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para una patente de 1nveuc16“, por velnte afiog @ por » Procedimien =

S

to para la obtencidn 31multanéq de alcohol but g lico y de acetona
por fermentacién. » a favor ae los Senores Inbm Don Hugo WERTHEIN

de nacionalidad austrizco y el‘ﬁDr. Doﬁ'Walter‘?OLbAK de naciona-

iy
Clmiitzs C. S. Re.» (Austria) respectivigente.

-—

lidad checoeslovacos residentes enaWien. &IX Dralcavasse. n® 10 y

o.lo-oo.l~z:&£c o= 3
El objeto del invento es la obtencidn del

K

leohol butflico y aceto-
n& por termentacién de hidratos de carbono con auxilio de bacterias

%
de iz especie bac. amylobacter A, li. et Bredeman (Zentral Blatt f.

3

%
Bakteriologie, 1909 (Sec, II} 26,485}, obtenidag por cultivo en can
tidades crecientes de 4cido.

;
Despuds de haber comprobado Fernbach (patente ﬁiomana 0238.,5%%) que
en la fermentacibn de hidratos de carbono

contienen, meciante fermentos cel = typus
abrigo del aire,

o de substancias que los

se formman como productos

bac. putylicus Fitz» al
lico y acetona con pegueflas cantidades de

principales alcoholmt{ -
cedimiento se ha desarrollado raplidamente

otros alcoholesy este prow-
en los E. U. A., hasta
obtener unza gran importancia industrial, Como productos de partids
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pueden servir materias primas naturales, lo mismo las que contienen

fécula que azficar, pues los productores de la fermentacién bacterim

na de la acetona y el alcohol butflico pueden destrnir facil y enci-
4 ¢ maticamente la fécula en monosacdridos. El alcohol butfiico y la a -
cetona se forwan por todos los fermentos hasta ahoras usados, en la
:
reiacifn tija de 2 : 1. Bl renaimiento en » disolventes » oscila enw-

tre 21 - 25 j%, calculado por el mafz seco. Juntamente se forman,

como productos ;asiformes de la fermentaciéy,anniarido carbénico

5 e hiarogeno, ig %
Bl desarrollo de estz clase q% fermentaciénénasta el ectado actual
'‘de la tecnica, se ha favorec{do especialmenge por el conocimiento
" de que, para la obtencidn reﬁular de fermentaciones energicass se
i
debe partir de cultivos, que'Po conteny an formas vegetativas, sino
6 exclusiveamente esporas, Seeﬁnwfsto. para 1& siembra se emplean cul-
tivos que se hayan calentado b evemente a upos 95°, 8¢ ha compro =
bado auemds que los &cidos orig ﬁgados en lalfermeﬁtacién no se de -
ben neutralizar con creta. Para 13 marcha regular de la fermenta -
cibn se requiere, sntes bien, que la acidez aimente constentemente
7 el principio hasta que alcanze un méximo paravﬁescenden luego tam -
bien constantemente nasta el final de la fennen%a016n. La curva de
esta se ha comprobado ser un medio importante pagg vigilar el servi =
cio; cuando la acidez retrocede muy lentamente o &yizas nada en absol
’ lutos» entonces es esto mma sefial segura de gue losicaldos estén infec
8 tados o de que el mismo fermento se ha debilitado.Eiécontenido de los
caldos en hidrato de carbono debe quedar considerablépente por bajo
Ge las concentraciones que se permiten en la fernentacidn elcoholica,
el 1{mite méximo viene sefialado por 8% de tecula. Los productares de
la fermentacién acetona-butilalcoholica son, por consizuiente, res =
pecto a sus proplios productos de metabolismos, considerablemente mas

9 sensibles que los fermentos. Fero, & pesar de la menor concentrscién

la viscosidad de los caldos preparsdos por vaporizacién o tratamien
To por vapor de los productes de partida bajo presién, especlalmen

te al trabsjarse harina de maiz, es considerable especialmente
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por 1o cusl se ha propuesto realizar esta coceién a presién sgresan ~
do las cantidades limitacdas de Acido clorhfdrico que precisauente bas-
tan para transformar en monofosfatos los daifosfatos contenidos en

la harina. Pinalmente, ha recomendado también Fernbach, agrezar a

las materias primas convertidas en caldo y que contienen el hidrato

de carbonos como alimento, fermentos atacados en caso necesario o

parcialmente destruidos. £
Junto a estas propuestas més o ménos importantes para el desarrollo

¢

industrial del procedimientos se gncuentran también, especialmente
en les memorias de las patentes, ;pdicaciones sobre diverses organis-
mos, & los que Se atribuyen prop1ed§des especfficas para este pro -
ceso, Asf, por ejegplo, segfn weizmah (patente austriaca 95,449) se
deben emplear en general bacteias registentes al calor, existentes
entre otros sitios en el suelo y en 1o§=frutos del campos las cua -

les liquidan la selatina y sin emplear sﬁwultanednente fermentos o

simileres, transforman lz meyor parte de l&%fécula del malz o de

.‘%

otros cereales en condiciones aerohias o anaegoblas. directamente
en una mezcla de alcohol butflico y acetona. éékgs han creido haber
descubierto para este objeto clases especlales d;\picrooréanismos
las cuales describen y denominan. Pero por insvestigaciones impor -
tantes se he afirmado y en parte demostrado, que estos organismos
solo son diversos por el nombre y siempre pertenecen a la especie
becillus amylobacter A. ., et Bredeman, pues las diversidades mor-
folbgicas y fisiolbgicas quizés existentes solo se originam por la
accifn ae diversos alimentos y proceaimientos de cultivo. De hecho
han conseguldo los solicitantes de la presente patente por largos
afios de ensayos actuar de tal monera, mediante un procedimiento es -
pecial de cultivo, sobre las propiedades del bac, amylobacter A. M.
et Bredeman, que lo han capacitado pare, en condiciones adecuadas,
fermentar totalmente la fécula u otros hidratos de carbono y por

ejemplo, con el resultado conocido de ques juntamente con loS pro -

ductos gasiformes de la fermentacifn (anhidride carbénico e hidré -
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.eno) se forme una mezcls ae alcohol but{iico y acetona normal en la
relacibn de 2 ¢ 1, junto con pequefias cantidades de oftros alcoholes,
s %1 objeto del invento lo constituye primeramente este mé -
todo especial de cultivo o desarrollo, el cual parte del hecho de
17 gue todos los proauctores de la termentacidn acetona - butilalcohd-
lica cualquiera que sea el nombre que siempre se les haya dado, €on
extraordinariamente sensibles a los écid@s, pues en alimentos feci -
aos de.eneran, se tornan asporogencs y fgpalmente sucumben. El ob =
jeto del invento es reducir por nabituacigy paulatina la sensibili-
18 dad de los fermentos de esta clase al éciJ%}libre. El procedimiento
hgllsdo para llevar a la préctica esta idea%del invent o consiste
esencialmente en cult ivar progresivamente sodre cuerpos de alimenta-
cibn con acidez inicial creciente el bacilllas %4 M., et Bredeman sin
neutralizar el 4cido que se forma en la fermentq016n. hasta tanto
19 que Se Torne resistente en grado convenlente al ﬁplao. pero entre
cada dos cultivos subsiguientes en un allmento de gsta clase (que
en adeliante desi_naremos por » fermentaagones de ndhltua016n n)s
se invercala une fermentecidn en medio ndqtro 0 alcallno neutra -
lizando los Acidos que se forman en la mism%x{llamadas & continua -
20 cién fermentaciones de esporulacidn)e y los c&i&ivos se calientan
-,
antes de inocular la fermentacién siguiente de héb{tuacién con ma =
" yor 4cidez inicizl cada vez, en la rorma usual aurazzé breve tiem =
po para matar todas las formas vegetativas, de suerte gue solo se
sigan cultivando esporas en las fermentacioncs de habituacién.
21 Sefuns una forma preferente de ejecucibn cel invento se impide ppr
retencidn o tamponaje gel dedio alimentador de lasfermentaciones
de habituacidn, el que la concentracibn de los iones hidrdgenoc, a
pesar de aumentar el 4cidos sobrepase durante la fermentacién cier -
tos 1{mites, mumentando el grado de tamponaje T[ de los medios de
22 alimentacién en las subsiguientes fermemtaciones de mbituacidn,

en conformidad con la acidez inicial creciente. Para el tamponale

se prestan especialmente los sistemas conocidos: mezclaé de 4cidos
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debiles gon sus seles alcalines (v, lilchaelis). La concentracibn de
los iones hidrf_eno » p. ¥7 Ss y pag. 89 y ss.

El grado de tamponajé z; se expresa matematicaiente como el co =
ciente aiferenciel de Py, sesln el fcido agregado (o la lejfa) 8
tomado estrictamente, como el cociente parcial diferencial con un
Ph determinado, El grado nﬁmerigo del tamponaje ée determina como

sa sabe midiendo la variacién dél valor Ph’ agregando una cantidad
vequefia determinada de 4cldo o dé&glcali a une cantidad dzda del
medio fermentante. Lot aditauentoéageberian teoricamente ser infi -
nitémente pequelios, pero en la praé%;ca el 1fmite inferior viene
dado por la exactitud del método par;%determinar Ph, Para cbtener
resultados comparavles de medlua, el écido (lejf{a) adicionada debe
ser de cantidad constente en todos los eﬁ§ayos. Como base de los
vaLores'n; abajo indicados Se supone el sijulente método conocido

de determinacién. Se toman tres pruebas del edio fermentante al
mismo tiempos por ejemplo cada una &e 1 ;mé ﬁn una de estas prue -
bas se mide el valor Ph, seyfin el métudo usual, A l2 sezunda prue-
ba e asregan 0,5 cm® de nf100 Hoi0,» ax;a tercera 045 cmd de n/100
NeOH, después se mide el valor Ph, tembién en estas dos pruebas

por el mismo método. Las variaciones de los valores Ph, son indi -
rectamente proporcionales &l tanponaje., Los importes de estas va =
riaciones deberian tener teoricamente el mismo valor con diversos
signog. Practicamente entre las variaciones del valor ph, provocadas
por contidades equivalentes de 4cildo y lej{a, se presentan con fre -
cuencia diferencias considerables. En la determinacién practica se
toma la media sritmetica de las variaciones del valor Fh, segﬁn el
lado 4cido ¥y el alcalinos como [’n. Para determinar el ph, se ha eum-
pleado el métcdo conocido de hojas de indicador del Dr. Peter Wulff
(patente alemana &05091).

El grade de tamponaje de los medios de alimentacidn de las suosi -
sulentes fermentaciones de habituscifn se regula de tal Suergem em ~
vleando este método de determinac idn, que aumente lentamente ﬁesde

1

unos 4, al principio de 1la serié de cultivos. Se ha comprobado ser
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muy conveniente en esto el emplear también para la detencibn o tam-

ponaje, dei medio fermentante mezclas de materias activamente deten

toras de i_ual clase como las que se g Te.an después en las fermen-

taciones principales a la substancia ae partida que contiene hidra-
60 t08 de carbonos como alimentos nitrogenados (por ejemplo, cermenes

de malta, fermentos muertos y con preferencia destruldos, urea, fos-

fato aménico o similares). Asfi se conei_ue que el microorganismo

con la habituacidn a cantidedes crecientes de 4cido, se acostunbre

simultaneamente también a vantidades crecientes de tales aditamentos

%

- ",

81 alimenticios nitrogenados,
Para aciaificar los alimentos de estas fermentaciones de habitua-
9 cibn se emplean con preferenc;ia fcidos orgénicos, preferentemente
4cidc léctico. Se lle,a a i0s mejQres,resultados cuando la acidez
fnicial del medio fermentante se hace crecer en las subsizuientes
%2 fermenteciones de habituacién con un T~ de 4 proximamente, de O»l

T

{4 1,6, (Los prados de acidez indican aquf ‘y en adelante el ndme ro

i m
° ge lejfa de sosa caustlca normal.‘hge son necesarios,

8

de 1os cm

¥

sirviéndose de azul de bromotimol, cghg 1ndicadoh{ para neutralizar

!

100 cm® del medio), Con el crecimiento ue'i_ dCldeZJy del grado de
03 tamponajes se puede uacer también crecer const énte la concen -
traceifn del alimento en hidratos de carbono desde una fermentacién
" 8 otre fermentacion de habituacibn.
Se comienza preferentemente con alimentos que conten;an liﬁ de hi -
drato de carbono (calculado como fécula) y se termina con un conte-
34 nido en hidrato de carbono de 6~8 7,
El medio de cultivo, de composicibn varizbles empleado para las
fermentaciones de hzbituacibn, puede contener como substancia de
partida con hidratos de carbono, por ejemplo, patatas, harina de
maiz o de arroz, Las mezclas nitrogenedas de tamponaje, contienen

%5 por ejemplo, gérmenes de malta o fermentos autolizados, urea o fos-

fato o sulfato amdnico en diversas combinaciones., Bl alimento o me=

dio de cultivo para la=s fermentaciones de esporulacmén es de conpoe-
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sicifn constante y se compone, por ejemplo, de 100 partes en peso
de papilla de patata, 100 partes en peso de aguay 10 partes en pe-~
so de gérmenes de malta o sangre y 2 partes en peso ae creta (Cacoz).
Ambos medios de cultivo se ponen en probetas y se estirilizan tres
veces fraccionadauente. LBl bacilo se recoge o de la tierra ¢ de los
trutos del campo, segsfin los métodos indicados por Bredemann y se
cultiva puro (2.2.0.p. 590358). o se toman esporas de diversas fa-
milies del vac. amylobacteria. ki. et Bredemann de cultives ya exis-
tentes. Estos organismos se siguen cultivendo primero durante 24
horas en el medio de cultivo dexquorulaciSn, luego unos b5 minutos
Sse calientan a unos 9C° y se inoculan en el primer medio de culti -
vo de la primera fermentacion dg habituacibn. DeSpués de una fermen
tacin de 24, horas, se examinan los cultivos en la forma usual res-
pecto a sus propledades bacteriolbgicas, mor#plégicas v fisioldgi~-
casS, Los microorganismos mejores se Llevan deépués & una segunda
rermentacién en medio de multivo de equ;ulaci6n vy después de mater
las formas vegetativas se trensportan a iza,medios dejcultivo con -
venlentermente preparados de la segunda fermentaq\én de habituacibn.
Lodas las fermentaciones se realizan por completo\bn forma anaero-
bla a 67 « ¥8 ° C, Este procedimiento de la fementacién alternati-
va de habituacibn y esporulacién se continua hasta que una fermen-
tacién de prueba indica que los organismos de un caldo que contie-
nen 6 - 8 j de fécula adidificads por adicién de 4cido hasta unae
acidez titulada de 1,4 ~ 1,6 ¥y que con un grado inicial de tampona~
Je de por lo menos 4, posee un Ph, de 5-4,7, son capaces de fermen-
tar hasta la completa desaparicibn de los hidratos de carbonos con
lo cual cdebe decirse que en el medio fermentante no uebe poderse
comprobar practicamente al final de la fermentacifn ni azucar ni
tecula, (Como los cultivos producen mucho £ass para realizar esta
fermentacién de prueba se utiiizan balones ques como es usual para
el cultivo de microorganismos anaeronios, estén provistos de cie -~
rres edecuadoss permeables al gas). A este fin se llega solo des =

pués de uns largaisima serie de fermenbaciones de habituac ibn, pero
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sin estar obligados a la sekeccidn de colonias morfologicamente de

5
~

?V antemano diversas del bac, amylobacter A. i. et Bredemann.

LESPECIAL MoviL! '
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3irviéndose ae este método se he conseguldo siempre el cultivar en
.

.

series de més de cien fermentaciones de habituacibn dos familias

de esta ecpecle mu; adecuadas para reslizar la fermentzcién de la
acetona y alcohol butvflico, las cusles ueben designarse como baci-
llus amylobacter W, y bacillus amylobscter S. Estos dos géneros se
diferencian morfologicamente entre sf{ en sus formas de vegetacién
unicauente poirque el bacillus amglobacter W, forme bacillus més
largos, mientres que les formaes de vegetacion del otro género po -
seen una conformacién menos adeléaéada. Bn la fase de esporulacidn
Predominan en el bacillus amylobacter We lau formas plestridiéni -
cas y en el otro género las formas clostridlénlcas. lLas formas oiw-
aiénices de ambos or,anismos vienen una movilidad muy viva. Ambas
familias & géneros no liquiden la gelatina y son necesariamente
anaerobias; por esto, bajo estos dos aspectos se nal;an én contra~
posicibn a las bactereas recomendadas por Weizmann (Eégghte aus -
triaca n° Y5,449),

Para realizar la fermentacibn en gran escala se emplean unicamen =
te cultivos que contienen esporas, como se hace de ordinarios au =
menténdolo en varias adiciones de voldmen creciente, hasta que se
tiene la cantidad necesaria para preparar el @aldo principal.

Los caldos para la fermentacién grande se preparan también en la
forma usual. Lz concentracién optima en fécula o azucar es de 6 -

7 oo

Separsndose de lo conocido, se puede, sin embargo, realizar segfn
el invento la fermentacién principal en caldos que antes de iniciar=
se la fermentacién se han acidificado por adicibn o formacién fer -
mentativa de 4cldos orgénicos, especialmente de 4cido léctico. Tam-
pién el caldo principal se agregan adenés ventajosamente mezclas

de Substancias de buena accibn detentora, gque al mismo tiempo sean

aiimentos nitrogenados, por ejemplo, mezclas alvuminbedeas de orie
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gén vepetal, y ademds combinacicnes ¢e amonio, especisluente de sa

[

les de amoniaco o urea.

49 Se ha comprobato ser convengente ajustar ls zcidez inicial del cal -
/ “" 0o principal (acidez titulada por el azul c¢e bromotimol) por lo me -
nos a leyg - 1s6 °, H1l valor Pp tebe hallarse con un grado ée tampo -
Bpeje de por 1lo m;nos 4, entre b - 4,6, En unibn con esto, se obtie-
ne para el concrolggel servicio la regla para vigilar la fermentacibn
o0 no solo medisnte exéﬁén bactereoldgico y determinacién de la curva,
de seidezy sino tambiéﬁ.mediante medidas periodicas del gzrado de
tamponaje, adaptandose ei%%flor HE a la variacién de la acidez, eS =
to es, debienco aumentar coﬁﬂéstos ¥y alcanzar preferentemente con
el maximo de acidez su valor mé;imq. Si se comprueba un grado de
o1l tamponaje dnsuficientemente elevadof”entonces este puede compensar -
Se sgregando aaitamentos de fuerte acqién detentora en el uecurso
de la fermentacién principal, por ejemplo, sales de 1los aclidos lac -
tico, vinico, citrico u oxalico. De esta torma la reduccién de la
Sensibilidad de los termentos recpecto a los acidos por la fermen -
52 tacion de habituacion arriba descrita, se aprovecha para asegurar
la pureza de la fermentacion principal en un grado haste shora no
conseguido y en combinaecibn con ello para obtener eon ello.regular -
mente los rendimientos mas elevados, Con estas condiciones de tre -
bajo se consigue en el punto mas elevado de la fermentacidn princi -
5% pal el méximo ae acidez de 8 - 9°. Segfn esto, por 1os orgenismos
habituados al acico se forman en el decurso ce lz fementaciédn can -
tldedes de acido bastante mayores due las que se han opservado has =
ta ahora en la fermentacion de ls acetona y alcohol butflico.
Bjemplo de ejecucibn, =
54 100 litros ael caldo deben contener aproximadamente %5 - 57 kg. de

patatas o 9 - 10 kKg. de harine de malz. Otros materiales que contie -

nen fécula, se TrabaJan en conformidad con su contenido en ests en

caldes de igual concentracidén (6 & 7 % de fécula pural.
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Lazs patatas se ponen sin triturar y el maiz o similar en forma de
herina con la centidad adecuada de agua en autoclaves, provistos
de agitadores y se tratan por vapor a una presifn de 2 - % atmosfe
rag aurante 1 - 2 horas. Los aditamentos de alimento (fermentos
muertos o autolizaaos o gérmenes de malta, en unién con urea o fos-
fato o sulfato amonicos o con otras substancias analogas nitrcgena-
das en combilnaciones civersas) se incorporan al caldo con prefe -
rercle ya en el autoclave., Son eomposiciones adecuadas, por ejemplo
por 1C0 litros de ca%ao, 125 g+ de fermentos nuertos o destruidos,
125 g. ae germenes dé%@glta Yy 40 g. de sulfato amonico. E1 caldo
Se eXpulsa por insuflacf%nAairectamente a recipientes de fermen -
tacion previamente esteriliﬁh@os con esmero, provistos de a itado-
ress eompletamente cerrados y %gﬁmgen provistos con una construc -
“Ao,

2,

clon adecuada pzra recoser los sages descrendidos. Despues de ajus

'
<o i3

tar la conveniente acicez iniecial, para,la que se agregan prefe -
rentemente 80 - 90 cm® de un acido laééﬁcanal.So % por cada 100
1itros de caldos se enfria este a 1la tempe;éhqga de fermentacibn
de 97 - 88 ° C, mediante, por ejemplo, un reftié;?aqge ingerto;
pero para este objeto tawbién _uede hacerse pasar por\aparatos in-
tercalsdos de intercambio termico.

Cuando el cvalde principal se ha preparado para actuar, se debe tam
bien tener preparada de antemano la adicion de bacterias, de volu-
men adecuado. rara su preparacion se inocula bacteriuwm amylobacter
We 0 3. despues de calentado brevemente = unos Y0°, en 100 cm?d de
medio de cultivo preparado aproximadamente en igual forma que el
calco principal y se le deja desarrollarse a 47 - 48 ° Cy en con =
diciones anaerobias, Después de unas 48 horas comienza el creci -
miento y el desarrollo de los oidios. Después de haberse cerciorado
de la naturaleza perfecta del cultivo, se efectua la inoculacidén

a unos dos litros de caldo esteril de igual naturalesa y despues
de unss 24 horas, a unos 20 litros de caldo de i ual clase, Des -

pués de otras 24 horas se llevan estos 20 litros a un caldo previaw

mente preparado de 200 a ¥0D litros, el cual después de otras 24
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?E%-norac se Introduce en el caldo principal, preparado entretanto pa~

ra su actuaeién.

Durante la fermentacién cel caldo principal se determinan por lo

61 7 menos 4 veces por afa, ademds el cont rog bacteriolégico y de la
acidez de titulacion, el valor ph y el grado de tamponaje, lo cual
en ciertas circunstancias concuce a agregar otra sustancia de tam -
ponaje. Despues de unas 30 - 52 horss de fermentacion, dursnte lasg
cuales el caldo fenmentaﬁﬁe se debe azitar con precaucidn hacia

62 arriba ¥ abajo, se alcanzaggl punto méximo de la fermentacibn y

consigulentemente tampién elamgximo de acidez (hasta 8 = 9° ). Ese

te contenido maximo de acido, égﬁsoporta sin debilitacibn por los

organismos habituados al acido en union con el grado elevado de

temponaje del caldo, Después de unas. 48. -horas se ha terminado la

63 termentacién, esto es, no puede pract£%§m§nteﬁqggprobarse en el

e

calao ni fécula ni azucar. - *‘x:§
Decpués de terminarse la fermentacidn se ogfignen los productos
principales trormados (alcohol bputflico v acetogbq‘por el metodo
usual, mediante dectilacion fraccionada. Las pequé%hg cantidades
64 de otros alcoholes, parece que no pueden obtenerse e;}nomicamente
por una obtenclon separada.
Los gases, nidrbgeno y annidrido carbbnico, que se desprenden du -
rente la fermentacibn, pueden aprovebherse, como y2 se ha hecho,
igualmente que los residuos que contienen Preciosas substanciasg
65 rare plensos.
Ya se ha propuesto el llevar log genersdores de la fermentacién
acetona - butilalconolica, por habituacion a ciertas substancias
existentes en la llamada fermentacion bererosa en el caldo, a un
estado por el que se ha de impedir la formacion de esta rerturba=-
66 cion epidemica del servicio, Estas substancias no se retienen por
los tiltpos de las bacterias al filtrar cuidadosamente el caldo y
también por otros motivos se deduce la naturaleza ultramicrosco -

Plca de 1los productores de la fermentacién beresosas Se trata, por

consiguiente aquf, como se ha sospechado, de Labituar los organis-
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67 mgs a un virus invisible o a un bacteriofago. De igual maners tam -

3
',Qﬁfb ‘““bién es conocido el método de someter los cultivos a uno o varios

procesos selectivos, cultivandose en una aisoluciédn alimenticilas

~ a le gue se agregan pequefias vantidades de los productos que se han
de obtener por fermentacién, 5n este caso se trata de hacer resis -

68 tentes los fermentos a la acetona o al alchhol butilico. Con estos
métodos conocidos, solo tienen de comfn el solicitado el método bac
teriologico conoecido de habituar los microorganismos & determinadas
substanciss por repetido cultivo en presencia de las mismas,.
X 0o T A.

Descrito suficientemente el presente invento lo gue se declara como

.’ de noveadad e invencion propila, son lgswéibuientes reivindicacioness

69 1) Un procecimiento para la obtencién~sim%}tanea de alcohol butfli -
c0 ¥ avetona por termentacidn, caracterlzadéxgorque como fermentos
o productores de 1a fermentacién se empleen f&?&llds ge la especie
bac, amylobacter A. L. et Bredemann, habituadas por cultivo a can -
tidades cvrecientes de &cido.

70 2) Un procedimiento se_dn lo reivindicado en el puﬁ%bm}, caracter =
r.zaao porgque lsg familiss del bacillus amylobacter A.rﬁ} et Bre -
demann, se cultivan progresivamente en alimentos con acidez inicisal
creciente sin neutrelizar el 4cido que se torman en la fermentacién
en una serie de estas (fermentaciones de hebituacién) intercalan -

' 71 dose entre cada 2 fermentacionec sucesivas de habituscion una fer -
mentacion en medic neutro o alcalino sin neutralizar los acidos que
se forman en ia Ffcermentacion (fermentacion ce esporulacion) y los
cultivos, antes de la inoculccion a la siguiente fermentacion de
hebituacion con acidez mas elevada, se cealientan cada vez brevemen-

72 %e en la forma conocida, para matar todas las formas vegetativas.

3) Una rorma de ejecucibn del procedimiento reivindicado en el pun =~
to £, carscterizada porque el aumento ce 1l concentracién de iones
hidrogeno aurante la fermentacion se limi.a, mediante temponaje o

detencion de 1los medios alimenticios de las fermentaciones de ha -
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bituacién y esto sirviendose preferentemente de las mezclas de cul-
tvivo detentoras; acido debil y sal alcalina de este acido, aumen -

. VA4

tandose el grado de tamponajle de 1os medioS alimenticlios en las subse

Biguientes fermentaciones de habituacion de acidez inicial creclen -
te.

74 4) Una forma de ejecucién Gel procedimiento reivindicado en los
puntos 2 y 3, caracterizada porque pare la retencién de los medios
fermenteantes de ias fermentaciones de hab:tuacibn, se emplean con-
juntamente mezclas de substancias detentoras de igual clase, como
1as que £e a reian después eni}a fermentacion principsl a la subs-

75 tancla de partide gue contienééxcnidrato e carbono, como alimen -

, tos nitrogenados. t\,
E=N
5) Una forma de ejecucién del,procé&ipiento reilvindicado en los
A

.
puntos 2 4 4, caracterizada porgue la ngdez inicial del medio fer-

mentante se hace aumentar en leas subsigu}gntes fermentaciones de
‘\»,. .

g
76  habituacién con un [ de 4, de 0,1 4 1.€>’3"~-~-~§

6) Una torma de ejecucién del procedimiento reivindicado en los

puntos 2 4 5, caracterizada poraque también se hace aumentar conse

tantemente la concentracidn del medio alimentiéighen hicrato de

hE

. . M,
carbono de una & otra fermentacion de habituacién, cemenzandose

“n,

VX con una concentracidn de 1 % de hidrato de carbono (calculado co -
® mo fecula) y terminandose con una concentracién de 6 - 8 Lo

7) Un procecimiento segun lo reivindicado en los puntos 1 a €, ca-
racterizado porque L1os calaos de la fermentacién prinpipal se adi-
ditican por adicidn o formacibu fermentativa de 4cidos organicos,
78 especialuente de acido lactico.
8) Una forma de ejecucion del procedimiento reivindicado en los
puntos 1 4 7, caracterizado porque al valdo se azrezgan mezclas de
substancias de buena accion detentora o tampon, que al mismo tiem=~
po sirven de slimento nitrogenado, y ademas combinaciones de amo -
79 nio o / y urea,

9) Una rorma de ejecucién del procedimiento reivindicado en los
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puntos 7 y 8, caracterizado porque la acidez inicial del caldo prin-

cipal (acidez titulada por el azul de bromotimol) se ajusta por lo

menos & ls4& - 16,

80 10) Una forma de ejecucibn del procedimiento reivindicado en los
puntos 7 4 9, caracterizada porque el valor ih, en el caldo prin -
cipal, con un grado de tamponaje de por lo menos 4, se ajusta en -
tre £-4,6,

11) Una forma ce ejecucidn Cel procedimiento reivindicado en los
gl puntos 7 4 10, carscterizada.porque la marchs de la fermentacién
se vigila mediante medidas periodicas del grado de tamponaje y se

adapta el valor Z["a.la variacion de la scidez, esto es, crece con

. esta y aleanza preferentemente su.valor maximo con el maximo de
acidez.
82 18) Una forma de ejecucion del procecimiento reivindicado en los

puntos 7 4 11, caracterizada porqué al cgmprobar grados de tampo -

naje fnsuficientemente elevados enfel desurso de la fermentacién

prineipal, se agregan al caldo principal adltamentos de elevada

accibn detentora o tampén. por ejemplo, sales de los fcidos lac -
8s tico, vinico, cf{trico, u oxhlico,

S

13) » Procedimiento para la obtenchén simﬂtanea\&aﬂglcohol phti ~
lico y de acetona por fermentacibn, » cegln se descgibe y relvin -
dica en esta memoria éescriptiva.

Consta esta descripeién de catorce hojas foliadas y escritas a me

84 quina por una sola de sus caras.

Madrid, a 1C de Pebrero de 1990,

Leocadio Lépez y Lbépez., =
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