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La presente invencidén se refiere a un método pa-
ra producir proteinas de fermentacidn a partir de liquidos
residuales del método de sulfito y de productos solubles
de recuperacidn de desperdicios de la destilacidén de alco-
hol.

Como es sabido, los liquidos residuales del mé-
todo del sulfito (pasta de papel), los liquidos de lavado,
o los productos solubles de recuperacidén de desperdicios
que quedan después de la produccién de alcohol por fermenta
c¢idn, se han empleasdo durante varias décadas como materia
prima bédsica para la produccidén de proteinas microbianas
o de fermentacidn. Hasta shora, sin embargo, el rendimien
to de produccidn ha estado siempre limitado por las propor
ciones de lIquidos agotados, hidratos de carbono, asi co~
mo otras sustancias carbonosas asimilables, tales como,
por ejemplo, dcido acético, contenidas en los mismos. Por
consiguiente, la producecidn de las proteinas de fermenta-
cidn ha dependido por completo de la produccidén de celulosa
¥ los respectivos procedimientos de coceidn de la madera.
Por estas razones, se ha encontrado econdmico disponer
instalaciones productoras de proteinas sdlo en fdbricas de
pasta de madera de alte produceidn, pero incluso en estos
casos no ha podido hacerse dptima la cupacidad de produc~
cidn, Como se ha expuesto ya anteriormente, la produccidén

de proteinas ha dependido de la proporcidn de sustancias
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carbonosas asimilables a tratar, que son, por encima de to
do, hidratos de carbono. Esta proporcidn ha estado determi
nada, no sélo por el procedimiento particular de coccidn
de la madera, sino también por su calidad. Como la obten-
cidn de celulosa ha constituido siempre el interés funda-
pental de los productores, la composicidn del substrato nu
tricio bédsico para el cultivo de levaduras, y por consi-
guiente la produccidn de proteinas de fermentacidn, han va
riado de manera indeseable, por regla general. Los liquidos
agotados de suifito que quedan tras la fermentacidn de mi
croorganismos productores de proteinas se caracterizan por
un contenido relativamente elevudo de sustancias solubles,
predominantemente orgdnicas (a saber de sproximadsmente 10
por ciento), con lo cue ha quedado una unica posibilidad
de eliminacidn de las mismas, a saber su densificacidn e
incineracién. De este modo pueden haberse eliminado por
completo los liIquidos residuales.

Recientemente, se ha observado un desarrollo pro
gresivo de la produccidn de protelnas microbianas a partir
de materias primas sintéticas, basadas por ejemplo, de mo
do particular, en petrdéleo crudo. Uno de estos materiales
clave es el etanol sintético, cuya ventaja, a diferencia
de los materiales de hidrocarburos, reside en su miscibi-
lided con sgua, asi como en que el etanocl es un producto

intermedio usual en el ciclo de procedimientos de fermen—
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tacién de sacéridos. Para la explotacidn de esta materia
prima bdsica se han propuesto muchos métodos, basados en
su mayoria en el empleo de una capa especifica de levadu
ra, o en una adaptacidn de esta cepa, para aprovechar el
etanol con el mejor rendimiento posible. Asi, por ejemplo,
el método descrito en la memoria descriptiva de la paten~
te checa numero 109.658 consiste en una adaptacidn de la
especie CANDIDA UTILLIS para el cultivo en medios que con
tienen etanol crudo sintético. Asimismo, en la memoria deg
criptiva de la patente de los Estados Unidos de América
ndmero 206.493 se ha desarrolledo un cultivo de la espe~
cie de levadura HANSENULA ANOMALA en medios etanélicos con
un aditivo de un producto de sutdlisis por fermentacidn. Se
conoce ademés un cultivo de una serie de microorganismos
productores de proteinas sobre productos de oxidacién de
hidrocarburos, de los que una parte predominente est4 for-
mada por etanol (véanse, por ejemplo, la memoria descrip-
tiva de la patente francesa numero 1.597.233 ¥y la memoria
descriptiva de la patente britédnica ndmero 1.231.058) asi
como uni cultivo de la especie CANDIDA UTILLIS sobre subs-
tratos etandlicos purcs, para producir preparados comesti-
bles (véase memoria descriptiva de la patente alemana mfme
ro 2:154.091). Una desventaja relacionuada con la fermenta~
cidn de medios que contienen etanol reside en la diffeil

eliminacidn de los 1lfquidos residusales. Estos liquidos tig
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nen que purificarse por degradacidn biolégica, procedimien
to que es relativemente caro, representando su costo apro-
ximadamente el 10 por ciento del presupuesto de una fébri-
ca de levaduras. A causa del contenido relativamente peque
No de sustancias combustibles en estos liquidos residuales,
no puede ni siquiera pensarse en el segundo método de eli-
minacidn, es decir su densificacidn e incineracidn.

Para eliminar, o al menos disminuir, los inconve
nientes de la técnica anterior tal como se han expuesto,
particularmente las variaciones en la composicidn del sabs
trato nutricio bédsico para la levadura, y en la fermenta-
cidn de medios alcohdlicoo, es decir la nccesidad de trata
wiento bioldgico de 1l¥yuidos residuales, :.e proporcicna un
método para producir proteinas de fermenticidn a partir de
1iquidos residusles de suliito y productos solubles de re~
cuperacidn de desperdicios de la fabricacidn de aleohol, mg
todo que, segdn la invencidn, consiste en que, en primer lu
gar, se aumenta la proporcicdn de sustancias carbonosas asi-
milables en la materia prima de sulfito, por medio de un
aditivo de etanol, hasta en un 10 por ciento en peso, des-
pués de lo cual este material enriquecido se fermenta, en
un procedimiente cont.nuo o discontinuo, prefleriblemente
empleando una sustuncia de inoculacidn previamente cultiva=
da solre la materic prima Je sulfito o sotre nedios sinté-

ticos con un contenido de etanol.
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Seguin otra caracteristica de la invencidn, la pro
porcidén original de sustancias reductoras contenidas en la
materia prima de sulfito, tales como sacédridos, particular
mente, se disminuye, antes de afiadirle etanol, por procedi
mientos micrcbioldégicos, hasta 0,1 por ciento en peso,

El cultivo se efectua preferiblemente, segun la
invencidn, usando una levadura consumidora de etanol, y pre
feriblemente especies espordgenas tales como, por ejemplo,
CANDIDA UTILLIS, CANDIDA UTILLIS var. ARBOREA, TORULOPSIS
CANDIDA, CRYPTOCOCCUS ALBIDUS var. DIFFLUENS, o mezclas de
las mismes.

Si el cultivo se efectda en un procedimiento con
tinue, pueden emplearse procedimientos de dos o més etapas,
preferiblemente con separacidn intermedia,

El método segin la invencidn permite eliminar las
limitaciones de capacidad de las instalaciones productoras
de proteinas en fébricas de pasta de madera, y hacer dpti-
ma su capacidad de produccidn. Ademés, el objeto de la in-
vencién reside en la posibilidad de una eliminacidn comdn
de 1liguidos residusales, cuya centidad permite eliminarlos
por eveporacidén e incineracidn el residuo que queda ttras
el tratamiento de lus 1iquidsés de sulfito. Asf pues, la le
vadura producida sobre la base de etsnol no aumenta la pro

porcidn de liquido residusl. La biomasa obtenida finalmente

de las dos materias primas bédsicas es, desde el punto de
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vista de valor nutricio, mds ventajosa que la levadura pro
ducida a partir de liquidos agotados de sulfito no trate-

dos, muy especialmente por su reducido contenido de ceni=-

zag y su mayor contenido de proteinas. Otra ventaja resi-

de en la posibilidad de usar la misma capa de levadura, o

una carga de un concentrado centrifugado de células culti

vadas sobre liquidos residuales de sulfito, para un culti

vo simulténeo o posterior sobre etanol.

En principio, la invencidn permite seguir dos al
ternativas; en primer lugar, es posible efectuar el culti
vo de levadura sobre liquidos asgotados de sulfito con una
adicidn de etanol, y, en segundo lugar, sobre liquidos ago
tados de sulfito fermentados y centrifugadoa con una adi-
cidén de etanol e ingredientes nutricios. La dltima de es-
tas alternativas permite también una recirculacién y una
reutilizacién de los liguidos agotados.

La primera alternativa de tratamiento depende de
la proporcidn de sustenciss asimilables en los liquidos rg
siduales de sulfito originales, asi como de la capacidad
de produccidn del fermentador. La fermentacidn puede efec
tuarse continuamente, bien en una sola etapsa, o preferi-
blemente, con capacidades de produceidn relativemente elevag
das y en liquidos de tratamiento gue tienen un mayor con-
tenido de sacdridos, en dos o mds etapas. In el procedimien

to de dos etapas puede incorporarse una separacidn interme
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dia de las células a someter a fermentacién.

El procedimiento segin la segunda &lternativa
estd determinadc sélo por la capacidad de produceidén del
fermentador. En este procedimiento, el liIquido residual
de sulfito fermentado por medio de la levadura y centri-
fugado después, asume en realidad la funcidn de un agen-~
te diluyente del etanol. Ademds, el procedimiento dispone
un medio fisioldgico favorable, aparte de la explotacidn
de un "residuo" de sustancias carbonosas asimilables y de
agentes nutricios digeridos de modo incompleto.

Los ejemplos siguientes se dan s6lo como ilus-
trativos, sin limitar, sin embargo, la invencidn a sus de

talles especificos.
EJEMPLO I

A 10 litros de materia prima de sulfito que que
da tras la coceldn de madera con bisulfito de calcio (es
decir una mezcla de lIquidos de lavado y sustancias solu-
bles de sulfito) con un contenido de 18 gramos/litro de
sustancias reductoras, se afadieron 136 mililitros de eta
nol érudo sintético (al 90% en peso), con lo que el con-
tenido de todes les sustancias esimilables en la materia
prima de sulfito se ajustd a 28 gramos/litro. A la materia

prima enriquecida de este modo se afiadieron 46 gramos de
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cloruro de amonio, 7 gramos de cloruro de potasio, 4 gra-
mos de cloruro de magnesio (Mg012.6H20), 5 mililitros de
dcido ortofosfdérico al 85%, y una sustancia de inoculacidn
obtenida cultivando una mezcla de cultivo de CaNDIDA UTILLIS
var. ARBOREA y CRYPTOCOCCUS DIFLUENS sobre liquidos agota
dos de sulfito, en una cantidad, correspundiente a la con-
centracidn inicial de los sdélidos secos de fermentacidn,
de 2 grawos/litro. El cultivo se efectud en un fermentador
de vidiio de laboratorio agitado mecénicamente, que tenfa
una capacidad total de 30 litros y una capacidad de alimen
tacién durante el trabajo de 10 litros, en el que se alcan
zé una velocidad de disolucidn de oxigeno de 200 milimoles
de 02/litro/hora. La temperatura de cultivo se mantuvo en
308%C y el valor de pH en 4,5 por medio de la adicién de
agua amoniacal (25% de NHB)’ El periodo de cultivo durd

15 horas. El medio maduro contenfa 3 gramos/litro de resi
duo de sustancias reductoras y 16 gramos/litro de sdlidos
secos de fermentacidn. Fl contenido de eteanol era nulo. El
incremento obtenido de 140 gramos de sdlidos secos de fer
mentacidn correspondfa a un rendimiento de 50 por ciento
de las sustancias reductoras consumidas y de 65 por cien-

to del etanol absoluto afiadido,
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JEMPLO TT

3

A 10 litros de 1liquido agotado de sulfito, en
el que el contenido de sustuncias reductoras se redujo a
4 gramos/litro cultivando una mezcla de cultivo de CANDIDA
UTILLIS var. 4RBOREA y CRYPTOCOCCUS DIFFLUENS, se afiadie-
ron 136 mililitros de etanol crudo sintético (al 90% en
peso), que correspondla a 10 g. de etanol absoluto en un
litro de la materia prima de sulfito, y ademéds 46 gramos
de cloruro de amonio, 7 gramos de clorurc de potasio, 4
gramos de cloruro de magnesio (MgCl2.6H20) y 5 mililitros
de 4cido ortofosfdérico al 85%. Al medio nutricio scabado,
en el fermentador citado en el EJEKPIL I, se afiadié una
sustancia de inoculacidén obtenida cultivando la mezcla de
cultivo de levadura de CANDIDA UTILLIS var. sRBOREA y
CRYPTOCOCCUS DIFFLUENS sobre lIguido residual de sulfito,
en una cantidad correspondiente a la concentracidn inicial
de sélidos secos de fermentacidn, de 2 gramos/litro. Du-
rante el cultivo, efectuado & 302C, el valor del pH se man
tuvo en 4,5 por adicidn de ague amoniacsl (25% de NH3)° Al
cabo de 3 horas de perfcdo de cultivo, durante el cual el
contenido de etanol en el medio descendié a 2 gramos/litro,
se afiadieron otros 136 miligramos de etanol crudo sintéti
co. El cultivo se terminé al cabo de 8 horas, durante las

cuales el contenido de etanol descendid a menos de 0,5 gra



mos/litro. El medio maduro contenfa 15 gramos de sdlidos
secos de fermentacidn por litro. El incremento obtenido de
124 gramos de sdlidos secos de fermentacidn correspondia
al rendimiento de 62 por ciento del etanol absoluto afiadi
5 do. La biomasa lavada a fondo contenia en el sdlido seco
8,%0 de cenizas y 51% de la sustancia nitrogenada total,
que tenfa un &7,5 por ciento de coeficiente de digestibi-
lidad. El contenido de aminodcidos en 100 gramos de la pro

teina cruda era el siguiente:

10
alanina 6,0 lisina 7,9
arginina 4,1 metionina 1,6
dcido espdrtico 9,2 fenilalanina 4,1
cisteina 1,1 prolina 3,1
15 deido glutduico 15,2 serina 4,7
glicina 4,8 treonina 4,3
histidina 2.4 triptéfeno 1,5
isoleucina 4,3 tirosina 3,2
leucina 8,1 valina 5,7
20
EJEMPLO IIT
Se repitid el cultivo descrito en el Ejemplo II
en el mismo fermentador, y usando la misma materia prima,
25 excepto en que se usé como sustancia de inoculacidn la es-

- 11 -
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pecie CaNDIDA u[IILLIS cultivada sobre un medio sintético
econ contenido de etanol. El perifodo de cultivo tuvo una

duracidn de 450 minutos, y el incremento obtenido del sé-
lido seco de fermentacidn correspondia al rendimiento de

64 por ciento del etanol absoluto afiadido.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafia, son los que se recogen en las rei-
vindicaciones siguientes:

1f.~ Un método de producir proteinas de fermenta
cidn a partir de li¥quidos residuales de sulfito y produc-
tos solubles de recuperacién de desperdicios de la fabrica
eidn de alcohol, que comprende las operaciones de sumentar
la proporcidn de sustancias carbonosas asimilables en la
materia prima de sulfito, por medio de una adicidn de eta-

nol, hasta en un 10 por ciento en peso, y fermentar dicho
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material, preferiblemente usando una sustencia de inocule-
cidn previamente cultivada sobre la materia prima de sulfi
to 0 sobre medios sintéticos con un contenido de etanol.

28,~ Un método segun la reivindicacidn 12, en el
que, entes de afiadir etanol a la materia prima de sulfito,
la proporcidn original de sustancias reductoras contenidas
en la misma, por ejemplo, particularmente, sacéridos, se
disminuye por procedimientos microbioldzicos hasta 0,1 por
ciento en peso.

3%.~ Un método segdn las reivindicaciones 1% y
29, en el que el cultivo se efectda usando una levadura
que consume etanol, tal como, preferiblemente, una especie
espordgena, tal como, por ejemplo, CANDIDa UTILLIS, CANDI-
DA UTILLIS var. ARBORE4, TORULOi'GIS CANDIDA, CRYPTCCOCCUS
ALBIDUS var. DIFFLUENS, o mezclas de las mismas.

48,~ Un método segun las reivindicaciones 1%, 2¢
Yy 3%, en el que el cultivo se efectua continusmente en dos
o més etapas, preferiblemente usando una separacidén inter-
media,

58,~ Un método de producir proteinas de fermenta
eidn,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an~-

tecede y con los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de catorce hojas escritas a
méquina por una sola cara.,

Madrid,

Fede 24 MAR, 1975
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