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La presente memoria descriptiva tie-
ne como fin la declaracidn del objeto sobre el cual ha de re-
caer el privilegio de explotaci§n industrial y comercial ex-
clusivo en el territorio nacional de una Patente de Invencién
de acuerdo con la vigenfe ngislacién sobre Propiedad Indus-
- trial que, como el enunciado indica, se traéa de "MEJORAS
INTRODUCIDAS EN LOS PROCEDIMIENTOS DE FERMENTACION RAPIDA",

7 La invencién se refiere a un procedi
miento para el mando del rendimiento productivo de microorga-
nismos, que se hallan retenidos en uné capa de reaccién, co-
mo minimo, atravesada por un substrato en breve tiemgo de
contacto.

En numerosos procedimientos con uti-
lizacidén de microorganismos, en especial para la sintesis
biolégica con ayuda de microorganismos, se introduce continua
mente, como minimo ampliamenﬁe, a tales microorganismos, un
substrato que se mejora por ellos o se transfprma; si los .
microopganismos se encuentran en'suspensi§n dentro de una
cantidad mayor de subsﬁrato,,y,se mantiene en movimiento esta
suspensién para mejorar el‘conﬁacto entre los microorganismos

y el substrato, por ejemplo, mediante agitacidn, entonces apa
_ganismos, en el que se regulan (una vez vencida una fase ini-

y también permahece constante, al menos aproximadamen#e, el
rendimiento ﬁroductivo. Si se trata de procedimientos conti-
nuos, en los qﬁe el substrato, por ejemplo mosto de cerveza,
se lleva en una corrienﬁe continua a‘tnavés de varios lechos
fluidizados de microorganismos, dispuestos uno sobre otro en

el interior de una "torre de fermentacidén" y el substrato ex-

rece una mezcla mis o menos homogénea de substrato y microor-f

cial) condiciones fisicas y quimicas précticamente invariableﬁ,
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perimenta ya modificaciones en las respectivas capas 6 lechod
fluidizados por separado, aparecen en cada una de las capas
fluidiZadaé~Eondicioneé diferentes; que prdVocah reapéiones
diferéntes en estas caﬁas fluidizadas en dependencia con el do-

rrespondiente estado del moso. Por otra parte, en semejanted

[

casos, el estado de los microépgéﬁismcs (en el caso de la fey
mentacidn continua de las células de levadura), ofrece dife-
rencias en estas caﬁas fluidizadas.

En el caso d? proceAimiento§ conti;
nuos pueden darse diferencias afin mis acusadas, en 1&3 que
el subétrato'se7conduée a través de por lo mehés'ﬁna~capa de
reaccidn; que consta esencialmente de microorganismos reteni-
dos, denﬁro de la cual tienen lugaf las tfaﬁéféfmacionés pre-
ﬁéndi&as,‘sieﬂdb corto el fiempo de contacto. . ‘

- Sobre toéo; en el método de ﬁréﬁéjd
citado en ﬁitimé lugar;:sé ha'comprobado éhora que ei produc-
to, que sale de la éapé de micfoopganismos, se hailé;sbmetido
en el curso del ﬁiembo'a éierﬁas oScilécioneé‘én'lo‘qué se
refiere a su és#ado fisico y quimico; ias fluctﬁééiénes'b
cambios de estado dependen de cémo se forman enzimas o siste-
mas de enzimas dentro.de la capaAde micréopganismos, o bien d#
cada uno de los estratos de esta capa de microopgahismos, de
cbmo alcanzan el punto méximo de su eficacia; y por Gltimo .
de cémo ceden dé nuevo en su eficacia. o
_ ‘Asf en la fermentacidn continua de
cerveza dentroldé una capa'de'arrastre'de levaduras se ha com}
probado el.hecho de que la capa de lévaduras‘fabrigada’por me4
dio de ‘arrastre’ o alﬁﬁién delante de un filtro j'esbénjada
mediénte aditivos; ﬁrahsfdfma‘el mbs#d llevado sobre ella en

una cerveza nueva, si se diera el caso,ya considerablemente
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fermentada, cuyo pH desciende en las dos primeras horés has~-
ta 3'5; elevandose en las tres siguientes horas hasta-$§'5,
para acabar marcando un valor de alrededor de 4. Ahora se

ha -descubierto que tales oscilaciones en las propieda&es del
producto creado biosintéficamente se pueden neutralizar nota-
blemente por medio de maniobras adecuadas de'regulacién.

En el ejemplo‘énteriormente menciona-
do de la fermentacidén de mosto de cerveza se han podido expe-
rimentar las posibilidades de regulacién, que vienen a conti-
nuacidn: '

a).- El valor pH se puede regular
variando el contingente de paso por medio de una modificacidn
de la presién de alimentacién del mosto, . Asi cabe estabilizax
el comportamiento del valor pH elevando la presidn desde 0'5
hasta 2 atmosferas relativas dentro del-alcance tedrico del.
valor pH de 4'u. -

- b).~ También es posible una regula-
cidén del valor pH introduciendo nuevas levaduras; al,éescen-
der el valor pH se puede estabilizar la curva pH afiadiendo
hasta el 5% de levaduras al mosto.

¢).- Existe otra posibilidad de regu-
1aci§n,.variando la temperatura del mosto introducido; ﬁna,
refrigeracién del mosto acarrera el descenso del valor pH en 4l
producto, y un calentamiento produce un aumento del pH;.se ha
comprobado a este respecto, que a una variacién de mis o menos
5°.-¢C, corresﬁondié otra variacién del valor pH de aproximada-
mente 1. .

También en el contingente de fermenta-
ci§n-se‘dieron en el ejemplo anteriorménte mencionado, en el |

curso de-los ensayos, notables diferencias, que,sin‘embargo
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lante de un filtro (con tiempos de contacto de pocos minutos)
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se pueden compensar yvariando la carga de mostoj cambiando la

carga de mosto dentro de una relacidén de 1:10 se habia podi-

do mantener pricticamente constante el contingente de fermen
tacién a lo largo de periodos prolongados de tiempo.

" A una variacién de la carga correspon-
de asi mismo otra variacién de la ﬁresién del mosto introduci-
do, que pueda hallarse también en rélacién de 1:10:

En posteriores ensayés con la fermen-

tacidn rdpida de mosto en una capa de levadura, retenida de-

se ha descubierto, por otra parte que en }as pfimerasJ2O ho-
rag del trabajo con una capa de levadura nuevamente aportada
ha éparecido un valor de diacetilo relativamente.elevado én
la éerveza nueva que sale de la capa levaduraj de este hecho
se puede deducir que las reductasas-diacetilo que disgregan
con mis intensidad el diacetilo en la fermentacién normal,
s86lo se forman después de un ceilerto tiempo'de trabajo~entrada
dentro del arrastre o aluvidn de la levadura. La observacién
de que después de un.determinado tiempo més'prolongadoAde sep-

vicio (24 horas) tenia lugaf una desintegracidén o degrada-

Vcapa'de aluvidn o depbsito de levadura, 1llevd a la.conclu-

cién del diadetilo, prédcticamente suficiente, en la misma

sién de logfar el rendimiento productivo més faQorablelutili-
zando levadura "pﬁeviameﬁte envejecida" para la formacién

de la torta de levadura y/o trabajando con mosto aireados
merced a los cambios fisicos-y quimicos de estado en el
Eistema microorganismos-substrato, cabe estabilizar el estado
6ptico, una vez conseguido,'de los microorganismos, en rela-
bidn al rendimiento productivo, espécialmente deseado,

" Semejantes medidas hacen posible
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desintegrar en cantidad suficiente subproductos no deseados,
en especial productos secundarios de la fermentacidn, no sblo
en la cerveza, sino también en el vino, durante el proceso

de fermentacién de marcha répida, en un sistema o proceso

continuo o de paso, dentro de una capa de microorganismos

Por consiguiente, resulta convenien-
te, en ﬁn procedimiento continuo de paso, que los microorga-
nismos, que se emplean en este procedimiento, legren por de
pronto, bajo el mando de regulacién consciente de.losncompo-
nentes arriba mencionados, aquel estado fisioldgico que garan-
tiza un §ptimo para el aprovechamiento de-la-respectiva acti-
tivo; posteriormente, se pueden retener-estos microopgaﬁismqs
en una capa de reaccién, gue ha de atravesar el substrato,

y mantenerlos alli en circunstancias muy favorables para con-
trarprestar o impedir la desintegracién de 1asvenzimasg bajo-
condiciones Sptimas de trabajo, previendo una regulacidn de
pH del substrato, una variacién del contingente de carga,
condiciones anaerobias de fincionamiento etc., a fin de con-
ﬁrarrestar‘de este modo la autdlisis asi como el desarrollo
ulterior de los ciclos de enzimas mediante~desintggraci§n va-
1liéndose de la RNasa que se forma.

Permitasenos enumerar a continuécién
algunas posibilidades ventajosas, experimentadas ya en su ma-
yor parte, para-la aplicacién del procedimiento, de. acuerdo
con la invencidn: .

1).- La_importancia de la hidrbgena-_
sa del alcohol para la formacién-del acetaldehido es cosa

sabida; su actividad especifica se encuentra bajo condiciones
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- rido-de liquidos con hidrogenasas de alcohol e hidrogenasas

normales- de fermentacidn en el quinto dia—de fermentacidn

con una actividad entre cinco y- seis veces mayor que-la del.
primer dia de la fermentacién., Ahora se pueden reprimir hi-
drogenasas del alcohol e hidrogenasas de malato por ﬁedio de

_glucosa. A tenor de la invencidn, para el tratamiento- prefe-

de malato, se pueden someter al tratamiento estos.liquidos
en un estado de‘fermentacién final, en el que prédcticamente
no se sigue .ofreciendo mis glucosa, que efectuaria una regre-
sién de las hidrogenasas del alcohbl. ‘
2.- Las ‘levaduras cultivadas por vi
anaerobia y aquellas que se cultivan con.elevada concentra-
;cién de glucosa, no poseen précticamente mitocondrios y, por
ende, carecen-de actividad respiratoria. Como “tan sélo enzi-
mas oxidables forman aldehidos, se puede lograr una fermenta-
cién con formacidén minima de aldehido, a través de una reali-
zacidn- de nuestro procedimiento, de acuerdo con la invendién,
empleando levaduras cultivadas por via anaerobia. Diddo que
es un hecho sabido, que con intensidad baja de fermentacién
esta formacidn de acetaldehido resulta muy intensa, se la

puede reducir considerablemente (en el substrato en la.fermen

tacidén forzada de paso, esto es, con una elevacidén de la car-|

. g2 en el substrato.
8- De especial importanciavﬁara la
maduracidn del vino es- la dggradacién o desintegracidn del
écido mélico:-Esto puede efec#uarse muy especialmente por

medio de-bactefias de dcido lictico y levaduras especiales,
como schizo-saccharomyces y saccharomyces-cerevisiée, con el-
vado rendimiento en tiempo muy corto. La degradacidn del

dcido milico o bien la correspondiente descarboxilacidn puede

L
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llevarse a cabo en el lecho o una capa de aluvidn o arrastre

de los microorganismos especificamente indicados y preparados.
4,~ Se conocen levaduras, que cierta-
mente son débiles en su rendimiento fermentativo, pero ofre-

cen una accidén destacada en cuanto a la formacidén de &cidos.

la fabricacidn del vino, haciendo pasar el vino ya, fermentado
ampliaménte, a través de una capa de tales levgduraS'en un es-
tado que provoca especialmente la formacién de écidos.

La aplicacién o.aprovechamiento:del
procedimiento de acuerdo con la invencidn para la regglacién_
o control del rendimiento productivo de microorganismos, se
puede realizar ahora no s6lo en aparatos de un solo paseo, en
los que el substrato a tratar atraviesa ﬁnicamente una o va--
rias capés iguales de microorganismos; también se puede
trabajar en ciclos o fases separadag,lo cual supone una venta-
ja esencial del sistema a objeto de la invéncién., En estas
fases independientes se.efectﬁan controles o regulaci;nes di-
ferentes,

Como las posibilidades interior de-
regulacién de la célula se hallan en relacidn con la forma-
c¢idn de determinados productos finales, se gradfia la sihtesisv
de enzimas especiales dentro de los microorganismos, caso de
no disponerse de suficiente nﬁmero de-compuestos réaa;ionan—
‘tes para la formacién de la enzima en cuestidn. - La veloci-
dad de la reéccién quimica en' la sintesisvde enzimas y la

difusidn, en esencia se mantienen constantes, es decir, un aut

mento de la velocidad de la reacecidn quimica provoeca también

un incremento del aflujo de material y un aumento de la sinte

v

sis de las enzimas.

Moad. 7
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En el procedimiento de acuerdo cor

la invencién, especialmente en aquellas realizaciones en las

que el substrato recorre en un tiempo muy breve una capa reap-

tiva de microorganismos, se pone a disposicién de estos ﬁlti
mos un éontipgente muy.eleVado de los reactivos requeridos
en un contacto intimo, de suerte que se re%lice una introduc
cidn bptima de las enzimas.

De este modo se puede lograr (en
este caso) junto a un metabolismo glicolitico o anaerobio,
una regresidén de los sedimentos de enzimas de-repiréeién,

en tanto que en el caso de metabolismo aerobio, que se puede

#o,y las demds condiciones de reaccidn, cabe conseguir una
represidn de las enzimas‘glicoliticas, y una sintesis de
RNasa y de las enzimas respiratorias en funcién de las fosfo
rilizacién'oxidativa.
En consecuencia, utilizando el sisi
ma objeto de la invencidn, es posible 1llevar a cabo un trat
miento microbiano de un susbstrato, intencionado, o bien, coj
trolado en el sentido de una inclusidén o exclusién del meta-~
bolismo respiratorio, anaerobio (glicolitoco) o aerobio, en

sucesidn temporal dentro de un lecho de microorganismos o

también separadamente en los lechos de microorganismos o tamt

bién separadamente en dos lechos de microorganismos conecta
dos en serie respecto al flujo del substrato. Asi'por ejem-
plo, se pueée trabajar en una primera fase_glicoliticamente
y en otra sggﬁnda fase aerobiamente con distintos sistemas

de enzimas diferentes; en el caso de proéedimientéS“condci-
dos de sintesis’microbiolégica no resulta posible semejante

separacidn; en estos sdlo cabe lograr parcialmente una prefe-

Mod.
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rencia de la.reaccién en cuestidén mediante el predoﬁinio
de uno u otro sistema enzimas-metabolismo.

Habria que tener en cuenta que en
aquellos casos, que son posibles merced a la aplicacian |
del procedimiento de acuerdo con la‘invencién, se puede gra-
duar un rendimiento Sptimo de la produccién‘mediante el
vechamiento total de las condiciones més favorabless de
tividad.

Resumiendo, habria'que decir que el
procedimiento, objeto de.la invencién; se puede'apliéﬁr para
el control o regulacién del rendimiento productivo de micro-

organismos siempre que se pueda echar mano, a expensas de una

medicidén de determinadas propiedades del producto, inmediata-

mente de medidas reguladoras, que provocan los. cambios pretent

didos, cuantitativos y/o cualitativos, de las relaciones de-

cntacto entre substrato y microorganismos, debiéndose citar

entre otras, como magnitudes reguladas, la cargéfo caudal del}) .

substrato, la presién, la proporcidn de ca ntidades. de micro-

organismos respecto a substrato en la capa de reaccibn, y -

variaciones de las sustancias contenidas y/o. de los estados

quimicos o bien fisicos de substrato.

Para la realizacidn del procedimien-}

fo , objeto de la invencién, resultan adecuados, los disposi-
tivos para el’tratamiento continuo de 1iquidosAcon pgrfadores
o'susfanciaé-soporte'de‘enzimas, tal como se describen.y ex-
ponen, por e;jemplo eh el DOS 1 517 814 del 11.12.1969 o bien
quedan déscritgs en el DOS 2 000.292. -~ . o 7 -

Descrita suficientemente la naturale

- za-del presente invento, asi como su realizacidén industrial,

86lo cabe afiadir que en su conjunto y partes constitutivas es

apro-,

la act
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posibie introducir. cambios de forma, materia y dispogiciéh'
en cuanto tales- alteraciones no supongan variacidén sustancial
del mismo.
, El solicitante, al amparo dé los Con
venios Internacionales éobfé Propiedad Industrial, se reser-
. va el derecho de extender esta demanda a~loé paises extran-
jeros si fuera posible, reivindicando la misma pr%oridad de
la.presénte solicitud. )
Igualmente el soliciténte ge reser-
va el derecho de introducir en la presente invencidn ‘cuantos
perfeccionamientos sobre la misma puedan derivarse, mediante
la solicitud de los correspondientes Certificados de Adicién
en la.forma sefialada por la Ley.
NOTA
.+ La Patente de Invencidn que se soli-
cita como nueva en Espafia por veinte afios, de acuerdo con la
vigente Legislacién sobre Propiedad Indusfriai, deberé recaer
sobre "MEJORAS INTRObUCIDAS EN LOS PROCEDIMIENTOS DE FERMEN-
TACION RAPIDA", en tode de acuerdo cen las siguientes:
REIVINDICACTIONES

1.~ Mejoras infroducidas en los
procedimientos de fermentacién rédpida, caracterizadas porque
encontrdndose tales microorganismos retenidos en una capa,.
por lo menos, de reaccidn atravesada por un substraté,én bre-
ve tiempo de contacto, se grad@a el rendimiento productivo
deseado, medianﬁe uﬁa variacidn pretendida, cuantitativa y/o
cualitativa, de las felaciones de contacto entre substrato
y microorganismos, como por ejemplo las de la carga o caudal
" del substrato en-la capa reactiva,.las de las sustancias-con-

tenidas. y/o las de los. estados.quimicos o. bien fisicos del

Mod. 7
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© 2,- Mejoras introducidas en

substrato.
los:
procedimientos de fermentacidén répida, en todo de acuerdo con
la anterior reivindicaciofi, caracterizadas porque, una vez
efectuado el priﬁer ajuS%e o,graduacién del rendimiento del
'prodﬁcto, éste se estabiliza mediante compen;acién ylo evita-
cidn de reacciones secundarias no deSeadaé, condicionadgs
fisiolééicamente, que proceden de cambios de iqs sistemas de
enzimas de los microorganismos, de apariciéh esponténea.

3.- Mejoras intrbducidas en los
procedimientos de fermentacidn rdpida, en todo de acugrdb
con las anteriorves reivindicaciones, éaraétérizadas porgue se
provoca.dn'compléjo de sistemas de enzimas de los microorga-
nismos dentro de la capa de reaccidén, el cual resulta Sptimo
para el rendimiento productivo deseado, y se impide una degra-
dacién o desintegracién de este complejo ‘de enzimas mediante
el cambio adecuado del estado. | )

4, - Mejoraé'introducidas en'losqpro~
cedimientos de fermentacidn répida, en todo 'de acuerdo con
las anteriores reivindicacibnes, caracterizadas porque se
efecfﬁa la creacidn del complejo Sptimo de enzimas en una fa-
se'preliminar, si se diefa el caso, con ocmposiciones eéﬁeciav
les de substrato, haciéndose paéar luego en una fase posteriox
de prbduccién el substréto apto para la produccidn a ;ravés
de la capa reactiva preparada en la fase preliminar. .

) 5.- Mejoras introducidas en los pro-
cedimientos de fermentécién répida,’en todo de acuerdo con las
anteriorés reivindicaciones caracterizadas porque 'se hace
pasar el substrato sucesivamente a través de dos o més capas -

de reaccidén con sistemas de enzimas, regulados yfo. estabilizad.
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6.~ Mejoras introducidas en los
procédihiéntos de férmentacién répida, en todo de acuerdo con
las anteriores reivindicaciones, caracterizadas porqué en el
caso de fermentacidén de paso de un mosto de cerveza o de vino
en una’ capa reactiva que contiene una levadura, se compensa
un descenso del valor pH dei substrato que sale, aumentando
la presién y la éarga © caudal del substrato, mediante adi-
cién de levaduara al substrato y/o calentando el substrato
introducido; en tanto que se suprime uﬁa'eIevacién'Hei valor
pH refrigerando el substrato introducido. .
7.- Mejoras introducidas en los pro-
cedimientos de fermentacidn rdpida. en todo de acuerdo con la
anterior réivindidacién, caracterizadas porque se regula el
contingente de fermentacidn modificando ‘la carga o caudal del
substrato o bien, aumentando la presién.
‘8, "MEJORAS INTRODUCIDAS EN LOS PRO~
CEDIMIENTOS DE FERMENTACION RAPIDA", ' V
Seglin queda sustancialmente descrito
en la presente memoria descriptiva que consta de catorce ho-

jas mecanografiadas por una sola cara acompafiada de sus co-

rrespondientes dibujos.

e
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