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@ Resumen:

Produccién de proteina unicelular a partir de lac-
tosuero que comprende tres etapas:

1) Pretratamiento del lactosuero (1-4), consistente
en desproteinizacién (1), suplementacién con nu-
trientes (2) y pasteurizacién (4). 2) Etapa de
fermentacién utilizando la levadura Kluyveromyces
marxianus (sinénimos Kluyveromyces fragilis, Sac-
charomyces fragilis, Saccharomyces marxianus) (5-
13). E)I/ fermentador de trabajo (12), inoculado a
partir de un fermentador previo (10) es aireado conti-
nuamente (6) y controladas las variables pH, tempe-
ratura y espumas. 3) Etapa de separacién/recogida
del producto (14-19). La crema de levaduras rica en
proteina es separada del efluente por centrifugacion
(14), molida, secada (18) y recogida como producto
final (19). El procedimiento puede ser aplicado en
dos regimenes. 1) En régimen continuo, el fermen-
tador (12) tras una primera etapa en semicontinuo
opera en cultivo continuo en estado estacionario. 2)
En régimen semicontinuo, un flujo de entrada pro-
gresivamente creciente desde el volumen inicial ino-
culado hasta el volumen total final a procesar.
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DESCRIPCION

Sector de la técnica

La presente invenciéon se enmarca dentro de
los sectores de industrias de depuracién medioam-
biental (biotecnologia ambiental), fementacién e
industria quesera y de lecheria, y en la industria
alimentaria.

Estado de la técnica

La utilizacién del lactosuero como medio de
cultivo para levaduras fue iniciada por Porges
(Porges N., Pepinsky, J.B. y Jasewiez, L. (1951)
Journal of Dairy Science 34, 615-621) y posterior-
mente desarrollada por Wasserman y colaborado-
res (Wasserman, A.E., Hopkins, W.S. y Porges,
N. (1958) Sewage and industrial wastes 30, 615-
621.; Wasserman, A.E. (1960) Dairy Engineering
77, 12-17), empleando Kluyveromyces marxianus
en proceso discontinuo (batch).

Estos estudios preliminares sentaron las bases
para un numero de procesos industriales.

En 1956 Fromageries “La Bel” comenz6 a apli-
car un proceso continuo que en la actualidad pro-
cesa cerca de 250.000 litros/dfa de lactosuero. El
proceso consiste en una fermentacién continua
empleando una flora mixta de levaduras (Mou-
lin, G., Malige, B. Y Galzy, P. (1983) Journal of
Dairy Science 66, 21-28.). Ademds la “Societé
des alcools de Vexin” ha desarrollado un sistema
continuo de fermentacién cuyo producto es some-
tido a concentraciéon y secado por atomizacion.
Un proceso similar ha sido puesto en marcha por
“Knudsen Creamery Company” en Estados Uni-
dos, produciendo 500 Tn/ano de levadura a par-
tir de suero dulce (Sullivan, A.C. (1972) Dairy
Industries 37 (10), 561-563).

La cepa de Kluyveromyces maxianus (NCYC
1424) ha sido seleccionada por sus altos indices de
productividad en cultivo continuo por los autores
de la patente (Willetts, A. y Ugalde, U.O. (1987)
Biotechnology Letters 9 (11), 795-800). Sin em-
bargo, el comportamiento de esta cepa en cultivo
continuo en lo que respecta a requerimientos nu-
tricionales asi como condiciones de cultivo, con el
objeto de obtener alta productividad en biomasa
a partir de lactosuero no ha sido descrito, siendo
objeto de estudio en la actualidad.

Descripcion de la invenciéon

Se describe un nuevo procedimiento para el
aprovechamiento de lactosuero por fermentacién,
en régimen continuo y semicontinuo, para la pro-
duccién de proteina unicelular (single-cell pro-
tein), con aplicacién en la industria alimentaria.

Permite eliminar en mdas de un 90% el po-
der contaminante del lactosuero, obteniéndose un
producto comparable con la levadura de cerveza
o la soja, que puede destinarse a la alimentacién
humana o animal. El efluente puede ser vertido
con minimos problemas de contaminacién.

Una de las caracteristicas que distingue a esta
invencién de procesos existentes hasta ahora es
permitir la aplicacién de la tecnologia de fermen-
tacién de lactosa a plantas o grupos de plan-
tas cuyos bajos volumenes de produccién hacen
econémicamente inviable utilizar otras soluciones.

Se basa en un procedimiento de fermentacién
que puede utilizar distintos voliimenes de pro-
duccién de lactosuero, en régimen continuo o se-
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micontinuo, sin requerir grandes espacios, y sin
alterar significativamente el régimen de trabajo
convencional de la queseria.

Se caracteriza por ser un proceso flexible que
puede ser aplicable a distintas escalas o regimenes
de produccién de lactosuero, variables entre los
distintos centros de produccién, asi como a lo
largo de los distintos periodos estacionales.

Otra caracteristica diferenciadora del proceso
es que los nutrientes necesarios para la fermen-
tacién han sido estudiados y fijados sus niveles
a fin de obtener un medio de cultivo 6ptimo uti-
lizando compuestos como urea y vitaminas, eli-
minando el extracto de levadura, lo que hace se
consiga un abaratamiento del proceso a la vez que
se disminuye la formacién de espumas.

El proceso, aplicado a las industrias queseras
conduce a una mejora econémica del proceso glo-
bal, en primer lugar por supresién de las sancio-
nes por contaminaciéon del medio ambiente; en
segundo lugar, suponiendo una nueva fuente de
ingresos a partir de la comercializacién del pro-
ducto.

Descripcién detallada

El lactosuero es un subproducto de la indus-
tria quesera dotado de un alto poder contami-
nante (demanda bioquimica de oxigeno, D.B.O.
40.000-50.000 mg Oy 171), capaz de originar
graves problemas de polucién en aquellas zonas
donde es vertido.

La produccién de proteina unicelular de leva-
dura (S.C.P., single -cell protein) mediante fer-
mentacién permite eliminar en més de un 90% el
poder contaminante del lactosuero, obteniéndose
un producto comparable con la levadura de cer-
veza o la soja, que puede destinarse a la alimen-
tacién humana o animal.

Las caracteristicas referidas anteriormente
conducen a una mejora econémica del proceso
global, en primer lugar por supresién de las san-
ciones por contaminacion del medio ambiente; en
segundo lugar, suponiendo una nueva fuente de
ingresos a partir de la comercializacién del pro-
ducto.

No basta unicamente que exista un problema
de contaminacién por vertido al exterior del lac-
tosuero para aconsejar sin mas la utilizacién de
un proceso de fermentacién en la industria. Es
necesario que el proceso de fermentacién no sea
excesivamente costoso, no suponga una excesiva
complejidad, y pueda ser aplicable a distintas es-
calas o regimenes de produccién de lactosuero, va-
riables entre los distintos centros de produccién,
asi como a lo largo de los distintos periodos es-
tacionales. La flexibilidad del procedimiento ha
de permitir que el proceso pueda ser aplicable
a distintos casos con distintos regimenes de pro-
duccién.

Para el caso de la existencia de varios centros
dispersos de muy bajo voliumen de produccién
el procedimiento propuesto permitiria, en una
planta centralizada equidistante a todos ellos so-
bre la que confluirian los volimenes puntuales,
resolver el problema medioambiental aportando
una nueva fuente de ingresos.

En plantas de tipo medio (volimenes de pro-
duccién < 100.000 1/dfa) este procedimiento,
anexo a la planta, conduciria a una mejor eco-
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nomia del proceso global, haciéndolo més imper-
meable a las fluctuaciones y variabilidad del mer-
cado del sector lechero.

Uno de los objetivos de esta patente es por
tanto, permitir la aplicacién de la tecnologia de
fermentacién de lactosuero a plantas o grupos de
plantas cuyos bajos volumenes de produccién ha-
cen econémicamente inviable utilizar otras solu-
ciones.

Se basa en un procedimiento de fermen-
taciéon poco costoso que puede utilizar distin-
tos volumenes de produccién de lactosuero, en
régimen continuo o semicontinuo, sin requerir
grandes espacios, y sin alterar significativamente
el régimen de trabajo convencional de la queseria.

El procedimiento objeto de esta patente de
invencién cuyo esquema se presenta en la fi-
gura 1 permite procesar el lactosuero en régimen
continuo o semicontinuo a una temperatura me-
dia de 30°C y pH 3.5. El procedimiento consta
de tres etapas diferenciadas:

1) Pretratamiento del lactosuero. Consis-
tente esencialmente de una desproteinizacion pre-
via (1), seguida de la adicién de una serie de nu-
trientes necesarios para la fermentacién (princi-
palmente una fuente de nitrégeno, una fuente de
fésforo, elementos minerales y vitaminas) (2) los
cuales han sido estudiados y fijados sus niveles a
fin de obtener un medio de cultivo 6ptimo para el
proceso de fermentacién. Asi, el aporte de facto-
res de crecimiento y vitaminas, resuelto en otros
sistemas a través de la adicién de extracto de le-
vadura, de alto costo y causante de la formacion
de espumas, es sustituido en esta invencién por
la utilizacién de un complejo vitaminico de com-
posicién y concentraciones previamente optimi-
zadas. De esta manera se consigue un abarata-
miento del proceso a la vez que se disminuye la
formacién de espumas. El medio de fermentacién
es sometido finalmente a un proceso de pasteuri-
zacién previo a la fermentacién (4).

2) Fermentacién. En esta etapa el fermenta-
dor de trabajo (12) es inoculado a partir de un
cultivo previo (10). El fermentador es aireado
continuamente (6) y controladas las variables pH,
temperatura y aireacién, asi como la formacién
de espumas (7-9), desarrollandose la totalidad de
esta etapa en condiciones estériles.

3) Separacién/recogida del producto. La le-
vadura rica en proteina es separada del efluen-
te mediante centrifugacién en continuo (14). El
efluente puede ser vertido con minimos proble-
mas de contaminacién. La crema de levadura es
almacenada en tanque(16) hasta ser molida, se-
cada (18) y recogida como producto final (19).

Para controlar el proceso se utiliza un sis-
tema de monitorizacién y control por ordenador
(20), que detecta las alteraciones en las principa-
les variables del proceso (pH, temperatura, espu-
mas, concentracion de biomasa y concentracién
de oxigeno), llamando a los distintos dispositivos,
bombas y compresor, al reestablecimiento de las
condiciones de operacién.

En la figura 1 se presenta el diagrama del pro-
ceso completo, con las principales etapas: 1) Pre-
tratamiento (1-4); 2) Fermentacién (5-13); 3) Se-
paracién/recogida del producto (14-19).
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Manera de realizar la invencién

La levadura Kluyveromyces marzianus (siné-
nimos: Kluyveromyces fragilis, Saccharomyces
fragilis, Saccharomyces marzianus) NCYC 1424
(National Collection of Yeast Cultures. Ingla-
terra), es cultivada inicialmente en un fermenta-
dor discontinuo (10) a °C y pH 3.5 en el medio
que tiene la siguiente composicién: urea o sul-
fato amdnico 0.083 mol/l; fosfato didcido de po-
tasio 0.020 mol/l1; cloruro de calcio, 1.8 mmol/l;
cloruro de sodio, 3.4 mmol/l; sulfato de magne-
sio, 3.3 mmol/l; cloruro férrico, 3.6 pumol/l; sul-
fato de zinc, 3.3 pmol/l; sulfato de cobre, 0.7
pmol/l; sulfato de manganesio, 0.4 pmol/l; mo-
libdato sédico, 0.05 pumol/1; dcido nicotinico, 45.5
umol/l; pantotenato de calcio, 2.8 pmol/l; bio-
tina, 0.16 pmol/1 (Castrillo, 1992) hasta alcanzar
una concentracién de biomasa superior a 10 g 171,
Este cultivo es utilizado como inéculo del fermen-
tador principal (12).

Variante 1. Produccién en cultivo continuo.
Para la produccion en cultivo continuo el proce-
dimiento consta de dos etapas. 1) En una primera
etapa semicontinua, a partir del volimen inicial
inoculado el lactosuero desproteinizado es adicio-
nado al fermentador (5,12) mediante un programa
de dosificacién de caudal creciente. El flujo (5)
es suministrado de forma que la concentracién
de lactosa se encuentra a mniveles bajos (< 5 g
171), llevando a la obtencién de biomasa con al-
tos rendimientos. La adicién de medio al reactor
continua hasta alcanzar voliumen de proceso. La
concentracion de biomasa es siempre superior a
10 g 171, 2) A partir de este punto de fermen-
tador de trabajo (12) opera en régimen continuo,
con caudales iguales para las bombas de entrada y
salida (5, 13). La velocidad de dilucién (relacién
caudal /volimen del proceso) se fija en un valor en
el rango de 0.25 a 0.35 h~!. Los regimenes de ai-
reacién se fijan superiores a 0.10 mol O 17 h—1.
El cultivo evoluciona hasta llegar a un estado es-
tacionario con concentracién de biomasa superior
a 16 g1~ ! y rendimiento biomasa/lactosa cercano
al 50%. La temperatura y pH se mantiene cons-
tante a 30°C y pH 3.5. Para el control de espu-
mas se utiliza un antiespumante reconocido para
uso en la industria alimentaria y en proceso de
fermentacién con levaduras (Dow Corning 1520
(EU)).

Variante 2. Producciéon en régimen semi-
continuo. Para la produccién en régimen semi-
continuo el procedimiento es igual al anterior-
mente descrito para la primera etapa de la va-
riante 1. Al cultivo inicial se le afilade un caudal
controlado de medio mediante la bomba de en-
trada (5), sin caudal de salida del reactor. El
proceso finaliza en el momento que todo el lac-
tosuero ha sido procesado (volimen final igual
al volimen total de lactosuero a procesar). La
concentracion final de biomasa obtenida resulta
ser mayor a 16 g 17!, Mismas condiciones de ai-
reacion, pH y temperatura que para la variante

La eleccion del régimen de trabajo, escala y
volumenes es funcién de los voliimenes de lac-
tosuero a procesar:

La variante 2 consistente en una unica etapa
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en cultivo semicontinuo resulta aplicable para
bajas producciones de lactosuero. El cultivo
continuo permite procesar volimenes superiores.
Por ejemplo, para un cultivo continuo con ve-
locidad de dilucién de 0.25 h™!, voltimenes de
reaccién de 10.000-15.000 litros permiten proce-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

sar volumenes de lactosuero superiores a 60.000
1/dia.

El procedimiento permite en base a su flexibi-
lidad adoptar la solucién y escala mas adecuada
al problema concreto.
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REIVINDICACIONES

1. Producciéon de proteina unicelular a par-
tir de lactosuero mediante un pretratamiento del
lactosuero en el que se produce una desproteini-
zacion, suplementacion con nutrientes y pasteu-
rizacién seguido de una etapa de fermentacion y
una ultima fase de separacion y recogida del pro-
ducto caracterizado por utilizar en la etapa de
fermentacién la levadura Kluyveromyces marzia-
nus (Sinénimos Kluyveromyces fragilis, Saccha-
romyces fragilis, Saccharomyces marzianus), re-
gistrada y depositada en la National Collection
of Yeast Cultures, Inglaterra, como cepa NCYC
1424, registrada en otras instituciones de depdsito
de microorganismos a través de su propio cédigo
de identificacién particular.

2. Produccién de proteina unicelular a partir
de lactosuero segun reivindicacién 1 en la que el
régimen de operacién se lleva a cabo en cultivo
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continuo.

3. Produccién de proteina unicelular a partir
de lactosuero segun reivindicacién 1 en la que el
régimen de operacién se lleva a cabo en cultivo se-
micontinuo, con adicién progresiva del lactosuero
y sin corriente de salida del fermentador.

4. Produccién de proteina unicelular a partir
de lactosuero que utiliza, en el proceso de pretra-
tamiento del lactosuero, un medio de cultivo opti-
mizado compuesto de los siguientes componentes
y niveles minimos: urea o sulfato amoénico 0.083
mol/1; fosfato didcido de potasio 0.020 mol/l; clo-
ruro de calcio, 1.8 mmol/l1; cloruro de sodio, 3,4
mmol/]; sulfato de magnesio, 3.3 mmol/l; cloruro
férrico, 3.6 pmol/l; sulfato de zinc, 3.3 pmol/l;
sulfato de cobre, 0.7 pmol/l; sulfato de manga-
nesio, 0.4 pmol/l; molibdato sédico, 0.05 pmol/l;
acido nicotinico, 45.5 pumol/1; pantotenato de cal-
cio, ?.8 pmol/1; biotina, 0.16 pmol/l (Castrillo,
1992).
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