
a s í .120
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El microorganismo u tilizad o  en la  operación de fe r­
mentación es capaz de asim ilar unos o varios de los alcoholes 
mencionados más arriba,-como fuente de carbono y de energía en 
e l crecimiento o en la  reproducción del microorganismo. Los 
microorganismos adecuados pueden ser elegidos entre bacterias, 
levaduras y hongos.

Las levaduras adecuadas incluyen las  especies proce­
dentes de los géneros Candida. Hansenula, Torulopsis, Saccharonqr 
ces, P ichia, Debaryomyces, Lypomices, Cryptococcus, Nematospora 
y Brettanomyces. Los géneros preferidos incluyen Cándida, 
Hansenula, Torulopsis, Pichia y Saccharomyces. Unos ejemplos 
de especies adecuadas incluyen :

Candida b o id in ii .
Candida mycoderma. ' '
Candida u t i l i s .
Candida s te lla to id e a .
Candida robusta.
Candida c lau ssen ii.
Candida rugosa.
Brettanomyces petrophilium
Hansenula minuta.
Hansenula saturnus.
Hansenula ca lifo rn io s .
Hansenula m rakii.
Hansenula s ilv íc o la .
Hansenula polymorpha.
Hansenula wickerhamii.
Hansenula capsulata.
Hansenula glucozvma.
Hansenula h e n ric ii.
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Hans entila nonfermentans. 
Hansenula philodendra.
Torulopsis candida. 
Torulopsis bolm ii. 
Torulopsis v e r s a t i l i s . 
Torulopsis n lab ra ta . 
Turolopsis molishiana. 
Torulopsis nemodendra. 
Torulopsis n itra to p h ila . 
Torulopsis pinus.
Pichia fa rinosa .
Pichia polymorpha.
Pichia membranaefaciens. 
Pichia pinus.
Pichia p a s to r is .
Pichia treh alop h ila .
Saccharornyces cerev isiae ,
Saccharonyces
Saccíiaromyces
Saccharonyces

f r a ^ i l i s ,
ro se i.
acidifaciens,

Saccharornyces ele^ans,
Saccharornyces roux ii.
Saccharornyces l a c t i s .
Saccharornyces fractum.

Las bacterias adecuadas incluyen las  especies de los 
géneros B acillus, Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia, Pseudo- 
monas, Methanomónas, Protaminobacter, Methylococcus, Arthrobao-
te r ,  Methylomonas, Brevibacterium, Acetobacter, Micrococcus,



Rhodopseudomonas. Corynebacterium, Rhodopseudomonas. Microbac-
l80 terium , Achromobacter. Methylobactcr, Methylosinus y Methylo- 

c y s tis . Los géneros preferidos incluyen B acillus. Pseudomonas. 
Protaminobacter. Micrococcus, Arthrobacter y Corynebacterium. 

Unos ejemplos de especies adecuadas incluyen : 
Bacillus su b tilu s .

185 Bacillus cereus.
Bacillus aureus.
Bacillus a c id i .
Bacillus u r i c i .
Bacillus coagulans.

190 Bacillus mycoides.
Bacillus c ircu laos.
Bacillus megaterium.
Bacillus licheniform is.

195

200

205

Pseudomonas methanolica.
Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas

l ig u s tr i .
o rv il la .
methanica.
fluorescens,

Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas oleovorans.
Pseudomonas pu tida. 
Pseudomonas boreopolis. 
Pseudomonas pyocyanea. 
Pseudomonas methylphilus 
Pseudomonas b rev is . 
Pseudomonas acidovorans.
Pseudomonas methanoloxidans,
Pseudomonas aerogenes
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Protaminobacter ruber.
Corynebacterium simples. 
Corynebacterium hyárocarbooxydans. 
Corynebacterium alkanum. 
Corynebacterium oleophilus. 
Corynebacterium hydrocarboclastua. 
Corynebacterium ^lutamicum. 
Corynebacterium viscosus. 
Corynebacterium ái oxydans. 
Corynebacterium alkanum.
Micrococcus ce rifican s .
Micrococcus rhodius.
Arthrobacter rufescens. 
Arthrobacter parafficum. 
Arthrobacter simplex.
Arthrobacter c itre u s .
Methanomonas methanica. 
MethanomonaB methanooxidans.
Methylomonas a ^ i le .
Methylomonas a lbus.
Methylomonas rubrum.
Methylomonas methanolica.
Mycobacterium rhoáochrous. 
Mycobacterium p h le i.
Mycobacterium brev icale .
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Nocardia salmonicolor.
235 Nocardia mínimas.

Nocardia co ra llin a .
Nocardia butanica.
Rhodopseudomonas capsulatus.
Micr obacterium ammoniaphilum.

240 Archromobacter coagulans.
Brevibacterium butanicum.
Brevibacterium roseum.
Brevibacterium flavum.
Brevibacterium la c t  ofermentum.

245 B rev ibac terium  p a ra ff in o ly tic u m .
Brevibacterium ketoglutamicum. 
Brevibacterium insectiphilium .

Las especies de hongos adecuadas incluyen, las  de 
los géneros A spergillus, Monilia, Rhizopus, Penicillium ,

250 Mu cor, A lternaría y Helminthosporium.
Unos ejemplos de especies de hongos adecuadas in­

cluyen :
Aspergillus n ig er.
Aspergillus glaucus.

255 A sp e rg illu s  f la v u s .
Aspergillus te rre u s .
Aspergillus itcon icus.
Penicillium  notatum.
Penicillium  chrysogenum.
Penicillium  glaucum.260



Penicillium  griseofulvum.
Penicillium  expansum.
Penicillium  d íg ita  tum.
Penicillium  ita licum .
Rhizopus n ig ricans.
Rhizopus oryzae.
Rhizopus delemar.
Rhizopus a rrh izu s .
Rhizopus s to lo n ife r .
Mucor inucedo.
Mucor senevenáis.

El crecimiento de los microorganismos es sensible 
a la  temperatura de funcionamiento del fermentador, y cada 
microorganismo p a rticu la r tiene una temperatura de crecimiento 
óptima. La amplia gama de temperatura u tiliza d a  para la  opera­
ción de fermentación según la  invención está  incluida entre 
303 C. y 6$3 c. aproximadamente, y preferentemente entre 35** C. 

y 603 C. La temperatura elegida dependerá generalmente del 
microorganismo u tilizad o  en e l procedimiento ya que este 
microorganismo tendrá una re lación  temperatura/velocidad de 
crecimiento algo d iferen te .

En la  práctica del invento, se suministra un medio 
n u tritiv o  adecuado a l  fermentador para proporcionar elementos 
nu tritivo s ta le s  como una fuente asim ilable de nitrógeno, 
fósforo, magnesio, ca lc io , potasio , azufre y sodio, a s í como 
indicios de cobre, manganeso, molibdeno, zinc, h ierro , boro, 
yodo y selen io . Como es bien conocido en la  técnica de la  
fermentación, las  cantidades re la tiv as  de los elementos n u tri­
tivos mencionados mas arriba  pueden varia r de acuerdo con e l 
microorganismo elegido para la  operación. Además, e l medio
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310

315

n u tritiv o  puede también contener vitaminas, según es bien 
conocido en esta técn ica, cuando se sabe que su presencia es 
conveniente para la reproducción de ciertos microorganismos. 
Por ejemplo, numerosas levaduras parecen ex ig ir la  presencia 
de una o ambas de las  vitaminas bio tina y tiamina, para su 
reproducción adecuada. Un ejemplo típ ic o  de un medio n u tr i­
t iv o  adecuado es e l  siguiente :

Un l i t r o  de solución acuosa
Componente Cantidad

300 HjPÔ , (85%) 2,0  mi.
KC1 1 ,0  g.
MgS04.7H20 1,5 g.
CaCl2-2H20 0,2 g.
NaCl 0,1 g.

305 Solución de ind i­cios minerales 5 ,0  mi.
La solución de indicios minerales indicada más arriba  

tiene la  siguiente fórmula :
Un l i t r o  de solución acuosa

(Solución de indicios minerales)
Componente Cantidad
CUSO4 . 5H2O 0,06 g
KI 0,08 g
FeClj.ói^O 4,80 g
MnS0^.H20 0,30 g
Na2Mo0^..2H20 0,20  g
ZnS 0¿̂ . *7Hg 0 2,00  g
HjBÔ 0,02 g

320
Cuando se u t i l iz a  e l  medio n u tritiv o  descrito  mas 

a rr ib a , se obtiene la  fuente de nitrógeno asim ilable añadiendo



separadamente amoniaco acuoso (NĤ OH) a l  recipiente de fe r­
mentación. La cantidad de NĤ.CH que se añade dependerá del 
pH deseado para la  mezcla de reacción. Si no se añade ninguna 
cantidad de NĤ OH, e l pH del medio n u tritiv o  será de 2 apro­
ximadamente. Para la  u tiliz a c ió n  de levaduras u hongos en la  
operación de fermentación, e l pH está  incluido preferentemente 
en la  gama de 3-5 aproximadamente, y para la  u tiliz a c ió n  de 
bacterias e l pH estará incluido preferentemente en la  gama de 
6-7,5 aproximadamente.

La reacción de fermentación es una operación aerobia 
en la  cual e l oxígeno necesario para la  operación puede ser 
suministrado a p a r t i r  de una fuente que contiene oxígeno lib re  
t a l  como e l a ire , que se suministra adecuadamente a l  recip ien te 
de fermentación, bajo una presión de aproximadamente 1 a 100 
atmósferas, y, preferentemente, de 1 á 10 atmósferas. Una bue­
na fuente de oxígeno es a ire  enriquecido con oxígeno. A menudo 
la  reacción de fermentación es favorecida por la  u tiliz a c ió n  
de una presión incluida en la  ancha gama descrita más arriba  
y en la  gama preferida.

Preferentemente, la  operación de fermentación según 
la  invención es del tip o  continuo, pero puede llevarse a cabo 
bajo la  forma de una operación in term iten te . En la  operación 
continua o en la  operación in term iten te , e l  reac to r de fermen­
tación se e s te r i l iz a  en primer lugar y a continuación se ino­
cula con un cu ltivo  del microorganismo deseado en presencia de 
todos los elementos nu tritiv o s  necesarios, que incluyen oxíge­
no y la  fuente de carbono. En e l método de funcionamiento con­
tinuo se introduce continuamente la fuente de oxígeno o e l  a ire  
conjuntamente con la  introducción continua del medio n u tritiv o , 
de la  fuente de nitrógeno (s i  se añade por separado) y de alcohol



con un caudal, bien predeterminado, o bien de acuerdo con las  
necesidades, que pueden ser determinadas, mediante la  super­
visión de factores ta le s  como la  concentración de alcohol, e l 
oxigeno d isuelto , y e l oxígeno o e l dióxido de carbono en e l  
efluente gaseoso procedente del fermentador. El caudal de a l i ­
mentación de los varios m ateriales puede se r cambiado para 
obtener e l crecimiento celu lar lo  más rápido posible compati­
ble con una u tiliz a c ió n  eficaz del alimento alcohólico, es 
decir, para obtener un elevado rendimiento de peso de células 
por cada unidad de peso de alimento alcohólico introducido.

Como es bien conocido en esta  técn ica , e l caudal de 
alimentación con alcohol constituye una variable de control 
importante ya que con una elevada concentración este material'* 
puede inh ib ir e l crecimiento de las  células e incluso matar 
los microorganismos. Por tan to , e l  caudal de alimentación del 
alcohol se a ju sta  de t a l  manera que e l alcohol sea consumido 
por los microorganismos, esencialmente a la  misma velocidad 
que se introduce en e l fermentador. Cuando se obtiene esta 
condición, se obtendrá naturalmente una cantidad pequeña o 
nula de alcohol en e l efluente que sa le  continuamente del fe r­
mentador en una operación de tipo  continuo. Sin embargo, puede 
obtenerse un funcionamiento sa tis fa c to r io  con una concentra­
ción volumétrica de alcohol de hasta 0,5% en e l efluente. Para 
obtener una elevada productividad de células o un elevado 
ritmo de crecimiento, la  concentración del alcohol en los pro­
ductos de alimentación del fermentador debe estar incluida en­
tre  7 y 30% del volumen aproximadamente.

Para la  realización  interm itente o continua del pro­
cedimiento según la  invención, la  concentración de la materia 
prima de alimentación, por ejemplo e l  metanol, en e l fermenta-
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dor, debe es ta r incluida entre 0,001 y 5% (v/v) y preferente­
mente entre 0,005 y 0,5% (v /v ). Naturalmente, es posib le, y 
en algunos casos es aconsejable, aüadir la  materia prima de 
alimentación progresivamente, a un proceso de fermentación 

385 interm itente por lo  demás t íp ic o .
Es bien conocido en esta  técnica que se dispone de 

instrumentos adecuados para medir la  densidad de la  cé lu las, 
e l pH, e l  oxígeno d isuelto  y la  concentración de alcohol en 
e l  fermenta dor, a s í como las  corrientes de alimentación y de 

390 salida con e l  objeto del proporcionar una supervisión bastante 
completa de la  operación de fermentación, estando la  in s tru ­
mentación adaptada para contro lar los caudales de entrada con 
e l f in  de obtener un funcionamiento óptimo del proceso. Los 
materiales introducidos en e l fermentador se someten preferen- 

395 temente a e s te riliz ac ió n , como se suele hacer normalmente en 
estas técn icas, para impedir la  contaminación de la  mezcla de 
fermentación deseada por cualquier microorganismo vivo inde­
seable.

El efluente que sale del recip ien te de fermentación 
400 se tra ta  adecuadamente para separar de é l la s  células micro­

bianas que contienen la  proteína un ice lu lar. El método de t r a ­
tamiento usual es bien conocido por los peritos en la  materia 
y consiste en emplear calor y/o agentes reactivos químicos, 
por ejemplo ácidos, para matar la s  célu las microbianas y fa -  

405 c i l i t a r  su separación de la  fase acuosa mediante coagulación 
o flo cu lad ó n  de las  cé lu las. Después de este tratam iento se 
centrifuga la  mezcla para elim inar la  mayoría de la  fase l í ­
quida y, a continuación, las  células separadas se secan toda­
vía más por ejemplo con secadores de tambor o secadores de 

410 pulverización. Si se u t i l iz a n  levaduras como cu ltivo , la  se-
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cuencia de operaciones que antecede puede ser modificada, 
centrifugando en primer lugar e l  efluente para separar las  
células que, a continuación se matan mediante calor, antes 
o durante la  fase de secado u l te r io r .  Después de su separa- 

415 ción y secado, las  células que contienen una elevada canti­
dad de proteína, están dispuestas o disponibles para ser em­
pleadas como fuente de alimentos par los animales y/o los 
humanos.

La proteina un icelu lar producida por el procedimiento 
420 descrito  anteriormente tiene una u tilid a d  particularmente im­

portante en e l mundo ac tu a l. Como se ha puesto de evidencia 
de manera creciente en los últimos años, e l  suministro de pro- 
te ína  añudante y económica disponible para e l consumo humano 
o animal, bajo la  forma de harina de pescado o harina de so ja ,.' 

425 está sometido a una fuerte  demanda por parte de la  población 
mundial que no deja de aumentar y en razón de la  reciente re ­
ducción en la  producción de ciertos tipos de proteínas ta les  
como por ejemplo la  harina de pescado basada en la pesca del 
boquerón. La producción de proteína unicelu lar (SCP) consti- 

430 tuye un medio de a liv ia r  esta situación , proporcionando una
fuente de proteína adecuada para ser incluida en la  alimenta­
ción de aves, porcinos y otros ganados, los cuales suministran 
directa o indirectamente la  proteína destinada a l  consumo hu­
mano. Las células microbianas producidas de acuerdo con e l 

435 procedimiento antes descrito  constituyen adecuadas fuentes de 
proteína un icelu lar y por tanto  pueden ser empleadas para la  
alimentación. Es sabido que la  proteína producida por este 
procedimiento puede ser u tiliza d a  en otras aplicaciones ta le s  
como la  preparación de composiciones adhesivas a base de pro- 

440 te ína  y parecidas.



17

E J E M P  L O  I
Se efectuaron tre s  operaciones de fermentación con 

metanol como carbono y fuente de energía en un fermentador 
funcionando lleno  de espuma. Este fermentador era del tip o  

445 general antes descrito . Su volumen era de 1.500 1 .aproxima­
damente . En cada tanda se mantuvo la  temperatura a 3?B C. y 
e l pH en 6,6. En cada tanda no se detectó sustancialmente 
ninguna cantidad de metanol en e l efluente del fermentador y 
la  concentración de metanol en e l producto de alimentación 

450 era de 10% del volumen. En estas tandas se u t i l iz ó  como medio 
n u tritiv o  e l que se ha descrito  mas a rrib a . El microorganismo 
empleado en cada una de estas tandas era una bacteria carac­
terizada como de la  especie Pseudomonas y era e l  Pseudomonas 
metanica identificado por e l  número de depósito NRRL B3449. 

455 Los datos presentados en la  tab la  I  que sigue, han sido to ­
mados después de que cada tanda hubiese alcanzado esencial­
mente un estado de funcionamiento constante (aproximadamente 
después de 12 horas de funcionamiento continuo). Las tandas 
se realizaron a tre s  presiones diferentes según se indica en 

460 la  tab la .
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T A B L A I
lanáa NÚm.

1 2 3

Presión, atmosferas 1 1,97 2,6
465 Carga del fermentador, kg. Caudal de a i re ,  m3/hora 830 810 750164 125(a) 68,5(b)

O2 d isuelto  en e l fermentador %(c) Og cantidad en e l a ire  de eva- 48 55 15
cuación, % (d) 78 67 40

470 Caudal de alimentación del medio,l/h. Caudal de alimentación (e) de 145 235 270
NH4OH, l /h 0,8 2,3 4

Peso de células secas, g/L 
Velocidad de rotación del agitador

22,7(f) 30, 6(g) 24,6(f)

475 del fermentador r.p .m . 1110 

Valores calculados
950 940

Velocidad de dilución, 0,175 0,29 0,36'Tiempo de permanencia, h. 5,7 3,44 2,8  .
Velocidad de aireación, V/V/minuto 3,3 2,5 1,548 o O2 consumido, kg/kg de células 
Rendimiento de cé lu las, kgCH^OH(h)/

3,6 2,3 3,3
/Tcg de células 3,48 2,58 3,21

Proteina cruda, % ( i) 75 75 75
Productividad, gramos de c é lu la s / l /h ,. 4,0 8,9 8,8

485

490

495

(a) con una presión de entrada de 2 atmósferas.(b) Con una presión de entrada de 2,75 atmósferas.(c) Basándose en un contenido de 02 disuelto  s in  que ninguna cé­lu la  esté presente.id) Basándose en un contenido normal de O2 en e l a ire .(e) Valares aproximados del consumo de NH4.OH (25% del pesp de NHi)(f)  Células aisladas por f i l t ra c ió n  de una muestra a través de un f i l t r o  M illipore.(g) Células aisladas mediante centrifugación de una muestra de 
10 cm3, lavado de las  cé lu las, recentrifugacion, secado y pesado de las  célu las.(h) Basándose en e l metano! consumido. ,( i )  Contenido de nitrógeno de las células obtenido por an á lis is  de Kjeldahl, X 6.25.

500
Los resultados de estas tandas demuestran los exce­

len tes resultados de productividad de la  operación de fermen-
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tación continua, utilizando un fermentadoresencialmente lleno 
de espuma con una capacidad de transferencia de oxigeno de 
aproximadamente 1.000 milimol de Og par l i t r o  y por hora de 
mezcla liquida de reacción de fermentación.

505 E J E M P L O  I I
(Control)

Se efectuó una tanda de fermentación continua (4) 
utilizando e l mismo cultivo  de bacteria , e l mismo medio n u tr i­
tiv o  y la  misma concentración de metanol que en las  tandas del 

510 ejemplo I .  La temperatura (403 c) y e l pH (6 ,3 )  eran también 
muy parecidos a los u tilizados en la s  tandas del ejemplo I .
Sin embargo, para esta tanda se u t i l iz ó  un depósito conven­
cional de grandes dimensiones, equipado con un solo agitador 
de paleta como recipiente de fermentación funcionando a la  

515 presión atm osférica. El volumen de la  mezcla de fermentación 
era de 1.125 1. aproximadamente. No se detectó la  presencia 
de metanol en e l efluente del fermentador. En esta tanda se 
obtuvo un peso de células secas de 19,1 g / l .  En lo  que sigue 
se indican otros resultados calculados que corresponden a 

520 esta tab la .
Velocidad de dilución, h"*̂* 0,12Tiempo de permanencia, h. 8,3Rendimiento, kg de CHgCH/kgde células *4,0525 Proteina cruda, %  ̂ 75Productividad, g / l  A* 2,3
Lee resultados de productividad de esta tanda son 

claramente in ferio res a los de la  tanda 1 del Ejemplo I ,  
tanda comparable que u t i l iz a  un fermentador lleno  de espuma.

530 E J E M P L O  I I I
Se efectuaron otras dos tandas de fermentación de
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metanol en operación continua, utilizando e l  termentador lleno  
de espuma u tilizad o  en e l  Ejemplo I ,  y empleando e l mismo me­
dio n u tritiv o  que e¿ e l Ejemplo I ,  pero con un cultivo de le -  

535 vadura iden tificado  por Hansenula polymorpha.
En estas tandas se u t i l iz ó  una concentración de me— 

tanol de 10% del volumen en e l  producto de alimentación y no 
se detectó ninguna cantidad de metanol en e l  efluente del te r ­
mentador. Cada tanda se rea lizó  a la  presión atmosférica.

54-0 Durante la tanda 5 se descubrió que la  mezcla de
fermentación babia sido contaminada con un hongo filamentoso. 
Se cree que esta contaminación no ba tenido ningún efecto no­
table sobre los datos de funcionamiento de esta tanda pero se 
e s te r i l iz ó  e l sistema del reactor antes de la  tanda 6 que se 

545 efectuó s in  contaminación aparente.
Los dates de la tanda 5 y 6 se presentan en la  tabla 

I I  que sigue. Los datos indicados se consideran como típ icos 
de la  fermentación continua del metanol en la s  condiciones 
ilu s trad a s .

í
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550 T A B L A I I

555

560

565

570

575

Tanda NS 
5 6

Carga del fermentador, kg. 800Temperatura, se. 38

Caudal de a i re ,  m^/h. 101Op disuelto  en e l  termentador, % (a) 24Nivel de O2 en e l  a ire  de sa lid a , % ---- (b)
pH 3,5
Caudal de alimentación del medio, l / h .  112Caudal de alimentación (c) de NH^QHÍ25%)l/h. — (b)
Peso de células secas, g / l .  26
Velocidad de rotación del agitador delfermentador, r.p .m . 1000
Valores calculados
Velocidad de dilución, h"*̂  0,14Tiempo de permanencia, h. 7,2Velocidad de aireación, V/V/min. 2,1O2 consumido, kg/kg de células 3
Rendimiento de célu las, kg de CH^OH(d)//kg de células 3,04
Proteína cruda, % (e) 54
Productividad, g / l /h .  3,6
(a) Véase nota (c) tab la  I .(b) N$ determinado.(c) Vease nota íe) tabla I .  cd) Véase nota (h) tabla I .  (e) Véase nota ( i )  tab la  I .

72539
121 
—  i
84

3,6
861
24

980

0,128.4
2,83.4

3,29
54
2,9

Estos resultados demuestran la  u tiliz a c ió n  de una 
levadura para la  fermentación continua del metanol en un fe r -  

58O mentador lleno  de espuma con e l f in  de obtener proteína uni­
ce lu lar.

Ya que la levadura tiene de manera inherente una ve­
locidad de crecimiento in fe rio r a la  de las bacterias, la  pro- 
ductitiv idad ilustrada en la  tabla I I  es in fe rio r a la  que ha 

585 sido obtenida u tilizando  b asta rías .



22

Todo aquollo que sea accesorio en la  realización 
del procedimiento descrito podrá ser objeto de modificacio­
nes y las cuestiones de forma, dispositivos y máquinas u t i -  

590 lizadas en la  ejecución de la  invención, deberán tomarse 
como de orden secundario, pudiéndose emplear aquellos que 
mejor convengan en tanto  no a lte ren  fundamentalmente las par­
ticu laridades ca rac te rís tic a s .

La so lic itan te  se reserva e l  derecho de obtención 
595 de los oportunos Certificados de Adición complementarios por 

las  mejoras o perfeccionamientos que en lo  sucesivo pudiera 
aconsejar la  p rác tica .

N O T A :

Descrita suficientemente la  naturaleza y alcance ' ¡
600 de la presente invención, a s í como la  forna en que la misma

puede ser llevada a la  p rác tica , se reivindican a t í tu lo  p r i­
vativo las siguientes particularidades ca rac te rís tica s  sobre 
las  cuales ha de recaer la concesión del p riv ileg io  de PATENTE 
DE INVENCIÓN que se s o l ic i ta .

605 1). Procedimiento de obtención de proteína unicelu­
la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, mas espe­
cialmente un alcohol a l i f á t ic o  de cadena rec ta  que contiene de 
1 á 16 átomos de carbono por molécula en virtud de la  acción 
de un microorganismo capaz de asim ilar dicho alcohol como 

610 fuente p rincipa l de carbono, estando dicho procedimiento
c a r a c t e r i z a d o  porque la  zona de fermentación se 
mantenga sustancialmente llena  de espuma.

2). Procedimiento de obtención de proteína unicelu­
la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según la  

615 reiv indicación l ) , caracterizado porque e l  alcohol contiene de
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1 á 6 átonos de carbono por molécula.
3). Procedimiento de obtención de proteica unicelu­

la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según la 
reivindicación 2), caracterizado porque e l  alcohol es metanol.

620 4 ). Procedimiento de obtención de proteína unicelu­
la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según una 
cualquiera de la s  an teriores reivindicaciones, caracterizado 
porque e l microorganismo es una bacteria , una levadura o un 
hongo.

625 5). Procedimiento de obtención de proteína unicelu­
la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según la  
reivindicación 4), caracterizado porque e l  microorganismo es 
Pseudomonas me tha n ica .

6 )  . Procedimiento de obtención de proteína unicelu-
630 la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según la

reivindicación 4), caracterizado porque e l microorganismo es 
Hansenula p olymorpha.

7 )  . Procedimiento de obtención de proteína unicelu­
la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según una

635 cualquiera de las reivindicaciones 3) á 6), caracterizado porque 
la concentración de metanol en la  mezcla de reacción está in ­
cluida en la  gama de 0.001 á 5 volúmenes por ciento.

8 )  . Procedimiento de obtención de proteína unicelu­
la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según una

640 cualquiera de las an teriores reivindicaciones, caracterizado
en que la  fermentación se efectúa a presión superior a la  pre­
sión atm osférica.

9 ) . Procedimiento de obtención de proteína unicelu­
la r  mediante fermentación microbiana de un alcohol, según una

645 cualquiera de las an teriores reiv indicaciones, caracterizado
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porque la  zona de fermentación se mantiene a una temperatura 
incluida en la  gama de 30 á 65 s C.

10). "PROCEDIMIENTO DE OBTENCIÓN DE PROTEÍNA UNICE­
LULAR MEDIANTE FERMENTACIÓN MICROBIANA DE UN ALCOHOL".

Todo según queda expuesto en la  presente Memoria, 
que consta de vein ticuatro  hojas fo liadas y mecanografiadas 
por una sola cara, y una hoja de dibujo que con la  misma se 
acompaña.

MADRID, 19 de Noviembre de 1.975.

t
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