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proteinas,

Hoja nam. 2 ’ 17076

La presente invencidn ssté rslacionada con la
Solicitud de Patente espafiola N2 429.773 del 5 de Septiem=
bre de 1974 en la que se describe un procedimiento para sl
tratamiento de residuos de destilacidn de vinos blancos,
que consiste en separar por centrifugacién residuos proce-
dentes del alambique, los sedimentos que contisnen las le-
vaduras de la vinificacidn de la pulpa de la uva, sembrar
despuds de enfriar el medio desprovisto de levadura por me-
dio ds un precultivo sfectuado sobre el mismo medio, por

una suspensién gue contiene la cepa seleccionada, sscogida

rrollarse el microorganismo y separar y recoger la biomasa
producida del medio de cultivo y tratar el medio lfquido
recogido después de la separacién de la biomasa con vistas
a una purificacién mids avanzada y a la recuperacidn de las
moléculas biosintatizadas que contiene.

La Solicitante ha descubierto ya.de modo sor-
prendente, que los residuos de destilacidn de vinos blan=-
cos constituyen un medio naturalmente equilibfado para el

crecimiento de wmicroorganismos particulares que producen

En este sentido ha sfectuado investigacionss
con vistas a selsccionar cepas de microorganismos capaces
de desarrollarse convenientemente sobre los residuos de deg
tilacidn dei vino blanco entre los actinomicetos y los hon|-
gos. A

Por consiguiente ha retenido cepas de Penici-
llium a causa de sus caracteristicas, basédndose en los criq
terios siguisntes:

- buena adaptacidn al medio de cultive forma-
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do por los residuos de destilacidn de vinos blancos,

~ desarrollo importante a un pH bajo,

- mejor consumo del .medio,

La Solicitants ha seleccionado ya traes cepas
de Penicillium, Estas tres cepas de Penicillium, obtenidas
por separacidn de su suelo segdn las técnicas comunes, en
la regidén de Cognac (Francia), han sido aisladas, cultiva=
das sdbre medios sintéticos estériles as{ como sobre el prg
pio substrato (vinazas) y después han sido comparadas con
cepas conocidas que tisnen la misma morfologfia, desde el
punto de vista de las caracter{sticas fisioldégicas, y han
sido escogidas en razdn a su rendimiento superior.

Las caracterfsticas de estos Penicillium son
las siguientes:

Penicillium Commune Thom (ATCC 20464)

Caracter{sticas taxondmicas:

- Clase: Fungi Imperfecti
« Sub-clase: Hifomicetos
- Orden: Mucedineas

Familia: Mucediniceas

Sub-familia: Aspergileas
- Género: PENICILLIUM

Caracteristicas del cultivo:

-~ Las colonias lanudas sobre medio Czapek
gelosado alcanzan al cabo de 10 a 12 dfas de cultiva, un
didmetro de 3 a 4 om a la temperatura de 25¢9C.

-~ Borde blanco y después gris de 2 cm de

ancho.

- Exudados incoloros incluidos en la masa

micelar
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-~ Fuerte olor a moho
- Reversc incoloro

Caracteristicas microscdpicas:

17076

- Conididforos;

- Pinceles:

Panicillium Expansum Link (ATCC 20466)

Largo = 500 F oo ancho =

S p

pared finamente ornamenta-
da en cultivos jdvenes,
que se hace méAs rugosa al
envejecer,

L =40 a 50 Asimétricos
Ramificaciones y métulas
llevadas a diferentes niv%
les.

Ramificaciones: L = 15 a
20 F

Métulas: L = 15 a 20 J
a=3ad,s5 F

Esterigmas: L = 10 a 12 f
a=3 F

Conidios en cadenas, elip

ticos, lisos (4 x 5 }0.

Caracterf{sticas taxondmicas:

- Clase: Fungi Imperfecti

Caracteristicas del cultivo:

Sub~clase: Hifomicetos
Orden: Mucedineas
Familia: Mucediniceas
Sub-familia: Aspergileas

Género: PENICILLIUM
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" = Sobre medio Czapek gslosado, las coloniaT
alcanzan un didmetro de 4 a 5 cm al cabo de B dias de cul=-
tivo a temperatura ordinaria (252C).

- Surcos radialés de 0,5 a 2 cm de profun~-
didad,

- Borde blanco de 1l a 2 cm, blanco al co-
mienzo del crecimiento, que se hace amarillo-verdoso al
tiempo de la esporulacidn.,

- Exudados poco numerosos, en forma ds go-
titas incoloras, aprisionadas en la masa micelar.

- Olor fuerte a moho, caracter{stica de
la putrefaccién de las manzanas. \

~ Reverso incoloro

Caracteristicas microscdpicas:

- Conididfoross Agrupados en fasciculos
-~ Pared lisa o finamente or
namentada
L = 150 a 400 P
a=23a3d,5p
- Pinceles: =~ Asimétricos L = 75 a 100 p
- Presencia de 1 § 2 ramifi-
caciones.
- Ramificacionest L = 15 a
25 poas 2,5 a 3,5 3
- Métulas dispusstas en ver-
ticilos.
L =10 a 15 H
a=2,2a3dyp
~ Esterigmas sn grupo de 5

a9
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L =8 al2 K
a=2a3,5 A
- Conidios en cadsnas, slip-
ticos lisos
(3 x3,5 P )
Penicillium Spinulosum Thom (ATCC 20465)

Caracteristicas taxondmicas:

- Clase: Fungi Imperfecti

Sub-~clase: Hifomicetos

Orden: Mucedineas

- Familia: Mucediniceas

1

Sub-familia: Aspergileas

Género: PENICILLIUM.

Laracterfsticas del cultivo:

- Las colonias aterciopeladas sobre medio
Czapek gelosado alcanzan al cabo de 12 a 14 dias de cultivo
un didmetro de 4,5 a 5,5 cm a temperatura ordinaria (252C).
| ~ 8in exudados
- (lor muy desabrido
- Reverso casi incoloro

Caracteristicas microscdpicas:

- Conididforos: - resultantes dirsctamente
del substrato
L = 100 a 200 F
- resultantes de les hifos
aéreos
L =25 a 50 F
- siempre lisos; poseen uw-
na vesicula apical de

g =5 J aue soporta el
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pincel,
- Pinceles: - Tipo Monoverticilado
- Esterigmas: 6 e 10 dis-
puestos en verticilos
L=6a9y
a = 2,2 a 3,3 F
- Conidios en cadenas equi
nuladas, elipticos o sub
globulosos (3 x 3,5 F)'
La Solicitante ha descubierto ahora nuevas ce-
pas de microorganismos capaces de desarrollarse convenien=
temente sobre los residuos de destilacidn de vinos blancos,
se trata de:
- Penicillium Commune Thom, cepa 148
- Penicillium Expansum Link, cepa 118
- Penicillium Frequentans Westl, cepa 142
Estas tres nuevas cepas descubiartas tienen
las caracteristicas siguientes:

Penicillium Commune Thom (ATCC 20469)

Caracteristicas taxondmicas:

- Clase: FUNGI IMPERFECTI
- Sub-clase: Hifomicetos

Orden: Mucedineas

Familias Mucediniceas

- Sub-familia: Aspergileas

- Géneros Penicillium,
Estructura:

- Asimétrica,

- no divaricada,

- lanada.
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Espgcie:

Comidn,

Caracterfsticas morfoldgicas:

Las colonias alcanzan un didmetro de 3 a 4

cm al cabo de 10 a 12 dias de cultivo a 259C sobre un me -

dio de Czapek,

masa lanuda de micelio (500 a 700 F)
borde blanco (2 mm) que se hace gris al
término del crecimiento,

sxudados incoloras, incluidos sn la masa
micelar,

reverso incoloro,

fuaerte olor a moho.

Caracteristicas microscépicas:

Conididéforos de pared finamente ornamen-
tada sn los cultivos jgvenes Y muy orna=-.
mentada en los cultivos envejecidos.

L = 400 a 500 F

a =5 He

Pinceles:

~ Asimétricos,

- ramificaciones y métulas llsvadas & ni

veles difserentes,

- métulas
L =15 a8 20 P
a=23a3d,5 L

- Esterigmas
L =102a1l2 F
a=23a3i,5 M

- conidios en cadenas, lisos, elipticos
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penicillium Expansum Link {ATCC 20467)

caracterfsticas taxonfmicas:

- Clase: FUNGI IMPERFECTI
- Sub~tlass; Hifomicetos

Orden: Mucedineas

Familia: Mucedinfceas

1

Sub-familia: Aspergileas
- Género: Penicillium.
Estructura:
- Asimétrica
- no divaricada
-~ Fasciculada.
Espacise:
- gxpansum.

Caracteristicas morfoldgicas:

Las colonias alcanzan un didmstro de 4 a
5 cm, al cabo de 8 dias de cultivo a 259C saobre un medio de
Czapek:

- gsurcos radiales (0,5 a 2 cm de profundi-
dad)

- borde blanco al comienzo del crecimien=-
to, haciéndose amarillo verdosc en el mg
mento de la esporulacidn,

- exudados poco numsrosos, en forma de go-
titas incoloras,

- reverso incoloro,

- olor fuerte a moha, caracteristico de la
putrefaccidn de las manzanas.,

Caracteristicas microscépicas:
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conidiéforos agrupados en fasciculos de

paredes lisas o finamente ornamentadas

L = 150 a 400 F
a=3a5).l.
Pinceles:

Asimétrico con 1 § 2 ramificaciones
L =15a 25 p

a=2,5a3,5p

Métulas situadas en 3 verticilos

L =10 2 15 H

a=2,22a3d M

Esterigmas en grupos ds 5 a 9
L=8al2zp

a=2a 2,5 Iz

Conidios en cadena de 150 a 200 p de lop '
gitud

- lisos

- slipticos ( 3 a 3,5 p ).

Penicillium Freguentans Westl (ATCC 20468)

Caracteristicas taxondmicas:

Class: FUNGI IMPERFECTI
Sub~clase: Hifomicetos
Ordens Mucedineas
Familia: Mucedindceas
Sub-familia: Aspergileas

Género: Penicillium

Estructura:

- Monoverticilida estricta

-~ sin peritecio

- gin esclerosis
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Especie:
- freaguentans,

Caracterfsticas morfoldgicas:

Las colonias alcanzan un didmetro ds 5 a
6 cm al cabo de 10 a 12 dias de cultivo a 259C sobre medio
de Czapek,

- formacién de zonas largas, plegadas,

- exudados poco numerosos, color ambar,

- olor débil a moho,

- reverso amarillo-anaranjado a veces de

color pardo purpdrao,

Caracteristicas microscépicas:

- Conidiéforos de paredes lisas o finamen-
te ornamentadas, extresmidades del coni-
didforo alargadas (5 p),
L = 100 a 200 p
a=23,083,5 F
- Pinceles:
- Monoverticilado estricto.
- Esterigmas: 10 a 12 en verticlilos
L =8 al2 H
a=3,0a3,5 F
- Conidios en cadenas (150 })» globulesas,
de paredes lisas de didmetro 3,0 a 3,5 Js
Los ndmeros que figuran detrds de "ATCC"
indican los nimeros de aceptacidn de la American Type Culty
re Collection Rockville-Maryland (Estados Unidos) donde las
cepas han sido depositadas.
él Solicitante ha buscado todavia optimizar su

procedimiento reduciendo el tiempo de la fermentacidn. A ta)
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fin ha concentrado sus ssfuerzos sobre la forma de llevar
a cabo la fermentacidn y en particular sobre la técnica de
siembra.

El procesoc de fermentacién se pone en marcha
directamente en el fermentador en que la siembra de mi =
croorganismos ss realiza a partir de precultivos gque contig
nen las esporas ya germinadas,

Estando unido sl desarrollo de un hongo al nd
mero de esporas capaces de germinar después de desarrollar
un micelioc, sl substrato de sleccidn para la elaboracidn ds
las esporas por gl hongo es un substrato natural favorable

a esta elaboracidn que permite aumentar grandemente la ca-

|pacidad de siembra.

Los precultivos; después de siembra masiva por
medio de esporas, en madurez, obtenidas sobre un substrato
natural, se efectlan en pequefios voldmenes, por ejemplo del
orden de 200 1 para una instalacidn de 10 mz, de medio de
igual naturaleza que el efluente a tratar, en un recipiente
situado dirsctamente en el circuitoc de llenado del fermenta
dor.

Con la finalidad de permitir una germinacidn
abundante se deja 8l precultivo en incubacién durante 30 a
50 horas y, de preferencia, de 30 a 35 horas,

Después de este periodo de tiempo el precult;-
vo gue contiene las esporas germinadas se introduce simult§
neamente con el eflusnte a tratar en el fermentador.

La siembra dsl fermentador tiene lugar masiva-
mente, a razdn de aproximadamente 3.000.000 de gérmenes/li=-
tro como minimo, para asegurar una cantidad suficients ds

microorganismos vivos y permitir por tanto con las condicig
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nes de los cultivos escogidos, disminuir la duracién do la
fermentacidn,

El sjemplo que figura a continuacién se propor
ciona a titulo indicativo para ilustrar la presente inven-

cidn sin limitarla no obstante.

Ejemglo l:

Se siembran aproximadamente 200 1 de un filtra
do recogido despuds de centrifugacién de residuos ds desti-
lacidn ds vino blanco de la regidn de Cognac, con esporas
obtsnidas sobre un substratoc natural a partir de una ceps
de Penicillium Spinulosum ATCC 20465, Se deja en incuba -
cién durante 44 horas con el fin de obtener una buena ger-
minacidn.

Paralelamente se introducen en un fermentador
6 m3 del filtrado obtenido después de centrifugar residuos
de destilacién de vino blanco y enfriar a 209C, Este filtra
do tiene un valor DCO (demanda quimica de oxigeno) de
44,000 mg 02/1 y un valor del pH de 3,2. Se enriquecs el
medio por introduccidn de una solucidn de fosfato monowamg
nico a razén ds 2 g/l de medio total., Se introduce simulti-
neamente al medio que contiene las esporas germinadas en
plena actividad metabdlica obtenido por sl precultivo sfec-
tuado anteriormente, para rsalizar una siembra masiva que
sobrepasa grandemente el minimo de 3,000,000 de gérmenas/li
tro. Sin modificacidn ni regulacidén del pH, se mantisne la
agitacién y se regula la aireacidn segln la demanda de oxi-
geno. No se ha utilizado agents anti-sspuma alguno.

58 obtienen 'los resultadeos siguientes:
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Duracidn de la Biomasa producida |DCO del filtrado
fermentacidn seca (g/1) mg 02/1
(Horas) ‘
0 0,5 44,000
25 6,6 . 24,000
29 8,9 12.000
43 13,4 4,000

De los resultados anteriorss se desprende que
gracias a la técnica de siembra masiva se alcanza rédpida -
mente una cantidad de biomasa interesante. Esta biomasa pre
senta ademds un grado de proteinas del 41%.

Efsctuando la siembra de modo masivo ss puede,
por consiguientae, reducir considerablemente la duracidén de
fermentacidn que era anteriormente de 120 horas, 66 horas
y 60 horas,

Manteniendo las mismas condiciones experimen=
tales se ha podido obtensr con las difersntes cepas selec-
cionadas, en un psriodo de tiempo de 30 a 40 horas, una
cantidad de biomasa comprendida sentre 9 y 12 g/l con una
proporcién de materia nitrogsnada total de 30 a 50% partisn
do de residuos de destilacidén de vinos blancos que tiensn
un pH de 2,8 vy 3,4 y operando a estos valorés del pH aun
cuando éste habria podido ser mantsnido en un valor més &ci
do, por ejemplo acidificando sl medio de cultivo por msdio
de &cido fosfdérico, No obstante se ha apreciado en sl cursoe
de las fermentaciones un ligero aumento de 0,5 unidades de
pH que no afecta de modo negativo al desarrollo del mi -
croorganismo,

Desde sl punto de vista de la contaminacidn,

se alcanzan igualmente resultados muy interesantes porque
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se obtisne después de la separacidn del micelio del medio
fermentado, una fase liquida qus presenta una DCO dsl orden

de 4,000 mg de 02/litro o menos,
= REIVINDICACIONES =

Los puntos de invencidn propia y nusva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafia por VEINTE afios, son los que se re=-
cogen en las reivindicacionss siguiantes:

l2,~ Mejoras introducidas en 8l objeto ds la
patente principal N2 429,773, presentada el 5 de septiembre
de 1974, por: "Procedimiento continuo o discontinuo para el
tratamiento de residucs de destilacidn de vinos blancos",
que consiste en separar por centrifugacién, residuos proce=
dentes del alambique, los sedimentos que contienen las le=-
vaduras de la vinificacidn des la pulpa de la uva, enfriar &l
medio desprovisto de levadura de tal modo que su temperatu=-
ra sea de 20 a 259C, sembrarle por medio de un precultivo
efectudndole sobre el mismo medio con una suspensién que
contiene la cepa.seleccionada, escogida entre los microor-
ganismos del tipo penicillium, dejar desarrollarse el mi -
croorganismo, separar y recoger la biomasa producida del
medic de cultivo y proseguir sl tratamiento del liguido re-
cogido despufs de separar la biomasa con vistas a una puri=-
ficacién mis avanzada y a la recuperacifn de las moléculas
biosintetizadas que contiene, caracterizadas porqus la
siembra se efectla masivamente y porque el microorganismo
se escogs entfe Penicillium Commune Thom (ATCC 20463), Pe=

nicillium Expansum Link (ATCC 20467) y Penicillium Frequen=-

S,
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tans Westl (ATCC 20468).

28,- Mejoras segln la reivindicacidn 12, carag
terizadas porqus el precultivo es igualmente sembrado masi-
vamente, por medio de esporas obtenidas sobre un substrato
natural.

3a,- Mejoras segdn cualquiera de las reivindi-
caciones 12 § 28, caracteffzadas porque el precultiveo se
efectla en pequefios voldmenes de medioc de igual naturalsza
que el eflusnte a tratar, durante 30 a 50 horas y, en par-
ticular, 30 a 35 horas.

48,- Mejoras segdn cualquiera de las reivindi-
cacionses 12 a 38, caracterizadas por sl hecho de que la
siembra por medio del precultive se efectla de modo que apof
te como minimo 3.000.000 de gérmenes/litro de medio.

53,- Mejoras segln cualquiera de las reivindi=-
caciones 12 a 42, caracterizadas porque se opera al pH de
los residuos de destilacidn de los uinoé blancos, entrs 2,8
y 3,4,

63,~ Mejoras seglin cualquiera de las reivindi-
caciones 12 a 48, caracterizadas porque se acidifica el me-
dio de cultive mediante &cido fFosférico.

78,~ Mejoras seqin cualquiera de las reivindi-
caciones 18 a 68, caracterizadas porque la duracién del cul
tivo es como miximo de 60 horas y, en particular, de 30 a
40 horas,

Ba.,~ Mejoras introducidas en el objeto de la
patente principal N@ 429,773 presentada 8l 5 de Septiembre
de 1974 por: "PROCEDIMIENTO CONTINUOC O DISCONTINUO PARAR EL
TRATAMIENTO DE RESIDUOS DE DESTILACION DE VINOS BLANCOS™.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an
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tecede y con los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de diescisiste hojas escri-

tas a miquina por una sola cara,

vadrid, 26.JUL1976

PsA.

FMM.
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