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PROCESO PARA LA FABRICACION DE PRODUCTOS DE PROPIONATO

CAMPO TECNICO

La presente invencién se refiere a un proceso para la
fabricacién de productos de propionato a través de un proceso

de fermentacidn.

ANTECEDENTES

El &cido ©propidénico puede ser fabricado mediante
fermentacién de una fuente de carbono utilizando un
microorganismo. Por ejemplo, Zhu et al. (Bioresource Technology
101 (2010) 8902-8902) describe un proceso de fermentacidn para
la fabricacién de propionato de calcio en el que el glicerol
es fermentado utilizando Propionibacterium acidipropionici.
Durante la fermentacidén se aflade hidréxido de calcio para
neutralizar el acido generado durante la fermentacidn, dando

lugar a la formacidén de propionato de calcio.

Las sales de propionato son atractivas por muchas razones.
Por ejemplo, son atractivas para su uso en la alimentacidén y
la conservacidén de alimentos, donde proporcionan una actividad
de amplio espectro de larga duracidn. Las sales mas importantes
a este respecto son sales de calcio, sodio, potasio y amonio.
La sal de calcio se considera de particular interés. La sal de
propionato se puede usar en solucidén, o en forma de una sal

s6lida.

Un problema que se ha encontrado que ocurre durante la
preparacidén de sales de propionato a través de fermentacidn

reside en la complejidad del proceso de fermentacidn, tanto en
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lo que se refiere a las fuentes de carbono que se pueden
fermentar como a 1los productos secundarios que se forman
durante la fermentacidén. Existe la necesidad en la técnica de
un proceso de fermentacidén para la fabricacidédn de sales de
propionato que combina un alto rendimiento de sal de propionato
con un crecimiento eficaz del microorganismo y la posibilidad

de obtener un producto de sal de propionato de alta pureza.

La presente invencidén proporciona un proceso que resuelve

este problema.

SUMARIO

La presente invencién se refiere a un proceso para la
fabricacioén de productos de propionato a través de

fermentacidén, que comprende las etapas de:

- fermentar una fuente de carbono seleccionada de
azlcares y lactato en un medio de fermentacidn por medio de un
microorganismo productor de acido propidénico para proporcionar
un primer caldo de fermentacidén gque comprende una sal de

propionato,

- recuperar el microorganismo productor de 4cido

propidénico del primer caldo de fermentacidn,

- someter el primer caldo de fermentacién del que se
ha recuperado el microorganismo productor de &cido propidnico
a una etapa de remocidédn de agua para formar un primer producto

de sal de propionato,
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- fermentar una fuente de carbono que comprende
glicerol con el microorganismo productor de &acido propidnico
recuperado del primer caldo de fermentacidén en presencia de
una sal alcalina inorganica para proporcionar un segundo caldo

de fermentacidén que comprende una sal propionato,

- someter el segundo caldo de fermentacidén a una etapa
de purificaciédn que comprende al menos una etapa de
precipitacidén, para formar un segundo producto de sal de

propionato.

En el proceso de acuerdo con la invencién, hay dos etapas
de fermentacién secuenciales. En la ©primera etapa de
fermentacidén, una fuente de carbono seleccionada de azucares y
lactato se fermenta bajo la formacidén de una corriente de
producto de sal de propionato. Esta etapa también se puede
indicar agquli como la etapa de fermentacidén de azlcar. A
continuacidén, los microorganismos obtenidos en la etapa de
fermentacién de aztGcar se recuperan y se utilizan para
fermentar una fuente de carbono que comprende glicerol, para
formar una corriente de producto de sal de propionato
adicional. Las dos corrientes de producto de sal de propionato

son procesadas por separado.

Mediante la aplicacidén de dos fermentaciones diferentes,
es decir, una fermentacidén a base de azlcar y una fermentacidn
a base de glicerol, y tratando separadamente las corrientes
resultantes, se ha descubierto que es posible beneficiarse de
los efectos ventajosos de ambos tipos de fermentacidédn. Mas
especificamente, se ha descubierto que la fermentacidén del

azlcar puede dar como resultado un crecimiento celular eficaz,
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lo gque hace que se obtenga un gran rendimiento de biomasa. Sin
embargo, el producto resultante puede ser relativamente dificil
de purificar debido a la presencia de cantidades sustanciales
de aniones acetato. Por el contrario, la fermentacidén con
glicerol produce un producto que puede purificarse a productos
de sal de propionato de alta pureza. Sin embargo, la
fermentacién con glicerol sélo da lugar a una formaciédn
limitada de biomasa. Combinando las fermentaciones de la manera
prescrita, se obtiene un proceso eficiente. Otras ventajas del
proceso de acuerdo con la invencidédn se describirdn a

continuaciédn.

DESCRIPCION DETALLADA

El proceso de acuerdo con la invencidén se describird con

méds detalle a continuaciédn.

La primera etapa del proceso de acuerdo con la invencidn
es fermentar una fuente de carbono seleccionada de azlcares y
lactato en un medio de fermentacién por medio de un
microorganismo productor de acido propidénico para proporcionar
un primer caldo de fermentacidédn gque comprende una sal

propionato.

Los procesos de fermentacidédn para la fabricacidén de
propionato son conocidos en la técnica y no requieren méas
aclaracién en la presente memoria. Estd dentro del alcance del
experto en la técnica seleccionar, usando su conocimiento
general comln, un proceso de fermentacidén adecuado, incluyendo
condiciones de fermentacidédn y un microorganismo adecuado. Para

la seleccidén del microorganismo, se debe tener cuidado en
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seleccionar un organismo que sea capaz de fermentar azlcares o
lactato (en la primera etapa de fermentacidén del proceso de
acuerdo con la invencién) y glicerol (en la segunda etapa de

fermentacién del proceso de acuerdo con la invencidn).

La fuente de carbono utilizada en la primera etapa del
proceso de acuerdo con la invencidén se selecciona entre
azlUcares y lactato. Ejemplos de azucares y fuentes de azlcar
adecuados incluyen glucosa, sacarosa, Jjarabe de dextrosa,
almidén, almiddén hidrolizado, celulosa, celulosa hidrolizada,
melaza, xilosa, hidrolizados de lignocelulosa, lactosa y suero
de leche. Las fuentes de lactato adecuadas son lactato sédico,
lactato potéasico, lactato amdénico, lactato magnésico, lactato
cdlcico y &cido 1lactico. De 1las fuentes de lactato, puede
preferirse el uso de lactato de calcio, ya que esto darad como
resultado la formacidén de propionato de calcio, que es un
producto preferido de la invencidn. Desde un punto de vista de
produccidén, se puede preferir glucosa, lactato y sacarosa.
Desde un punto de vista de disponibilidad, se pueden preferir

fuentes como la melaza y el almidén.

Al menos cuando la fuente de carbono se selecciona entre
los azucares, la fermentacidén se lleva a cabo en presencia de
una sal alcalina inorgédnica. Esta sal alcalina estd presente
para asegurar que el pH durante la fermentacién no disminuya
hasta un grado inaceptable debido a la fabricacidén del &acido
propidénico. Cuando la fuente de carbono es una sal de lactato,
la adicién de wuna Dbase 1inorgadnica puede no siempre ser
necesaria porque el lactato se convierte en propionato, gque no
tiene un efecto sobre el pH. Sin embargo, también en este caso,

se puede afiadir una base inorganica para ajustar el pH.
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Las Dbases adecuadas incluyen hidréxidos, 6xidos vy
carbonatos de calcio, magnesio, sodio y potasio, dando como
resultado la formacidén de un caldo de fermentacidén que contiene
respectivamente propionato de calcio, propionato de magnesio,
propionato de sodio o propionato de potasio. En el proceso de
acuerdo con la invencidén se prefiere el uso de una sal de
calcio alcalina, vya gque esto da lugar a la formacidén de
propionato de calcio, que es un producto preferido de acuerdo
con la invencidén. Sales de calcio alcalinas adecuadas incluyen

hidréxidos, 6éxidos y carbonatos de calcio.

La siguiente etapa es la eliminacién de microorganismos
del primer caldo de fermentacidén asi formado. Esta etapa se
puede llevar a cabo cuando se ha formado suficiente biomasa
para la siguiente etapa de fermentacidédn con glicerol. Dado que
el microorganismo se va a utilizar en una fermentacidn
adicional, se debe tener cuidado de aislar los microorganismos
en condiciones tales que el organismo se mantenga vivo.
Teniendo esto en cuenta, la eliminacién del microorganismo
puede llevarse a cabo de maneras conocidas en la técnica, por
ejemplo, a través de una etapa de filtracidén o una etapa de

centrifugacioén.

En la fermentacidén del azlcar, el peso de la biomasa ha
aumentado, siendo la cantidad de biomasa recuperada
generalmente al menos 10 veces el peso de la biomasa
originalmente afiadida, en particular al menos 20 veces, a veces
incluso al menos 100 veces. En la presente especificacidn, el
peso de la biomasa se calcula como peso seco, a menos que se

indique expresamente lo contrario.
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Se prefiere que la eliminacién de microorganismos del
primer caldo de fermentacidén se lleve a cabo con un rendimiento
relativamente alto. Hay dos razones para esto. En primer lugar,
la biomasa estd destinada a ser utilizada en la subsiguiente
fermentacidén con glicerol. Ademds, la biomasa que queda en el
caldo de fermentacidén puede afectar las propiedades del
producto fabricado a partir de este caldo, por ejemplo, en
forma de un efecto perjudicial sobre el color del producto. Se
considera preferido que la biomasa se remueva de modo que el
producto resultante tenga una turbidez de como méaximo 1000 NTU,
en particular como maximo 500 NTU, més especificamente como
maximo 200 NTU. Una turbidez de como médximo 100 NTU es

preferida.

En una etapa adicional del proceso de acuerdo con la
invencién, el primer caldo de fermentacién a partir del cual
se ha recuperado el microorganismo productor de &cido
propiénico se somete a una etapa de remocidén de agua para
formar un primer producto de sal de propionato, en particular
un producto de propionato de calcio. Esta etapa de remocidn de

agua se puede llevar a cabo de varias maneras.

En una ©primera realizacidn, el primer caldo de
fermentacién a partir del cual se ha recuperado el
microorganismo productor de &acido propidénico se somete a una
etapa de remocidén de agua en su totalidad. En este caso, se
forma un primer producto de sal de propionato que comprende
toda la materia presente en el primer caldo de fermentacidén a
partir del cual se han recuperado microorganismos que producen
acido propidénico, incluyendo los nutrientes restantes. Esta

etapa de secado se puede llevar a cabo de maneras conocidas en
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la técnica para la remocidén de agua, incluyendo secado por
pulverizacidn, secado al vacio de tambor, secado en pelicula
delgada, por ejemplo, secado en pelicula fina agitada, secado
mecdnicamente agitado, granulacién por pulverizacidén vy

liofilizacidn.

El producto resultante es un material sélido, en
particular un material particulado sélido, con un contenido de
sal de propionato en el intervalo de 30-70 % en peso, en
particular 40-60 % en peso, de sal de propionato, en particular
propionato de calcio, donde el remanente comprende una O mas
de otras sales de acidos carboxilicos, en particular sales de
succinato y/o acetato, y componentes adicionales resultantes,
por ejemplo, de la biomasa y del medio residual/componentes
nutrientes. En una realizacibdn, el producto resultante

o)

comprende sal de acetato en el intervalo de 3-20 $ en peso, en

[e) o)

particular 8-15 % en peso, mas en particular 10-13 % en peso
y/0 succinato en una cantidad de 0-10 % en peso, en particular
3-6 % en peso. Se prefiere que el propionato de calcio, el
succinato de calcio y el acetato de calcio constituyan al menos
el 85 % en peso del primer producto de propionato de calcio

[

total obtenido de esta manera, en particular al menos 90 % en

)

peso, mas en particular entre 90 y 98 $ en peso.

En lo anterior, los porcentajes se calculan como anién
(acetato, succinato, propionato) sobre el material sélido

anhidro total.

Se observa gque es posible incluir otros componentes en el
caldo de fermentacidédn antes del secado por pulverizacidn, por

ejemplo, sales de acidos carboxilicos adicionales tales como
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lactatos o acetatos, vehiculos como maltodextrina, almidén,
s6lidos de leche, suero de leche, harina u otros ingredientes
funcionales tales como extracto de té verde, nisina y extracto
de romero. Esto puede ser atractivo si se desea fabricar un

producto con una composicidn particular.

En otra realizacidén, la etapa de someter el primer caldo
de fermentacién a partir del cual se ha recuperado el
microorganismo productor de acido propidénico se lleva a cabo
mediante un proceso que comprende la precipitacidén de una sal
de propionato, en particular propionato de calcio del primer
caldo de fermentacidédn. La precipitaciédn puede iniciarse por
concentraciédn y otras medidas conocidas para mejorar el
rendimiento de una etapa de precipitacién, por ejemplo,
reduccién de la temperatura o adicidén de compuestos que reducen
la solubilidad. La precipitacidén se puede realizar de forma
discontinua o continua, en una solo etapa o en multiples

etapas.

El producto precipitado de sal de ©propionato, en
particular propionato de calcio, se separa del medio acuoso.
Esto puede realizarse por métodos conocidos en la técnica,
incluyendo uno o mas de filtracién, centrifugacién,
decantacidén, etc. Queda dentro del alcance del experto en la
técnica seleccionar una manera adecuada. Si se desea, el
producto de sal de propionato puede lavarse para aumentar la
pureza del producto. El liguido de lavado, si se usa, puede,
por ejemplo, ser agua o una solucidén de sal de propionato. E1
liguido de lavado se puede reciclar para obtener un alto
rendimiento. El producto sélido de propionato de calcio se

puede secar segun se desee.
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En esta realizacidén es posible precipitar todos los tipos
de sales de carboxilato, en particular sales de carboxilato de
calcio presentes en el sistema, en particular propionato de
calcio en combinacidén con succinato de calcio (si esté
presente) y/o acetato de calcio (si estd presente). En este
caso, se puede obtener, por ejemplo, un producto final con un
contenido de sal de propionato, en particular propionato de

o)

calcio en el intervalo de 30-80 % en peso, en particular 40-70

o)

% en peso, sal de acetato, en particular de acetato de calcio

(o)

en el intervalo de 3-20 % en peso, en particular de 8-15 % en
peso, mas particularmente entre de 10-13 % en peso, y sal de
succinato, en particular el succinato de <calcio, en una
cantidad de 0-10 % en peso, en particular de 3-6 $ en peso. Se
prefiere que el propionato de calcio, el succinato de calcio y
el acetato de calcio constituyan al menos el 85 % en peso del
primer producto de propionato de calcio total, obtenido de esta

o)

manera, en particular al menos el 90 % en peso, mas en
particular al menos 95 %. En lo anterior, los porcentajes se

calculan como anidén (acetato, succinato, propionato) sobre el

material sélido anhidro total.

También es posible precipitar secuencialmente sales de
succinato y sales de ©propionato del primer caldo de
fermentacidén, esto puede hacerse, por ejemplo, a través de un
proceso para fabricar una sal de propionato sbélida a partir de
una mezcla que comprende propionato y succinato que comprende

las etapas de:

- proporcionar un medio acuoso que comprende aniones

succinato y aniones propionato,
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- proporcionar una sal soluble inorganica en el medio
acuoso en una cantidad tal que la mayoria de los iones succinato
se convierta en una sal succinato sélida mientras que la

mayoria de los iones propionato permanece en solucidn,

- separar el medio acuoso que comprende la mayoria de

los iones propionato de la sal succinato sélida,

- aumentar la concentracidén de sal en el medio acuoso
para convertir la mayoria de iones propionato en sal de

propionato sélida,

- separar la sal de propionato sélida del medio acuoso.

Como se indicd anteriormente, el microorganismo productor
de 4cido propidénico es recuperado del primer caldo de
fermentacién. En una etapa siguiente del proceso de acuerdo
con la invencidén, una fuente de carbono que comprende glicerol
es fermentada <con el microorganismo productor de acido
propidénico recuperado del primer caldo de fermentacidén en
presencia de una sal alcalina para proporcionar un segundo

caldo de fermentacidén que comprende una sal propionato.

Los procesos de fermentacidédn para la fabricacidn de acido
propidénico partiendo de una fuente de carbono que comprende
glicerol son conocidos en la técnica y no requieren de mayor
explicacidén en la presente memoria. Queda dentro del alcance
del experto en la técnica seleccionar, usando su conocimiento
general comin, un proceso de fermentacidén adecuado, incluyendo

las condiciones de fermentacidn.

La fuente de carbono wutilizada en esta etapa de
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fermentacién comprende glicerol. Se ha encontrado que el uso
de glicerol como fuente de carbono hace posible obtener un
proceso de fermentacién gque genera cantidades relativamente
elevadas de sal de propionato, en particular propionato de
calcio en combinacidén con cantidades relativamente bajas de
sales de acetato. Esto es atractivo porque la separacidn de
sales de propionato vy sales de acetato es generalmente
complicada. Se prefiere que la fuente de carbono consista en

Qo

al menos 70 $ en peso de glicerol, mas en particular al menos
80 % en peso, aun mas en particular al menos 90 % en peso,

calculado sobre la cantidad total de fuente de carbono

proporcionada durante la fermentacidn.

Durante la etapa de fermentacidén se afilade una base para
compensar la disminucidén del pH que se produciria debido a la

produccidén de los acidos carboxilicos.

Bases adecuadas incluyen hidréxidos, déxidos y carbonatos
de calcio, magnesio, sodio y potasio, dando como resultado la
formacidén de un caldo de fermentacidn que contiene propionato
de calcio, propionato de magnesio, propionato de sodio o
propionato de potasio, respectivamente. En el proceso de
acuerdo con la invencidén se prefiere el uso de una sal de
calcio alcalina, ya gque esto da lugar a la formacidén de
propionato de calcio, que es un producto preferido de acuerdo
con la invencidén. Sales de calcio alcalinas adecuadas incluyen

hidréxidos, 6éxidos y carbonatos de calcio.

Las sales alcalinas wutilizadas en 1las dos etapas de
fermentacidén pueden ser iguales o diferentes. Por razones de

eficacia, puede preferirse la sal alcalina proporcionada en la
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fermentacién de una fuente de carbono seleccionada de azucares
y lactato y la sal alcalina proporcionada en la fermentacidn
de una fuente de carbono gque comprende glicerol para ser sales
del mismo catidén. E1l uso de sales de calcio es particularmente

preferido.

Una vez que la fermentacién ha llegado hasta el grado
deseado, el segundo caldo de fermentacién es sometido a una
etapa de purificacidén que comprende al menos una etapa de
precipitacidén, para formar un segundo producto de propionato

de calcio.

En general, el segundo caldo de fermentacidédn se somete
primero a una etapa de remocidén de biomasa, que puede llevarse
a cabo de maneras conocidas en la técnica. Se hace referencia
a lo que se ha indicado anteriormente con respecto a la remocidn
de biomasa del primer caldo de fermentacidén. En cuanto a la
etapa descrita anteriormente, se considera preferido que la
biomasa se remueva de modo que el producto resultante tenga
una turbidez de como maximo 1000 NTU, en particular como maximo
500 NTU, més especificamente como maximo 200 NTU. Una turbidez
de como méximo 100 NTU es preferida. Se ha encontrado que la
presencia de biomasa puede interferir con la etapa de
precipitacién adicional en el proceso de acuerdo con la

invencién.

La biomasa aislada en esta etapa puede proporcionarse a

una segunda fermentacidén a base de glicerol, si se desea.

El caldo resultante del gque se ha removido la biomasa es

sometido al menos a una etapa de precipitacidédn, para formar un
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segundo producto de sal de propionato.

Antes de la etapa de precipitacién, el medio puede
contactarse, si se desea, con un adsorbente, en particular un

adsorbente de carbono activo, para eliminar las impurezas.

La etapa de precipitacién puede llevarse a cabo como se
ha descrito anteriormente. La precipitacién puede iniciarse
por concentracién del medio, y/o por otras medidas conocidas
para mejorar el rendimiento de una etapa de precipitacidn, por
ejemplo, reduccién de la temperatura o adicidén de compuestos
que reducen la solubilidad. Se hace referencia a lo que se ha
indicado anteriormente con respecto a la etapa de

precipitacién.

El producto precipitado de sal de ©propionato, en
particular propionato de calcio, se separa del medio acuoso.
Esto puede realizarse por métodos conocidos en la técnica,
incluyendo uno o mas de filtracién, centrifugaciédn,
decantacidén, etc. Queda dentro del alcance del experto en la
técnica seleccionar una manera adecuada. Si se desea, el
producto de sal de propionato puede lavarse para aumentar la
pureza del producto. El liguido de lavado, si se usa, puede,
por ejemplo, ser agua o una solucidén de sal de propionato. E1
liguido de lavado se puede reciclar para obtener un alto

rendimiento. El producto de sal de propionato sélida puede

secarse segun se desee.

En una realizacidédn, ademds de las sales de propionato, se
precipitan también otras sales de carboxilato, en particular

sales de succinato y/o acetato. En particular, las sales de
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carboxilato de calcio presentes en el sistema pueden
precipitarse conjuntamente, en particular propionato de calcio
en combinacidén con succinato de calcio (si estd presente) y/o
acetato de calcio (si estd presente). En este caso, se puede
obtener, por ejemplo, un producto final con un contenido de
sal de propionato, en particular propionato de calcio en el

o)

intervalo de 50-90 % en peso, en particular de 60-80 % en peso,

o)

més en particular de 70-80 % en peso, sal de acetato, en
particular acetato de calcio en el intervalo de 0-5 % en peso,
en particular de 0-2 % en peso, y sal de succinato, en
particular succinato de calcio, en una cantidad de 0-20 % en
peso, en particular de 0-10 % en peso, mas en particular de 0-
5 % en peso. Se prefiere que el propionato de calcio, el
succinato de calcio y el acetato de calcio constituyan al menos
el 85 % en peso del primer producto de propionato de calcio
total, obtenido de esta manera, en particular al menos el 90 %
en peso, mas en particular al menos 95 %. En lo anterior, los

porcentajes se calculan como anién (acetato, succinato,

propionato) sobre el material sélido anhidro total.

También es posible precipitar secuencialmente sales de
succinato y sales de propionato a partir del segundo caldo de
fermentacidén, esto puede hacerse, por ejemplo, a través de un
proceso para fabricar una sal de propionato sélida a partir de
una mezcla que comprende propionato y succinato que comprende

las etapas de:

- proporcionar un medio acuoso que comprende aniones

succinato y aniones propionato,

- proporcionar una sal soluble inorganica en el medio
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acuoso en una cantidad tal que la mayoria de los iones succinato
se convierta en una sal succinato sé6lida mientras dque la

mayoria de los iones propionato permanece en solucidn,

- separar el medio acuoso que comprende la mayoria de

los iones propionato de la sal succinato sélida,

- aumentar la concentracidén de sal en el medio acuoso
para convertir la mayoria de iones propionato en sal de

propionato sélida,

- separar la sal de propionato sélida del medio acuoso.
Serd evidente para el experto en la técnica que las
diversas realizaciones y preferencias descritas en la presente
memoria pueden combinarse, a menos dgue se presenten como

alternativas que se excluyen mutuamente.

La presente invencidén serd elucidada por los siguientes

ejemplos, sin estar limitada a los mismos o por los mismos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Fermentacién de glucosa seguida de

fermentacién de glicerol

Se inoculd un fermentador que comprendia 5 kg de medio
con un cultivo de Propionibacterium acidipropionici. El1 medio
contenia 80 g/kg de glucosa y 52 g/kg de YEP (pasta de extracto
de levadura, 50 % de sbé6lidos secos). E1 fermentador se hizo
funcionar a 30°C y con un pH de 6,5. E1 pH se controld afiadiendo

solucién de Ca(OH)2. Después de =+ 45 horas se detuvo 1la
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fermentacién. E1 caldo de fermentacidén se centrifugd a 5000
RPM. El microorganismo estaba presente en el sedimento de la

etapa de centrifugacidn.

En esta etapa, la cantidad de biomasa se aumentd de 20
gramos afiadidos inicialmente a 150 gramos cosechados, ambos

calculados como peso en seco.

Se afladieron 24 gramos de biomasa a un fermentador que
comprendia 1 kg de medio que contenia 80 g/kg de glicerol y 52
g/kg de YEP. El fermentador se hizo funcionar a 30°C y con un

pH de 7,0. E1 pH se controld afiladiendo solucidén de Ca (OH):.

La fermentacién produjo una productividad volumétrica de
1,2 gramos de propionato de calcio por kilogramo de medio por
hora. El rendimiento total de la fermentacidén fue de 72 % en

peso, calculado como gramos de propionato por gramo de

glicerol.

Ejemplo 2: Preparacién del caldo de fermentacién de

glucosa

Se llevd a cabo una fermentacidén de glucosa analoga a la
descrita en el primer péarrafo del Ejemplo 1. La biomasa se
aisld de la misma por centrifugacidén como se describe en el
mismo. Se secaron 1000 gramos del caldo de fermentacidn
restante usando un evaporador rotatorio, primero bajo presidn
atmosférica, luego al vacio. Después de 6 horas, se obtuvo un

producto seco.

El caldo de fermentacidén comprendia los siguientes &cidos
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organicos, como se determindé usando cromatografia de gases

(GC) :

Tabla 1: Acidos organicos por GC en caldo de fermentacién

5

Componente
dcido férmico [% (p/p)] <0.02
dcido acético [$ (p/p)] 0.57

10
dcido propidnico [$ (p/p)] 2.4
etanol [$ (p/p)] <0.02
dcido maleico [% (p/p)] <0.01
4dcido oxéalico [$ (p/p)] <0.01

15 4dcido sdérbico [$ (p/p)] <0.01
dcido fumérico [% (p/p)] <0.01
adcido succinico [$ (p/p)] 0.24
adcido léactico [$ (p/p)] 0.02
dcido pirtvico [% (p/p)] <0.03

20 adcido 2-hidroxibutirico [$ (p/p)] <0.01

El producto sélido después de la etapa de secado tenia la
siguiente composicidn:
25
Tabla 2: Composicién del producto sélido

Componente

30 dcido propidnico [% (p/p)] 36
4dcido acético [% (p/p)] 9.2
dcido succinico [$ (p/p)] 4.2
calcio [% (p/p)] 18.2
agua [% (p/p)] 16.5
s6lidos adicionales equilibrio

Este ejemplo ilustra la etapa de remocidn de agua para

formar un primer producto de propionato de calcio. En la
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operacidén comercial, la etapa de remocidédn de agua se llevara a
cabo por otros métodos, por ejemplo, secado por pulverizacidn,

pero pueden obtenerse resultados analogos.

Ejemplo 3: Preparacién del caldo de fermentacién de

glicerol

Un caldo de fermentacién de glicerol obtenido de forma

andloga al segundo parrafo del Ejemplo 1 se procesa como sigue:

El caldo de fermentacidén obtenido de la fermentacidn con
glicerol se sometid a una etapa de centrifugacidén a 5000 RPM.
El sedimento de la etapa de centrifugacidén fue el

microorganismo. El sobrenadante se procesd adicionalmente.

Al sobrenadante se afiadid carbono activo en una cantidad
de 0 % en peso por gramo de propionato de calcio, 0,1 % en peso
por gramo de propionato de calcio, o 10 % en peso por gramo de
propionato de calcio. El caldo de fermentacidén al que se afiadid
carbdén activo se mantuvo durante una hora a 60 °C. El1l carbdn

activo se removidé mediante filtracidén al vacio utilizando un

filtro de 0,2 micras.

Como puede observarse en la Tabla siguiente, un
tratamiento con carbdédn activo no dio como resultado la remocidn

del propionato de calcio del sistema:

Propionato Succinato Acetato
Materiales de Glicerol
de Ca de Ca de Ca
partida [3p/P]
[sp/P] [sp/pP] [sp/P]
102 °C - sin carbdn
5.35 0.22 <1 <0.15
activo
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102 °C - 0.1 (%p/p)
5.35 0.23 <1 <0.15
de carbén

102 °C - 10 (%p/p)
5.48 0.23 <1 <0.15
de carbédén

El propionato de calcio sélido se precipitd a partir del
medio de fermentacidén purificado concentrando el medio a través
de la evaporacidédn del agua. La evaporacidn se llevd a cabo a
102-103 °C (temperatura del medio) en un bafio de aceite a 150
°C bajo presién atmosférica. Después de aproximadamente dos
horas, se produjo la nucleacidén, como pudo observarse a partir
de la formacidén de una niebla. En ese momento, la temperatura
del bafio de aceite se redujo a 120 °C para reducir la velocidad
de evaporacidén durante la cristalizacidén. Se afiadid aceite
fresco al bafio de aceite para acelerar la reduccién de la
temperatura. Aproximadamente una hora después del inicio de la

nucleacidén, se detuvo la evaporacidn.

Los cristales fueron separados del 1liquido usando

filtracidén al vacio o centrifugaciédn.

El tratamiento con carbdédn activo dio como resultado una
disminucidén sustancial del color del material de partida para
la etapa de evaporacidédn. Adicionalmente, durante la etapa de
evaporacién, la solucidén se oscurecid. Este efecto fue mucho
mas pronunciado para la muestra que no habia sido sometida a
una etapa de evaporacidén que para la muestra que habia sido
sometida a la etapa de evaporacidén. Esto se puede ver en los

valores APHA en la siguiente tabla.
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Carbdén activado Material de partida Material obtenido
(%p/p) [APHA] [APHA]
0 280 6600
0.1 110 4200
10 <5 1900

El producto sélido obtenido de las

muestras sometidas a

un tratamiento de carbdn activo también tenia un color mucho

mejor que el producto obtenido de la muestra en el que no se

llevd a cabo ningln tratamiento con carbdén activo.

La composicidédn de los productos fue la siguiente:

Muestras Propionato | Succinato | Acetato Pérdida
Separacién Glicerol
de pasta de Ca de Ca de Ca MC a 80
S/L [%p/pP]
humeda [%p/pP] [%p/pP] [%p/P] ect
Filtracidén
al vacio
102 °C -
(embudo 58.62 1.21 1.21 <0.1 35 %
en blanco
Buchner,
4-7 um)
Centrifuga
(5000 rpm,
102 °C - tamafio de
76.46 0.47 1.21 <0.15 16 %
en blanco poro de
100 uym, 1
minuto)
Centrifuga
(10000
102 °C - rpm,
0.1 (%p/p) tamafio de 87.92 0.28 1.34 <0.1 10 %
de carbén poro de
100 ym, 1
minuto)
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Filtracién
102 °C - al vacio
10 (%p/p) (embudo 61.16 1.61 1.21 <0.1 25 %
de carbén Buchner,
4-7 pum)

Pérdida MC a 80 °C significa el contenido de humedad de
los materiales, determinada al mantener el material durante 16

horas en un horno a una temperatura de 80 °C.

Como puede observarse en la tabla anterior, el uso de una
centrifuga para separacidén de sdbd6lidos ligquidos dio mejores
resultados que el uso de un embudo de vacio. La relevancia de
este resultado para el funcionamiento a escala comercial es

limitada.

Los productos humedos se secaron a 80 °C durante 16 horas

para formar un producto seco.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la fabricacidén de productos de
propionato mediante fermentacidén, que comprende las etapas de:

- fermentar una fuente de carbono seleccionada de
azlUcares y lactato en un medio de fermentacidén por medio de un
microorganismo productor de acido propidénico para proporcionar
un primer caldo de fermentacidn que comprende una sal de
propionato,

- recuperar el microorganismo productor de Acido
propidénico del primer caldo de fermentacidn,

- someter el primer caldo de fermentacidén del que se
ha recuperado el microorganismo productor de &cido propidnico
a una etapa de remocidédn de agua para formar un primer producto
de sal de propionato,

- fermentar una fuente de carbono que comprende
glicerol con el microorganismo productor de &acido propidnico
recuperado del primer caldo de fermentacién en presencia de
una sal alcalina inorgéanica para proporcionar un segundo caldo
de fermentacidén que comprende una sal propionato,

- someter el segundo caldo de fermentacidn a una etapa
de purificacidén, que comprende al menos una etapa de
precipitacidébn, para formar un segundo producto de sal de

propionato.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el
que las sales de propionato generadas en el primer y el segundo
caldos de fermentaciétn son sales del mismo catidén vy

preferiblemente propionato de calcio.

3. Proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2,
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en el que la fuente de carbono seleccionada de azucares vy

lactato se selecciona entre glucosa, lactato y sacarosa.

4. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que, en la etapa de
fermentacién de una fuente de carbono seleccionada de azucares
y lactato, el peso de la biomasa tiene incrementos de tal
manera que la cantidad de biomasa recuperada es generalmente
al menos 10 veces el peso de la biomasa afiadida originalmente,
en particular al menos 20 veces, a veces incluso al menos 100

veces.

5. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que el primer caldo de
fermentacién a partir del cual se ha recuperado el
microorganismo productor de acido propidénico se somete a una

etapa de remocidén de agua en su totalidad.

6. Proceso de acuerdo <con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa de someter el primer
caldo de fermentacidén, a partir del cual se ha recuperado el
microorganismo productor de &cido propidnico, se lleva a cabo
mediante un proceso que abarca la precipitacién de una sal
propionato, en particular propionato de calcio, del primer

caldo de fermentacidn.

7. Proceso de acuerdo <con una cualquiera de las

reivindicaciones anteriores, en el que la fuente de carbono

Q

que comprende glicerol consiste en al menos el 70 $ en peso de

o)

glicerol, mas en particular al menos el 80 % en peso, todavia
o)

mas en particular al menos el 90 % en peso, calculado sobre la

cantidad total de fuente de carbono proporcionada durante la
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fermentacidn.

8. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que el segundo caldo de
fermentacién se somete primero a una etapa de remocidn de

biomasa.

9. Proceso de acuerdo <con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en el que ademas de las sales de
propionato, también se precipitan otras sales de carboxilato,

en particular sales de succinato y/o acetato.

10. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, en el que las sales de succinato y las
sales de propionato se precipitan secuencialmente a partir del

segundo caldo de fermentacidn.
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RESUMEN

La invencién se refiere a un proceso para la fabricacidén de
productos de propionato mediante fermentacidédn, gque comprende
las etapas de: - fermentar una fuente de carbono seleccionada
de azlUcares y lactato en un medio de fermentacidn por medio de
un microorganismo  productor de dcido propidénico para
proporcionar un primer caldo de fermentacidn que comprende una
sal de propionato, - recuperar el microorganismo productor de
acido propidénico del primer caldo de fermentacidn, - someter
el primer caldo de fermentacidén del que se ha recuperado el
microorganismo productor de acido propidnico a una etapa de
remocibén de agua para formar un primer producto de sal de
propionato, - fermentar una fuente de carbono que comprende
glicerol con el microorganismo productor de &cido propidnico
recuperado del primer caldo de fermentacidén en presencia de
una sal alcalina inorgédnica para proporcionar un segundo caldo
de fermentacidén gque comprende una sal propionato, - someter el
segundo caldo de fermentacidén a una etapa de purificacidn que
comprende al menos una etapa de precipitacidn, para formar un
segundo producto de sal de propionato. El proceso de acuerdo
con la invencién permite la fabricacidén eficiente de productos

de sales de propionato.



