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to para la produccidn de proteina de una sola célula.

Entre los esfuerzos para.aliviar la escasez mun-
dial derproteinas se encuentran diversos procesos de biosin-
tesis donde se obtienen proteinas de una sola célula denomi-
nado z 1o largo de la memoria como (SCP) producidas bioldgi~
camente mediante el crecimiento de diversos microorganismos
sobre una variedad de substratos conteniendo carbono. Las
fuentes de carbono y energia utilizadas como substratos de-
ben ser extensamente asequibles, relativamente baratas, uni-
formes y seguras en el sentido de que no deben dejar residuos
perjudiciales en el producto proteico finalmente obtenido por
conversidén microbiana. Los hidrocarburos del petrdleo se han
empleado como fuente de carbono y energla pero se han enfren-
tado con dificultades pricticas por su falta de solubilidad
en agua, por su elevado consumo de oxigenoc para favorecer la
conversidn microbiana y, segln se alega, por las trazas de
agentes potencialmente carcindgenos procedentes de los mate-
riales de alimentacién de petrdleo que entran o se adhieren
en el producto proteico.

otros procedimientos se han centrado en el ugo.de
derivados de hidrocarburcs oxigenados como materiales de
alimentacibn, debido a su solubilidad en agua y por ello a
su facilidad de manipulacibén, ya que los procesos de conver-’
sidén microbiana se realizan esencialmente en condiciones
acuosas. Estos materiales de alimentacidén son facilmente
asequibles ya sea procedentes de fuentes de petrdleo, fuen-
tes de gas natural, procesado de diversos desperdicios/basu-

ras y conversidn de metano y similares, procedentes de la

l fermentacidn de diversos granos y similares, destilacidn des-

.

La presente invencidn se refiere a un procedimien—l
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tructiva de la madera, etc. Estos hidrocarburos oxigenados,
cualquiera que sea su origen, son materiales de alimentacibn
ampliamente asequibles ¥y relativamente baratos para lcs pro-
cesos de fermentacidn. Otra ventaja es querestos materiales
de alimentacidn estin parcialmente oxigenados de manera que
para el proceso de conversidén-crecimiento microbiano se uti-
lizan unas cantidades de éxigeno moleculares considerablemen-
te reducidas.

Sin embargo, otro factor dificil y limitanteen la
comercializacién de los procesos de obtencién de proteinas
de una sola célula ha sido la necesidad de funcionar a tem-
peraturas relativamente moderadas del orden de 20 & 509C y
mejor no superiores a 352. La conversidn microbiana es una
reaccibén de oxidacién altamente exotérmica produciéndose
grandes cantidades de calor, calor que debe ser eliminado
continua y constantemente porque si no se corre el riesgo de
sobrecalentar el sistema y matar los microorganismos o por
lo menos limitar gravemente el crecimiento a‘medida que

aumenta la temperatura y con ello obtener graves reducciones

‘de las eficiencias.

Muchos procedimientos se han concentrado en el
empleo de una u otra de las muchas levaduras existentes como
microorganismos. Se dispone de muchas levaduras y las célu-
las de la levadura generalmente son ligeramente mayores que
una célula bacteriana y algunas veces permiten una separa-

cibén mas sencilla del proceso de.fermentacidn.

Sin embargo, las bacterias presentan ventajas ya
que se obtienen mayores contenidos de proteina cruda de la

célula a partir de las bacterias en comparacidén con la pro-

I duccibn que se obtiene de las levaduras en general, ya que I
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estas Gltimas contienen mayores proporciones de material es-
tructural no proteico en sus células. Las bacterias, habitual
mente presentan un contenido verdadéro en proteina considera-
blemente més alto, siendo con frecuencia de mayor valor nutri
tivo en los importantes aminoicidos sulfurados y lisina.

El descubrimiento de bacterias con capacidad de
répido crecimiento y alta productividad a temperaturas del
procesc de fermentacidn relativamente elevadas es evidente-
mente ventajoso. Una operacidn de crecimiento a alta tempe-
ratura significa menos calor que eliminar, menos aparatds
refrigerantes implicados y finalmente cantidades relativamen-
te menores de calor necesarias para los procesos de esterili-
zacibdn, coagulacién y separacién. El peligro de contaminacién
con otros microbios es tambien considerablemente reducido.

Se necesitan bacterias termofilicas o termotolerantes para
la comercializacidn del proceso de obtencidén de proteina de
una sola célula.

Se han descubierto dos especies termofilicas (ni-
cas de bacterias, divisidén "Protophyta", clase "Schizomyce-
tes", orden “Eubacteriales", femilia "Bacillaceae", género
"Bacillus®, con propiedades muy interesantes y Gtiles.Estas
especies termofilicas Gmicas crecen mejor a temperaturas al-
tas que a las temperaturas convencionales.

Estas dos especies fmicas son termofilicas, se
desarrollan eficazmente con gran productividad en materiales
de alimentacidn hidrocarbonados oxigenados, especialmente
en alcoholes inferiores y todavia mejor en metanol 6 etanol,
a temperaturas donde otras especies comocidas de "Bacillus"

o son relativamente improductivas o simplemente no las pueden

tolerar o son improductivas e intolerantes con un material de
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I alimentacién hidrocarbonado oxigenado. Estas especies tnicas l
L ]

son designadas como sigue:

: Designacidn
Nombre del cultivo Desigmnacibén de la cepa depositada
Bacillus, sp. 49 NRRL B-8065
Bacillus, spe. 72 NRRL B-8066

Las denominaciones NRRL B-8066 y NRRL B-8065 re-
flejan el hecho de que se ha depositado la cepa de Bacillus
sp. termofilico 72 y la cepa de Bacillus sp. 47 en la sede
oficial, Departamento de Agricultura de ios Estados Unidos,
ALgricultural Research Service, Northern Region Research La-«
boratory, Peoria, Illinois 61604, depositando alli 30 prepa-
rados liofilizados de cada uno de ellos y se ha recibido del
rdepésito oficial las denominaciones de cepa NRRL individuales
indicadas. Estos cultivos {nicos han sido depositados de
acuerdo con los procedimientos del Departamento de Agricultu-
ra de forma que la progenie de estas cepas sea asequible, du~
rante el pgriodo en que esta solicitud de patente esté en
tramitacidn, para una persona determinada por el Agente de
Patentes de los Estados Unidos de acuerdo con las normas esta

blecidas segin Rules of Practice in Patent Cases y 35 U.5.C.

122. El depdsito se harealizado de acuerdo con la préctica de
la Oficina de Patentes de los Estados Unidos .de tal manera
gue todas las restricciones sobre la disponibilidad al pabli-
co de la progenie de las cepas (nicas serén irrevocablemente
levantadas al concederse la patente de las que estas impor-
tantes cepas constituyen el objeto, de manera gue estas cepas
sean asequibles para proporcionar muestras para su utiliza~
cién de acuerdo con esta invencién. Asi, las muestras de

cultivo de estos depbsitos o de los mismos cultivos a partir

l de los que se han realizado los depdsitos, proporcionan asi l

4 et e BT



v ep e i sy o s oo e = 4wt w4 e

- I cepas derivadas.de las especies termofilicas aqul descubier- |

10

15

20

25

80

tas.

Se han descubierto dos cepas de bacterias termofi-
licas de eficacia peculiar y tnica de la especie "Bacillus"
que se han denominado cepa 47 y que ha recibido la denomina-
cibn de depdsito NRRL B-8065 y cepa 72 que ha recibido la de-
signacibn de depbsito NRRL B-8066. Las cepas de "Bacillus"
son altamente productivas a temperaturas de fermentacibn re-
lativamente elevadas, produciendo productos proteicos de uga
sola célula interesantes y valiosos, con un alto contenidoen
proteina del tipo y balance de aminoécidos deseables. Estas
{nicas eépecies de "Bacillus"que prefieren las altas tempera-
turas significan una mayor velocidad de produccién de protei-
nas de una sola célula, reducen los requisitos de refrigera-
¢ibn cuando se cultivan sobre un substrato de carbono y gner-
gia de un hidrocarburo oxigenado, preferiblemente un alcohol
inferior y todavia mejor metanol o etanol y actualmente se
prefiere el metanol o un substrato que contiene sustancial-
mente metanol. Ademids, se anticipa que estas nuevas especies
de "Bacillus" que prefieren las temperaturas elevadas encon-
trarén especial aplicacidn en los medios de fermentacibn
llenos de espuma.

El cultivo No. 72, NRRL B-8066, es un microbio
formador de esporas, Gram-positivas, de la especie "Bacillus”
de aspecto de varilla estrecha. No se han.ofservado pigmen-
tos coloreados en las células.

El cultivo No. 47, NRRL B-8065, es un microbio
formador de esporas, Gram-positivas, de la especie "Bacillus"

de aspecto de varilla gruesa. No se ha observado ningln pig-

l mento coloreado en las células. l
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Esta invencidn, que proporciona el procedimiento
para el cultivo de células microbianas que asimilan hidrocar
buros oxigenados pertenecientes a dos nuevas especies de mi-
croorganismos, se dirige al cultivo aerobio en un medio que
contiene hidrocarburos oxigenados como fuente de carbono y
energia, a temperaturas de fermentacidén relativamente eleva-
das, quedan lugar a una ripida propagacibn de las células.

Los microorganismos nuevos y finicos recien aisla-
dos pueden ser caracterizados por las propiedades indicadas

en la siguiente tabla, junto comn las propiedades de varics

cultivos conocidos de "Bacillus®:
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Fropiedad del cultivo

o resultzdo del emnsa- Cultivo 47 Cultivo 72 ichenife i
yo KRRL B-8065  NRRL B-£066 TSl S=li .
Manchado Gran Positivo Positivo Positivo g
Formacibn de esporas 8i Si Si oy
Lerchil Si Si Si =
Tamafo aproximado, X
micras 0,5x1-2,5 0,6x1-5 0.6-0.8x1.3~7
Motilidad Si Si Si
Temperatura Sptima 2C. 55 S5
Temp. méxima, 2C. £0-65 60-65
Intervalo de pH 5-9 -
pH Optimo (medio IM2) 6.2-6.8 6.2-6.5
Pactores de crecimien-
to no requiere no reguierse =&
Pigrnentos en medioc IM2 castafio, so- amarillo,sc~ KNG 5
luble en agua, luble en agua g

+ 1.5% CH30H

Aspecto de las células
Aspecto de la colonia
sobr

CE,CH

-
Creciniento &

insoluble en
disolventes
orgénicos.
de varillas
a cadenas
Circular e~

medio I¥2 + 1.5% levado,cas—

tafioc palido

552C, sobre:

Caldo putritivo .

Caldo nutritivo + 1%
CHBOH

IM2 + C.5% CH,CH

IF2 + 1.5% Haeﬁ.

Glucoss

CH,CE

CHZCH

HCEO ©

BEN+1.5% CE

3HF+55s CH, 0B

CH

H+0.1%NaCl

=74

I+

+
+
+
+
+
+

+

bordes exten
didos trans-

kecuerto ée placas+l.Si
CH,CH 1
< 1{eidos.
-+ =
- = ro
+ = se
NG = no creceen estos medios.

insoluble exn
disolventes
orgénicos.
varillas

circular elg
vado, blan-
quecino

+

R

pequeilas anm-

pollas trans
LA » A

ltcidas

evidepcia visible de crecimiento, determinada
hay crecimiento; no hay evidencia visible de crecimicnt;
mantiene pero mno hay evidencia ivisible de crecimiento 4

POT un

PR IO L
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Z2.cubtilis B.estearothermophilis
L2000 10774 ATCC 12987
Positivo Positivo Variable
Si Si Si
Si , Si Si
0.6-0.8%1.3-2 C.6-2.5x1-5 0.7-0.8%x2-3 0.6-1x2-5
Si D Si Si Si
32-45 Z2-45 28-40 30
50-56 55-60 5C=55 50-55
5.2-8.2 5-7 5-8.6 4.5-6.6
HG XG NG NG
tiaminag,
:re o biotina no requiere NG
.80~ NG "RG ) NG NG
agaa
s oen
ces
o vari verillas,sin varillas,sin varillas,algunas veces
cade cadenrnas celenas filamentosas
els NG G NG G
m_
+ + + +
+ + - +
+ + + +
rans

sada.vor un

‘e turbicdez de ls mezela inicial,.

ble de crecim
:de crecimiento

| __|
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comparacidén lo mas directa posible entre las especies. Natu-
ralmente, como con todos los microorganismos, algunas de las
caracteristicas pueden estar sometidas a cierta variacibn de
acuerdo con el m-edio y las condiciomes particulares.

El material o substrato que constituye la fuente
de carbono y energia para el proceso de fermentacidén de esta
invencidén empleando las nuevas y {nicas especies de bacterias

es un compuesto o compuestos solubles en agua, que contengan

“carbono, oxigeno e hidrdégeno. El término hidrocarburo oxige-

nado es un término genérico que describe los- compuestos uti-
lizables y no es necesariemente un término limitativo referi-
do al origen del substrato. Los hidrocarburos oxigenados
pueden ser alcoholes, cetonas, ésteres, éteres, &cidos y
aldehidos, que son de naturaleza esencialmente soluble en
agua y deben limitarse, debido a esta caracteristicas, hasta

unos 10 &tomos de carbono por molécula.

Son ejemplos ilustrativos el metanol, etanol, pro-
panol, butanol, pentanol, hexanol, 1,7-heptanodiol, 2-heptz
nol, 2-metil-4-pentanol, &cido pentamoico, Acido 2-metilbu
tanoico, 2-pentanol, 2-metil-4-butanol, 2-metil-3-butanol,
2-butanol, 2-metil-l-propanol, 2-metil-2-propanol, 2-propanocl,
dcido fdrmico, Acido acético, &c-ido propandico, formaldehi
do, acetaldehidé, propanal, butanal, 2-metilpropanal, &cido
butanoico, &cido 2-metilpropanoico, &cido pentanoico, &cido
glutarico, &cido hexanoico, Acido 2-metilpentanoico, &cido
heptanoico, &cido heptanodiol, #4-~heptanona, 2-heptanona,
fcido octanoico, &cido 2-etilhexanoico, glicerina, etilengli

col, propilenglicol, 2-propanona, 2-butanona, &ter dietilico

l &ter metiletilico, éter dimetilico, éter di-n~propilico y l
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més cualesquiera.

Un grupo preferidoc de estos materiales fuentes de
carbono y energla, debido a su solubilidad en agua, son los
alcoholes hidrocarbilicos alifédticos solubles en agua; toda-
via mis preferidos son los alcoholes inferiores de 1 4 4
&Ztomos de carbono por molécula por su disponibilidad comer-
cial y todavia mejor el etanol y el metanocl, siendo actual-

mente el mis preferido el metanol debido al precio de coste

relativamente bajo de estos materiales de alimentacidn.

Es posible emplear mezclas de cualeséuiera de es-
tos hidrocarburos oxigenados si se desea o se considera con-
veniente. Por ejemplo, un material comercizl zlgunas veces
denominado "combustible metilico" ("methyl fuel", C. & E.EK.,
17 de Septiembre de 1.973, pig. 23) es una mezcla de metanol
y porcentajes controlados de alcoholes superiores contenien-
do hasta 4 Atomos de carbono por molécula y es un substrato
adecuado.

Los gases de petrdleo pueden ser oxidados y emplea
dos como el metano, etano y similares, proporcionando mez-
clas de predominantemente el alcohol correspondiente asi co-
mo diversas cetonas, aldehidbs, éteres, &cidos y similares y
pueden-utilizarse para este fin fracciones hidrocarbonadas
de diversas fuentes petroliferas.

El cultivo de estas especies tinicas y nuevas de
bacterias con los materiales de alimentécién.hidrocarbonados
oxigenados puede llevarse a cabo ventazjosamente en un inter-
valo de temperaturas de745 &4 652C y todavia mejor de 50 &

602eC, siendo la temperatura mis preferida actualmente la de

l unos 558C debido a que las velocidades de crecimiento son l

3
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El cultivo se realiza en un medio de cultivo cons-
tituido por una solucidén acuosa de una sal mineral, el mate-
rial fuente de carbono y energia, oxigeno molecular y, natu-
ralmente, un indculum inicial de la especie particular a
emplear.

Las concentraciones elevadas de algunos -de los subg
tratos de carbono y energia descritos, como metanol, formal-
dehido o similares, pueden ser inhibidores del crecimiento
microbiano satisfactorio o incluso téxicas para los microor-
ganismos en la fermentacidn empleando la nueva especie de
"Bacillus". Por lo tanto, deben evitarse las concentraciones
relativamente altas de substratos de manera que es convenien-
te mantener la concentracidén de substrato en el medionde
fermentacibén a un pivel del orden de 0,01 a 5% en volumen,
preferiblemente alrededor de 0,01 & 0,5% en volumen con ob-
jeto de no agotar ni inhibir las velocidades de crecimiento.

El oxigeno puede ser suministrado al m-edio de
fermentécién o caldo en cualquier forma capaz de ser asimila-

da fécilmente por el microorganismo incculante. Aunque pue-

den utilizarse compuestos que suministren oxigeno molecular,

normalmente &stos no son comercialmente précticos. Asi, el
oxigeno molecular es suministrado convenclonalmente como gas
conteniendo oxigeno molecular, tal como aire a la presidn
atmosférica o elevada o aire enriquecido em oxigeno cuando
resulte cémodo y se encuentre disponible, segin la localidad
particular de la operacidn del proceso SCP. En efecto, uti-
lizando el sbustrato hidrocarbanado oxigenado, una parte del

oxigeno necesario para el crecimiehto del microorganismo es

l suministrada por el o~-xigeno contenido en el substrato. No l

€ e
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o l obétante, deben suministrarse cantidades adicionales de oxi-

geno molecular para el crecimiento ya que la asimilacibén del

S Y S

substrato y el correspondiente crecimiento del microorganis-

mo es en efecto un proceso de combustidén. En.general, se su-

5 ministran al reactor alrededor de 0,1 & 10, preferiblemente

alrededor de 0,7 4 2,5 volimenes por minuto de aire de conte-
nido normal en oxigeno por volumen de liquido en el fermenta-
dor o, en funcibn del oxigeno, los intervalos respectivos se-
rian alrededor de 0,02 4 2,1 y 0,14 & 0,55.
10 La presidén empleada para el proceso de conversidn
microbioldgica puede variar entre amplios 1imites ¥ se en-—
plean presienes de alrededor de 0,1 4 100 atmbsferas, prefe-
riblemente de 1 & 30 atmdsferas y todavia mejor una presidn ;
ligeramente superior a la atmosférica, como compromiso entre
15 el coste dei equipo y la solubilidad del 02 conseguida. Son
ventajosas las presiones superiores a la atmosférica poraque
estas presiones pueden aumentar la concentracidn de oxigeno
disuelto en la mezcla acuosa de fermentscidn, lo que a su
vez puede aumentar la velocidad de crecimiento celular. Se
prefieren presiones superiores a la atmosférica a temperatu-
ras de fermentacidn mis altas, a las cuales la solubilidad
del oxigeno disminuye. Los medios de fermentacidn llenos de
espumas suelen favorecer la transferencia de oxigeno necesa-

ria para obtener altas densidades celulares y grandes velo-

[Sh
[8H]

cidades de crecimiento.

Las dos especies Gnidas de "Bacillus" de éste des-
cubrimiento requieren nutrientes minerales y una fuente de
nitrégeno asimilable ademds del oxigeno y de las fuentes de
carbono y de energia descritas. La fuente de nitrégeno puede

(Y] . s - Y
Sv i ser cualquier compuesto nitrogenado capaz de liberar nltréégl
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no en una forma .adecuada para la utilizacidén metabdlica p5;—1
el organismo. Aungue pueden emplearse diversos compuestos
como fuente de nitrbégeno orginico tales como otras proteinas
urea o similares, habitualmente resultan mis econdmicas y
pricticas las fuentes inorginicas de nitrégeno. Los compues-
tos nitrogenados inorginicos adecuados son el amoniaco, ,
hidréxido ambnico, diversas sales ambnicas tales como citra-
to ambnico, fosfato ambnico, sulfato ambnico, pirofosfato
aménico u otros diversos compuestos individuales. E1 amonia-
co gaseoso es cdmodo y puede ser empleado haciéndole barbo-
tear a través del medio acuoso de fermentacidn en cantidades
adecuadas.

El intervalo de pH en la mezcla acuosa de fermenta-
¢idn microbiana debe encontrarse aproximadamente entre 5y 9
y todavia mejor entre 6 y 8. Los microorganismos {nicos de
éste descubrimiento en el procedim-iento de la invencién pa-
recen preferir un pH comprendido aproximadamente entre 6 y
7.5, Estos microorganismos prefieren mds especialmente un pH
de 6,2 4 6.8 aproximadamente para el NRRL B-8065 y de 6.2 &
6.5 para el NRRL B-8066, en lo que se denominan medios IM2.
Las preferencias de pH de los microorganismos depernden de los
medios empleados y por lo tanto varian algo al cambiar de me-
dio.

Cuando la fuente de carbono y energia es o contiene
un aldehido, en cantidades potencialmente perjudiciales para
el microorganismoc, los efectos perjudiciales del aldehido
pueden ser evitados tratando primero el substrato con una

cantidad adecuada de un compuesto nitrogenado, preferible-

mente amoniaco, hidréxido aménico u otro compuesto aménico,

I en una proporcidn de alrededor de 0,01 a 10 equivalentes mo-l
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- l lares de dicho 'compuesto nitrogenadec por cada mol de aldehi—l
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do. Después de éste substrato tratado no sblamente es la
fuente de carbono y energia sino que también contiene la
fuente necesaria de nitrdgeno en su totalidad o en parte.
Ademés del oxigeno, nitrbgeno y fuentes de carbono
Yy energia, es necesario suministrar las cantidades precisas
en las proporciones spropiadas de nitrientes minerales selec-
cionados a los medios de alimentacidn, con cobjeto de garanti-
zar un crecimiento apropiado de microorganiémo ¥ hacer méxima
la asimilacidn del hidrocarburo oxidado por las células en el
proceso de conversidn microbiana. ‘
Aparentemente, los minerales esenciales son provis—
tos por una fuente de fosfato u otros iomes de fésforo, mag-
nesio, caleio, rodio, manganeso, molibdeno y cobre. La férmu-
la indicada a continuaqién.puede ser utilizada para cultivar
las nuevas especies de "Bacillus" de éste descubrimiento e in
vencidn, aunque crecen tambien en otros substratos que no

contienen metanol. Lo siguiente se da como guia a los exper-

tos en la materia:

we
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Medio IM2 (sblido)

10

Componente Cantidad
KH,FO, 2.0 g
° KEHPO4 3.0 g
MgS0,, . 7H,0 Ot g
CaCl,.2H,0 0.04 g
NaCl ' 0.1 g
(NH4)QSO4 2.0 g
Agar 15 g
Solucidn de minerales traéa (2) 0.5 ml
Agua destilada 1000 ml
Metanol estéril(b) para producir 1.5 vol %
15 Egg :gieé:dgaﬁggégiziigiggge;ntes del uso.
Para un medio liquido, simplemente se omite el agar
Solucién de minerales traza
Componentes ' Czntidad
CusS0, « 5E,0 ' 0.06 g
20 KI 0.08 g
MnS0, .E50 0.3 g
Na,MoO, .2H,0 0.2 g
531303 0.02 g
ZnS0, . 7HA0 2.0 g
25 FeCly.6Hy0 4.8 g
Agua destilada 1,000g
H2804 (concentrado) Z ml.

>—<
® = | |
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- l Otros materiales como extractos de levadura, vita-
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minas, biotina y similares u otros factores de crecimiento
pueden ser agregados tipicamente en las cantidades traza co-
nocidas en la técpica de la fermentacidn.

El cultivo de las nuevas especies de "Bacillus" de

acuerdo con la invencibén puede realizarse en forma disconti-

nua aunque preferiblemente segfin un proceso conmtinuo, por

nétodos conocidos en fermentacibn pero todavia mejor em un
reactor de fermentacidn lieno de espuma., Ciertamente, el pro-
ceso continuo presenta varias ventajas en las operaciones co-
merciales para la produccibén de grandes cantidades de células
microbianas-y por lo tanto es la forma preferida de realizar
la invencidn.

Ya sea en una operacibén discont=-inua o en la opera-
cidén continua preferida, todo el equipo, reactor o medios,
vasija o contenedor de fermentacidn, tuberias, dispositivos
de circulacidn o refrigeracién adecuados y similares son es-
terilizados, habitualmente émpleando vapor de agua por ejem-
plo a unos 2502F (121eC) duranfe varios minutos, por ejemplo
alrededor de 15 minutos. El reactor esterilizado es inoculado
con un cultivo del microorganismo especifico en presencia de
todos los nutrientes requeridos, incluido el oxigeno y la
alimentacibén hidrocarbonada oxigenada. 7

En un procedimiento continuo, cuando el cultivo

comienza a crecer, se mantiene la introduccidn continua de
aire, medio nutriente, fuente de nitrdgeno si se agrega in-
dependientemente y material de alimentacidn oxigenado tal

como alcohol. La velocided de adicidn de las diversas corrien

tes puede variar para obtener un crecimiento celular tan T~

80 ' pido como sea posible, teniendo en cuenta la utilizacidn i

‘.



- l eficiente del hidrocarburo oxigenado, de manera que se al- l
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cance el objetivo de un rendimiento méximo de peso celular
por peso de material fuente de carbonmo y emergia cargado.
La velocidad de alimentacidn de la fuente de carbono y ener-
gia debe ser ajustada de manera que las cantidades alimenta-
das al fermentador sean esencialmente iguales a la velocidad
de consumo por el organismo, para evitar sobrealimentaciones
eﬁ especial de materiales téxicos, tales como alcoholes ©
aldehidos, que pueden inhibir el crecimiento o incluso des-
truir los microorganismos. Habitualmente se producen condi-~
ciones satisfactorias cuando en el efluente qusz sale del
fermentador queda poco o nada de material fuente de carbono
y energia, aunque puede obtenerse um control satisfactorio
observando el contenido en material fuente de carbono y ener-
gia del efluente del fermentador y manteniéndose en el nivel
bajo deseado tal como alrededor de 0,1 & 0,5% en volumen.
Naturalmente, cualquiera de las corrientes de alimentacién
puede ser agregada discontinua o continuamente, segln se de-
see o resulte conveniente.

Debe mantenerse una instrumentacién que mida la
densidad de las células, el pH, el contenido de oxigeno di-
suelto, la concentracién de alcohol u otro material de ali-
mentacibén en el fermentador, la temperatura, las velocidades.
de las corrientes de entrada y salida y similares. Se prefie-
re que los materiales introducidos al fermen%ador sean este-
rilizados antes de su introduccidén en el mismo. Cuando el
material de alimentacién hidrocarbonado oxigenado es un ma-
terial capaz de esterilizar a otros, como el metanol, etanol,

o formaldehido, en algunos casos puede ser conveniente agre-

I gar este componente a las otras corrigntes, por ejemplo el I

mar i s a e e —
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- I medio mineral, en cantidades esterilizantes y con ello cum- l
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plir varios fines sin necesidad de una esterilizacién inde-
pendiente de los medios minerales por ejemplo por la accidn
del calor o similares,

El tipo de fermentador empleado no es critico en
la préctica del proceso de fermentacibén de la invencidn em-
pleando las especies de este procedimiento, aunque actualmen-
te se prefiere la operacidn en un fermentador lleno.de espuma
La mejor forma de comnseguir una alta productividad de culti-
vos puros de los termbfilos finicos de esta invencidn con una
alimentacibén hidrocarbonada oxigenada es en un proceso conti-
nuo cuando €l proceso se produce en un sistema lleno de espu-
ma. Los cultivos puros a las temperaturas de fermentacidn
aqui recomendadas alcanzan grandes velocidades de crecimiento
Y producen una espuma muy estable, Naturalmente, deben contro
larse las velocidades de crecimiento para evitar que la es-
puma salga del fermentador, lo que podria reducir el volumen
de liquido y producir algunas pérdidas del contenido del
fermentador. Debe evitarse la adicidén de antiespumantes, en
la medida de 1o posible, ya que los antiespumantes, como las
siliconas, pueden ser perjudiciales para la concentracidén de
oxigeno disuelto a las elevadas temperaturas recomendadas y

puede hacer que el organismo crezca a una velocidad menor,
reducir la prodmctividad o incluso morir. La espuma producida
con estas especies no es perjudicial para el crecimiento y-
es claramente beneficiosa para mantener los organismos en un
sistema con gran concentracidn de oxigeno disuelto. EL favo-
recimiento de éste proceso de espumacidn en un fermentador

disefiado para estimular y mantener la espuma producida, es

l beneficioso para el procedimiento de conseguir la mayor l

3

s vy Swamn e wer

S\ e e e ot s MK D e



- l transferencia de O2 necesaria para mantener la elevada densi

10

15

20

30

— 19—

dad celular y la ripida velocidad de crecimiento que estos
organismos termofilicos requieren. El proceso de utilizar

un fermentador lleno de espuma con los term6filos dnicos de
esta invencidén que consumen hidrocarburos oxigenados y produ
cen grandes can#idades de espuma da lugar a la mixima efi-
ciencia de produccién en el proceso SCP.

La operacidn del fermentador lleno de espuma es es
pecialmente adecuada para realizar procesos de fermentacidn
en los que deben mantenerse grandes cantidades de gases en
contacto intimo con la fase lifuida para obtener una rezccién
a lo largo de superficies relativamente grandes de interfa-

ses de contacto. Asi, la fermentacidn es mejorada y la

transmisidén de calor es mejorada también en lo que se refiere

al control, uniformidad y evitacidén de puntos calientes.

Un maelo actualmente preferido de fermentador puede
ser del tipo representado en la figura 1) de la pigina 37 de
la obra "Process Biochemistry", Junio 1.972, al gue puede
agregarse un conducto para introducir un gas conteniendo
oxigeno molecular en la vasija en cualquier punto convenien-
te, preferiblementedentro del tubo propulsor e inmediatamen-
te por encima del dispositivo mezclador ya que la accibn
aspirante del dispositivo -mezclador puede entonces ser em-
pleada ventajosamente para favorecer la introduccidn del
aire en el contenido de la vasija. Este tipo de fermentador
opera eficazmente con su contenido convertido pricticamente
por completo en una espuma 0 en una emulsién de baja densi~

dad, alcanzéndose velocidades de transferencia de oxigeno

muy altas.

l Otro tipo de fermentador que puede emplearse es ell

o Pt A ot w71 e

=t r ow peras
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- [ fermentador con inyeccidén de aire comprimido que esti des- l
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crito en el articulo de Wang y otros, en "Proceedings Eighth
World Petroleum Congress", vol. 5, pigs. 149-156 (1971) pu-
blicado por Applied Science Publishers Ltd., Londres, Ingla-
terra.

Todavia otro tipo de fermentador que puede ser uti
lizado es el fermentador de ciclo a presidn descrito en la
pagina 63 de "Chemical Engineering", 7 de Enero de7;974.

Finalmente, otro tipo de fermentador que es ade-
cuado es el conocido tanque provisto de un agitadorrde pale-
tas y un dispositivo de aireacidn sumergido. Un fermentador
de é&ste tipo se describe en la patente estadounidense No.
2.983.652.

Cuando no se emplea una forma de fermentacidn lle-

na de espuma, puede ser necesario utilizar un agente anties-

pumante para realizar el proceso de fermentacidén de esta in-

vencidn. Los agentes antiespumantes adecuados y los métodos
de aplicacién de los mismos son muy conocidos en la técnica
de la fermentacidn, aunque esté forma es mucho menos prefe-
rida con las especies tnicas de ésta invencidn.

Los productos celulares y extracelulares del cul-
tivo de las nuevas especies de "Bacillus" sobre los substra-

tos de acuerdo con el procedimiento de esta invencidn pueden
ser recuperados por medios convencionales. Las células pue-

den ser separadas del efluente del fermentador por centrifu-
gacidn, filtracidén o similares. El efluente exento de células
puede ser tratado después con acetona o con un alcohol infe-

rior tal como metanol o etanol para precipitar cualquier ma-

terial polimérico producido extracelularmente. El efluente

l exento de células también puede ser tratado por extraccidn l

[
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- I con disolvente y/o extraccidén con base para recuperar si se l
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desea otros productos extracelulares como pigmentos, vitami-
nas o acidos orginicos producidos durante el procesc de cul-
tivo. Las células microbianas habitualmente son eliminadas
por el calor o por medios quimicos y - esto puede hacerse an-
tes o después de la separacibn de las células del efluente
del fermentador. Las células bacterianas constituyen una
valiosa fuente de proteina para el hombre y los animales.
Para el consumo humano, las células pueden ser tratadas para
reducir el contenido en &cido nuclelico pero para fines de
alimentacidén animal este tratamiento no parece mecesario.
EJEMPIO I

Se obtuvieron varios cultivos de microorganismos
termofilicos conocidos de dos depdsitos de cultivos, el
Northern Regional Research Laboratories, Peoria, Illinois
del Departamento de Agricultura de Estados Unidos y la Ame-
rican Type Culture Collection ATCC, Washington, D.C. Estos,
cultivos se recibieron en estado liofilizado. En los culti-
vos se ensaya el crecimiento a 552C en varios medios dife-
rentes. Los resultados de estos ensayos se eicuentran en la

Tabla I dada a continuacién. Los cultivos empleados son los

siguientes :
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I Espedies No de depdsito I
“Bacillus subtilis" ATCC 10774
"Bacillus stearothermophilis® ATCC 12987
"Bacillus stearothermophilis™ - NRRL B1102
“Bacillus coagulans® NRRL B1103
"Bacillus coagulans"® NRRL Blle8

* "Bacillus licheniformis™ NRRL B100l
TABTLA I
Crecimiento + 0 -~ en el medio No.
Cultivo No. 1(a) 2(b) 5(c) 4(@  5le)
NRRL B1001 + + + + -
NRRL B1103 + + + + -
ATCC 12987 - + + + + -
NRRL Bl11le8 + + + + -
NRRL B1102 -
ATCC 10774 + - - -

(a) caldo nutritivo (CN)

(b) CN + 1% de metanol

(c) CN (1/2 de concentraciéng + 1% de metanol
(d) CX (1/4 de concentracidn) + 1% de metanol
(e) Medio IM2 + 0,5% de metanol

El caldo nutritivo utilizado antes es un medio de
cultivo convencional con 3 g/l de extracto de buey y 5 g/1
de peptona. El medio IM2 es el medio antes descrito a excep-
cidén de que no contiene agar en estas operaciones que utili-
zan medios liquidos. E1l NRRL B1102 no crece bien incluso en
caldo nutritivo. E1 ATCC 10774 no crece bien en presencia de
metanol (Medio 2). Aunque los otros cultivos crecen en pre-
sencla de metanol, evidentemente son incapaces de utilizar
el metanol como Gnica fuente de carbono y emergia para su
crecimiento. Estos resultados contrastan espectacularmente
con los interesantes resultados obtenidos con las especies
Unicas de "Bacillus" empleadas en el procedimiento de esta

l invencidn ya que estas especies Ginicas de "Bacillus" son ca-l

3
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- I paces de utilizar eficientemente el metanol como su {nica
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fuente de carbono y energia.

Se realizd un proceso continuo de fermentacidn de

acuerdo con el procedimiento de la invencién. El indculum

para la operacidn estaba constituido por 500 ml de una dis-

persifn acuosa de células de cultivo No 72 NRRL B-8066, que

habia sido cultivado durante 24 horas en el medio BH~M con

un 1,5% en volumen de metanol :
Medio BH-M
Componente
KH2P04
MgSO,, . 7H,0
Ca012.2H20
(NE,,) 580,

Solucibn de minerales traz

Cantidad

2.0 g/1
3.0 g/1

0.4 g/1

~0.04 g/1

2 g1

10 m1/1

% La solucibn de minerales traza es-taba constituida por los

siguientes materiales :

. Componente
FeSO4.7H2O
ZnSO4.7H20
CuS0,, . 5H,0
MnS0, .H,0
H2804 (concentrado)

Cantidad

0.11 g/1
0.03 g/1
0.02 g/1
0.02 g/1
1ml/1

El inbculum antes descrito se agregd a un fermen-

tador provisto de medios de agitwacibén y aireacién y conte-

niendo 2 litros del medio preparado con agua corriente, des-

erito a continuacién :

L

|
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I : Medio FM-12

Componente
H5P04 (85%)
XC1
MgSO0,, . 7H,0
Ca012.2H20
NaCl

Solucidn de minerales trazaft

Agua destilada hasta

—24 —

-

Cantidad

2,0 m1
1,0 g
1,58
0,2 g
0,1 g

10,0 ml

1 litro

¥ Esta sclucidn de minerales traza fué formulsada

de acuerdo con la receta dada a continuacidn :

Solucidn de minerales traza

Componente

CuSo .5H20

KI

FeCl;.6H,0
MhSO4.H2O
Na2M004.2H20
ZnS04.7H20

H3BO3

H§SO4 (concentrado)

Agua destilada hasta

Cantidad, g

0,06
0,08
4,80
0,30
0,20
2,00
0,02
3 ml
1 litro

En contenido en metanol fué inicialmente 1,5% (en

volumen), el pH alrededor de 6,7 y la temperatura alrededer

de 5590, La velocidad de agitacidén del contenido fué de unas

1000 r.p.m. y el aire se introdujo a razdén de unos 2 litros

por minuto. Se agregd continuamente hidrdéxido eménico para

mantener el pH aproximadamente entre 6,7 y 6,9 y también pa-

i ra proporcionar una fuente de nitrdgeno.

|
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- l Despues de observar un buen crecimiento del inécu—!
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lum, se inicié la adicidén continua del medio nutritivo con .
un 5% en volumen de metanoi ¥ se fetir6 el volumen correspon
diente de efluente del fermentador. La velocidad de alimen-
tacidén para la mezcla nutriente variaba aproximadamente en-
tre 150 y 800 ml/hora durante el curso de la operacibn de
unas 500 horas. EL tiempo de retencidn promedio para las cé-
lulas en el fermentador varid aproximadamente entre 2,4 y 5
horas. El efluente del fermentador fué muestreado de vez en
cuando para recuperar algunas de las células que se secaron,
pesaron y sometieron a un andlisis de proteinas. Las muestras
de efluente se procesaron para recuperar sélamente las célu-
las, es decir, no se analizaron las sustancias solubles. Los
valores de la concentracidén celular oscilaban aproximadamen-
te entre 12 g/l (células secas) al principio de la operaciém
(25 horas) y 18 g/1 al cabo de 190 horas y unos 24 g/l hacia
el final de la operacién. La conversién del metanol en célu-
las recuperables es del 44% del cargo. El contenido en pro-
teinas para una muestra de células tomada durante el curso de
esta operacidn ha sido indicado anteriormente en la discusidn
que describe la recuperacién del producto.

Los resultados anteriores indican que la nueva es-
pecie de "Bacillus" NRRL B-8066 de esta invencibén puede ser
ficilmente cultivada de forma continua a 552C con metanol co-
mo fuente de energia y carbono. Ademés, las células de esta
especie han demostrado contener una gran concentracidn de
proteinas. |

EJEMPLO  II

Se realizd otra operaciln en fermentador continuo

I utilizando el cultivo NRRL B-8066 del Ejemplo I. En esta __—J
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I operacién, el fermentador se inoculd con 500 ml de una dis- \

persibén acuosa del cultivo que habia sido cultivado durante

26 horas en un medio IM2 mds 1,5% en volumen de metanol :

Medio INM2
Componente
KH,FO,
KZHPO4
MgSO4.7H20
CaCl,.2H 0

2
NaCl

(NE, )5S0y,

Solucién de minerales trazit

Cantidad
2.0 g/1
3.0 g/1
0.4 g/1 .
0.04g/1
0.1 g/1
2.0 g/1
0.5 rl/1

# La solucidn de minerales traza estaba constituida por los

siguientes materiales, para 1 litro de solucibén acuosa :

Solucién de minerales traza

Componente
CuSO4.5H20
KI
Fe013.6320
Na2M004.2H20
ZnSO4.7H20
H.BO

373
H2804 (concentrado)

Cantidad

0.0 g
0,08 g
4,80 g
0.30 g
0.20 g
2.00 g
0.02 g
3 ml

El inbculum descrito anteriormente se agregd a un

fermentador del mismo tipo descrito en el Ejemplo I, EL fer-

mentador contenia 2 litros del mismo medio, FM-12, descrito

en la fermentacidén del Ejemplo I a excepcidén de que sblamen-

1 te se agregaron al medio 5 ml por litro de la solucidn de l

2

i
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El contenido en metanol fué inicialmente limitade
2 alrededor de 1,5% en volumen, el pH era alrededor de 7,1
y la temperatura alrededor de 5%29C. Durante las dos prime-
ras horas, la agitacién y los vollmenes de aire se aumenta-
ron lentamente hasta 800 r.p.m. ¥ 2 litros por minuto, Tres-
pectivamente. Se agregé hidrdxido ambnico en la forma des-
erita en el Ejemplo I para mantener el pH en un intervalo
comprendido aproximadamente entre 7,0 % 7,2 asi como para

proporcionar una fuente de nitrégeno.

Después de haber establecido un buen creciziento
del inbeulum dursnte las primeras 24 horas, se inicid la
adicidn continua del medio rutritivo con un 7,5% en volumen
de metanol y 0,05 g/1 de MhSO4.H20 y se retird el volumen
correspondiente de efluente del fermentador. La velocidad
de alimentacibén a la mezcla del medio nutritivo fué alrede-
dor de 200 & 400 ml/hora durante la operacién que durd unas
94 horas. E1l tiempo de retencidén promedio en el fermentador
varid entre 3 y 5 horas aproximadamente. El efluente del
fermentador fué muestreado de vez en cuando para recuperar
y secar las células que se pesaron. Las muestras de efluen—

te fueron procesadas para recuperar sélamente las células,

es decir, los solubles no fueron analizados. Las concentra-
ciones celulares al cabo de 24 horas oscilaban entre 17 y 26
g/1 (células secas). La conversién del metanol en células
recuperables fué alrededor del 42% del cargado.

Los resultados anteriores ponen de manifiesto de-
nuevo que puede obtenerse un buen rendimiento de células mi-

crobianas a partir de la nueva especie de “"Bacillus", emplean

l do metanol como Gnica fuente de emergia y carbono a elevada l
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l temperatura de fermentacidn. _ ‘
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EJEMPIO  IIT

Se realizd una fermentacidén continua con el culti-
vo 47, NRRL B-8065.

Se utilizé un fermentador del mismo tipo anterior-
mente descrito. El fermentador contenia 2 litros del medio
FM-12 descrito en el Ejemplo II pero en éste caso preparado
con agua desionizada y se cargd con 500 ml de una dispersién
acuosa de cultivo 47, NRRL B-8065, cultivado durante 11 ho-
ras sobre el mismo inbéculum del medio IM2 descrito en el
Ejemplo II, con un 1,5% en volumen de metanol.

EL contenido de metanol era inicialmente 1,5% en
volumen, el pH alrededor de 6,45 y la temperatura se mantuvo
élrededor de 549C. Como en los Ejemplos I y II, se agregd
hidréxido amdnico para mantener el pH a 6,5-é,6 aproximada-
mente asi como para proporcionar una fuente de nitrégenc. Ia
agitacidn y el caudal de aire fueron aumentados gradualmente
hasta 400 r.p.m. y 0,5 litros por minuto respectivamente,

durante un periodo de unas 7 horas. A1l cabo de unas 1l horas,
se inicid la adicién continua del medio nutritivo, FM-12 pre-~ |
parado con agua corriente, con un 2,5% en volumen de metanol
y ademéds 1 g/l de KH,FO,,, 1 g/l de K HFO, y una pequefia can-
tidad de agente antiespumante. Al cabo de 28 horas, se modi-

ficd la alimentacibén proporcionando MrSO4.H20 adicional para

duplicar su concentracidn en la alimentacidn. Este ajuste
parece estimular hasta cierto punto la absorcién de oxigeno
por las células. Estas especies finicas parecen presentar unas
necesidades relativamente altas de Mn™™ para su crecimiento.

éptimo.

! En el transcurso de las 101,5 horas que durd la l

L3
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operacién, se afiadieron cantidades adicionales de los otros
minerales traza pero ninguno tenia al parecer un efecto esti
mulante sobre la velocidad de crecimiento de las células.
Ademds, de aire, el fermentador también fué cargado al cabo
de 28 horas con oxigeno a una velocidad creciente de 0,12
hasta 0,4 litros por minuto. La velocidad de agitacibn fué
correspondientemente aumentada desde 400 hasta 800 r.p.m.
durante éste periodo. El efluente fué muestreado de vez en
cuando para recuperar las células, secarlas y pesarlas.

Ia velocidad de alimentacibn del medio oscild apro
ximadamente entre 300 ml/hora al cabo de 28 horas y unos 850
ml/h. al cabo de 71 horas hasta 1070 ml/hora a las 95 horas.
El tiempo de permanencia de las células oscilé aproximada-
mente entre 1,8 y 2,5 horas durante las Gltimas 30 horas.
Las concentraciones celulareS'osci;aron‘aproximadamente en-
tre 7 y 10 g/litro (células secas) y la conversidn de meta-
nol en células recuperables fué alrededor del 50% del carga-

do.

Tos resultados anteriores ponen de manifiesto gque
el cultivo No. 47, NRRL B-8065, también proporciona un buen
rendimiento de células microbianas cuando se cultiva en meta

pol como finica fuente de carbono y energia, a temperatura de

fermentacién relativamente altas.
EJEMPLO IV

El contenido en proteina cruda de las células de
la nueva especie de "Bacillus" de éste descubrimiento esté
comprendido aproximadamente entre 70 ¥ 85% en peso. La ri-
queza de proteina cruda se obtuvo multiplicando el porcen-

taje en peso de nitrégeno (anflisis de Kheldhal) de las cé-

l lulas secas por el factor 6,25. Sometiendo estas células se-l
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l cas a hidrdlisis, seguida de anélisis de los amincécidos por

cromatografia de gases, se observa que el contenido en pro-
teinas estid comprendido aproximadamente entre 55 ¥y 70% en pe
so. Una distribucibén de aminoacidos para'una muestra de célu
las .bacterianas preparadas de acuerdo con esta invencidén

utilizando el cultivo No. 72, NRRL B-8066, es la siguiente:-

Aminocicidos ' Células secas
esenciales g/100 g.
leucina 5,52
iscleucina 4,68
lisina 5,%6
metionina 1,38
cistina -0,05
treonina ' 2,93
fenilalanina 2,72
"tirosina 2,00
triptofano 0,79
valina 5,25

Amino4cidos no Céiulas secas
esenciales g/100 g.
alanina : 5,83
arginina 2,93
dcido espartico 6,38
glicina ) 5,76
acido glutémico 9,95
histidina 1,18
prolina 2,37
serina 1,96
Total 65,04
aminoicidos esemnciales totales 30,68

Puede observarse que el contenido de aminoicidos
sulfurados, v.g. cistina y metionina, es relativamente bajo.
De hecho, algunas muestras de células procedentes de la es-
peciemBacillus" anterior han presentado un valor de 0,00 g
de cistina por 100 g de células secas. Esta situacidn no es

desusada en los procesos de obtencidn de proteina de una so-

la célula (SCP) y puede ser ajustada simplemente afiadiendo

cantidades adecuadas de cistinas o metioninas sintéticas a

l la racidn dietética que utiliza esta SCP, l

3



- l Todo aquello que sea accesorio en larealizacidn

10

15

20

25

30

— 31—

del procedimiento descrito, podri ser objeto de modificacio-
nes y las cuestiones de forma, dispositivos ¥y méquinas uti-
lizadas en la ejecucién de la invencidn deberén tomarse co--
mo de orden secundaruo, pudiéndose emplear aquellos gue me-
jor convengan en tanto no alteren fundamentalmente las par-
ticularidades caracteristicas.

La solicitante se reserva el derecho de obtenciém
de los oportunos Certificados de Adicidn complementarios por

las mejoras o perfeccionamientos que en lo sucesivo pudiera

aconsejar la practica.
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- l REIVINDIGCACIONES N l

1). Un procedimiento para produccién de materia
proteico unicelular que comprende el cultivo de un microor-
ganismo en un medio acuoso utilizando nutrientés minerales,

5 un hidrocarburo oxigenado como una fuente de carbono y ener-
gia, y una fuente de nitrdgeno asimilable bajo condiciones
de fermentacidn aerobias, y recuperar el microorganismo re-
sultante como un material proteico de una sola célula,
caracteriszado porque el microorganismo culti-

10 vado es de la especie "Bacillus" NRRL B-8065 46 NRRL B-8066.

2). Un procedimiento para produccién.de materiz
prot-eico unicelular segin la reivindicacidn 1), caracteri-
zado porque el cultivo se lleva a cabo a una temperatura de
fermentacidn que oscila entre los 452 y los 652C.

15 3). Un procedimiento para produccidn de materia
proteico unicelular, seglin la reivindicacidén 2), caracteri-
zado porque la temperatura oscila entre los 502 y los 602C.

4). Un procedimiento para produccidn de materia
proteico unicelular, segin una cualquiera de las reivindi-
20 caciones 1) & 3), caracterizado porque dicha materia de hi-
drocarburo oxigenado y fuente de carbono y energia comprende
uno o mis alcoholes, cetonas, ésteres; éteres, &cidos, o al-
dehidos, y porque es substancislmente soluble en agua y tie-
ne hasta 10 &tomos de carbono por molécula.

5)+ Un procedimiento para produccidn de materia
proteico unicelular, segfiin la reivindicacidn 4), caracteri-
zado porque dicho hidrocarburo oxigenado esté seleccionado
entre el grupo formado por metanol, etanol, propanol, buta-
nol, pentanol, hexanol, 1,7-heptanodiol, 2-heptanol, 2-metil

30
l 4-pentanol, &cido pentanoico, &cido 2-metilbutanoico, 2-peg.l

[
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2-metil-l-propanol, 2-metil-2-propanol, 2-propanol, &cido
férmico, &cido acético, Acido propanoico, formaldehido,
acetaldehido, propanal, butanal, 2-metilpropsnal, &cido buta
noico, 4cido 2-metil-propanoico, &cido pentanoico, &cido
glutédrico, &cido hexanocico, Acido 2-metilpentanoico, &cido
heptanodioico, &cido heptanoico, 4~heptanona, 2-heptanona,
dcido octanoico, &cido 2-etilhexanoico, glicerina, etilengli
col, propilenglicol, 2-propanona, 2-butanona, éter dietilico,
&ter metilet{lico, &ter dimeti{lico, éter di-n-propilico,

&ter n-propil-isopropilico, o mezclas de los mismos.

6) Un procedimiento para produccidn de materia
proteico unicelular, segfn la reivindicacién 4), caracteri-
zado porque dicha materia de fuente de carbono Yy energia
comprende un alcohol hidrocarbilo monohidrico alifético solu
ble en agua.

7). Un procedimiento para produccién de materia
proteico unicelular, segin la reivindicacidén 6), caracteri-
zado porque dicho alcohol contiene de 1 & 4 Atomos de carbo-

no por molécula.

8). Un procedimiento para la produccibén de materia
proteico unicelular, segfin la reivindicacidén 7), caracteri-
zado porque dicho azlcohol es etanol o metanol.

9). Un procedimiento para produccién de materia
proteico unicelular, segin una cualquiera de las reivindica-
ciones anteriores, caracterizado porque la materia de fuente
de carbono y energfa se mantiene a una concentracidén de 0,01

al 5% en volumen en el medio de cultivo.

10). Un procedimiento para produccién de materia

l proteico unicelular, seglin una cualquiera de las reivindica-l




Vbt e e p o A e

(6]

10

15

20

:

a3

l ciones anteriores, caracterizado porque el cultivo incluye

condiciones de fermentacidén que utilizan de 0,02 & 2,1 voll-~
menes de oxigeno por minuto por volumen de liquido en dicho

medio de cultivo y porque éste se mantiene a una presidn que
oscila entre 0,1 y 100 atmdésferas y un pH dentro de la gama

compiendida entre 5y 9.

11). Un procedimiento para produccién de materia
proteico unicelular, seglin la reivindicacién 10), caracteri-
zado porque el oxigeno se suministra por lo menos en parte
en forma de aire.

12). Un procedimiento para produccién.de materia
proteico unicelular, segln una cualquiera de las reivindica-
ciones anteriores, caracterizado porque el hidrocarburoc oxi-
genado contiene uno o mis aldehidos y se trata con amoniaco
o un compuesto amdrnico en una relacidn de 0,01 4 10 equiva-

lentes molares por mol de aldehido antes del empleo en dicho

medio de cultivo.
13). Un procedimiento para produccién de materia

proteico unicelular, seglin una cualquiera de las reivindica-

ciones, caracterizado porque el medio de cultivo se trata
con un compuesto de manganeso durante el cultivo.

14), Un procedimiento para produccidn de materia
proteico unicelular, segln una cualquiera de las reivindica_
ciones anteriores, caracterizado porque el cultivo se llara
a cabo en un fermentador substancialmente lleno de espuma
bajo condiciones de fermentacidn llenas de espuma.

15). Un procedimiento para produccidén de materia
proteico unicelular, segln una cualquiera de las reivindica-

ciones anteriores, caracterizado porque el microorganismo

30 I utilizado es el de la especie NRR[B-8065, la materia emisoral

.
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de carbono y energia comprende metanol y se lleva a cabo ﬁEE}
fermentacibén a un pH entre 6,2 y 6,8.

16). Un procedimiento para produccidén de materia
proteico unicelular, segin una cualquiera dellas reivindica=-
ciones 1) 4 14), caracterizado porque el microorganismo uti-
lizado es el de la especie NRRL B-8066, la materia de la
fuente de carbono y energia comprende metanol y la fermenta-
cibén se lleva a cabo a un pH entre 6,2 y 6,5.

17). Un procedimiento para produccién de materia
proteico unmicelular, segin una cualquiera de las reivindica-
ciones anteriores, caracterizado porque se utiliza hidrdxido
ambnico como fuente de nitrdgeno.

18). "UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCCION DE MATERIA
PROTEICO UNICELULAR".

Todo segin queda expuesto en la presente Memoria,
que consta de treinta y cinco hojas foliadas y mecanografia-
das por uma sola cara.

Madrid, 29 de Septiembre de‘l.976.

P.A.
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