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MEMORIA DESCRIPTIVA DE LA PATENTE DE INTRODUGC
CION QUE SOLICITA DON CARLOS ZULUETA DE HAZDO

MICILIADO EN MADRID; CALLE CONDE DE PENALVER,
NUMERQO 68 POR UN PROCEDIMIENTO PARA LA OBTEN-
CION DE ACIDOS ORGANICOS,.-

-
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MEMORIA DESCRIPTIVA

=g

De la Patente de introduccidn que solicite Don
Carlos Zulueta de Haz, domiciliado en Medrid, calle Conde
de Pefialver nimero 68 por YPROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION
DE ACIDOS ORGANICOSY,

En el pasado, los écidos orgénicos tales como dcido
citrico,vitacénico y Oxietilendicarboxilicos, habien sido pro-
ducidos por la accidn de cultivos de mohos por fermentacién en
un medio conteniendo fuentes fermentables de carbono, fuenteas g
similables de nitrdgeno junto con variaes sustanciass inorgdnicas
nutrientes conocidase y elementos trazos, El primer mecanismo de
produccidn de estos dcidos por fermentacidn con mohos resulta-
ba con un rendimiento muy bajo considersblemente menor que el
basado tedriocamente sobre le fuente de carbdén metaboligada por
los mohos, Esta desventaja puede ser causahen parte por la for
macién de otros écidos orgdnicos, los cuales no sdlo reducen
el rendimiento de los gcidos deseados, sino que dificultan al

mismo tiempo los procesos de recuperacidén y separacidn,

Un objeto de esta invencién es suministrar un proce-
go donde se aumentan los rendimientos de los dcidos deseados y
la produccidén de producto no deseado sea en su mayor parte in-
hibida, Otro objeto es suministrar un proceso donde las dificul
tades en recuperar tales dcidos encontradas por investigadores
anteriores son reducidas o0 eliminadas y ain los dcidos pueden
ser producidos mis economicemente por el uso defuentes de nutri

cidén més impuras. E1l objeto de esta invencidén es conseguido por
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el uso de acetato de metilo o un alcohol monohidrico de bajo pe
so molecular que se afiaden al medio de fermentacidn., E1 objeto
de este alcohol es estimuler un mayor rendimiento en los &cidos
deseados. la exacta naturaleza del mecanismo es haste ehora des-
conocida. Yo he aprendido sin embargo, que no depende del meta~
bolismo de los ajcoholes; esto no se puede tomas como una re-
gla; de hecho, en unas pocas muestras el etanol es metabolizado
ligeramente y por esta razdén no es tan efectivo como otros alco

holes, ®&in embargo, produce un aumento en el rendimiento,

De mcuerdo con esta invencidn el acetato de metilo,
metanol y etanol son afiadidos gi medio de fermentacién en can~
+idad entre 1 y 5% por volumen, pfeferentemente de 1 a 3%. Las
fermentaciones son de todos modos llevadas en general de acuer-
do con métodos conocidos. Por ejemplo el mismo tipo géneral del
medio nutriente es ahora empleado conteniendo las fuentes co-
rrientes fermentables de carbdn, medio nutriente, etc., con las
excepciones que serén descritas méa adelante, Los mismos orga—
nismos son empleados como ya son conocidos en el arte de produ-

cir los dcldos deseados, Las fermentaciones pueden ser llevadas

ya por métodos superficiales o sumergldos.

El efecto de ests adicidn en producir meyores rendi-
mientos de &cidos, no es genersl para tode clase de férmentacig
nes que producen écidos. Sin embargo, yo he descubierto gue no
es posible predecir los efectos en la produccidn de dcidos en
el crecimiento vegetativo de los mohos o en la estimulgcidén o
inh;bioién de productos de metabolismos no deseados, por ejem-
Plo, ni el metanol, etanol o propanol aumentardn el rendimiento
de édcido Kojico apreciablemente. E1 rendimiento de doido glucéd-

nico es actuslmente reducido por adicidn de alcoholes,

Por este invento se ha descublerto durante los cursos
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de las investigaciones, que la relacidén entre el crecimiento ve-
getativo de un orgenismo y la produccidn Sptime de dcido, de a-
cuerdo con el proceso, es contraria a la gque nprmalmente debe es
perarse en general, EL efecto de esta adicidén es disminuir el
crecimiento del micelio cuaﬁdo son comparados con una fermenta-
cién control. En muy pocos casos aislados se ha nobade una li-
gera o temporal estimulacidn del crecimiento del micelio, pero
esto ha desaparecido cuando la fermentacién continua obteniendo
un resultado neto de reduccidén en el desarrollo del miorobio. El
efecto fisioldgico de estas adiciones parece ser el de un tdxico
que reduce la vegetacidn y la tendencia a la esporolucidn. Si se
emplea en cantidad excesiva & las cantidades sefinladas, el efec-—

to es que reduce materialmente el crecimiento del organismo y la

" producoldn de dcidos. Sin embargo, dentro de los limites especi-

ficados sun se obtiene una pequefia reduccidn en el crecimiento
del micelio y los dcidos deseados son producidos con sorpresa
con rendimientos mayores y la produccidén de sub-productos no de-

seados es reducida,

Las ventajas de la invencidn no son limitadas a un cre-

cimiento en rendimiento de los dcidos, sino que comprende otres

valiosas caracteri{sticas, por ejemplo, empleando la invencidn,

la fermentacidn puede ser llevada con éxito sin necesidad de u~
tilizar medios nutrientes puros o la eliminagién de elementos
trazes, tales como mengsneso en el caso del 4dcido citrico. Ade-
més las fermentaclones no son tan sensibles en los valores del
pH como en los métodos anteriores. “e acuerdo con este proceso
la fermentacidn puede ser llevada con pH iniciel entre 1'5 y 3'5.
Este 1ltimo dato es de valor particular utilizendo melazas con
fuentes de carbdn en la produccidn de dcido citrico, en las que
es dif{cil bajar el pH a un nivel de condiciones éptimas haste

ehora conocidas,



85

90

95

100

105

g &
El écido citrico puede ser produ;ido de acuerdo con
esta invencidén, empleando orgenismos conocidos que produden &ci-~
do citrico, por ejemplo son los Aspergillus niger; A, Wentii;
A. Schiemanni, Penicillium Implicetum y otros. Las fuentes de
carbén pueden ser glucosa, sacarosa, melazas tales como melazae
de remolacha y Blackstrap molasses, alcohdles polihfdricos, al-
midén o almidones modificedos, granos molidos y otros. En el ca-
so del acido itacdnico, el organismo empleado puede ser vearieda-
des del Aspergillus térreus con medios nutrientes similares &
los empleados en el caso del &dcido citrico. Acido oxietilen di-
carboxilico es producido por tales orgénismos como el Aspergi-
llus fumigetoe. La fuente de carbdn puede ser glucosea comercial
u otros materiales hidrocarbonos itiles parae producir este dci-
do perticular., Los sigulentes ejemples son ilustraciones de mi

invencidns

Ejemplo num, 1.—- Este ejemplo ilustra el efecto del

metanol; etanol, isopropanol, en la produccidn de dcido oxieti-
lendicarboxilico preparado con sal cdlcica, Porciones de 50 ml.
de un medio de fermentacidn fueron preparadas en serle de fras-—
cos Erlenmeyer de 200 ml, E1l medio tiene los siguientes ingre-—
dientes afiadidos haste un litro:

Groms
Glucose monOh.ydrateoooooqoc 150'0
Beet molesBeSecsccrcesnccas 20'0
Corn steeg 1iQUOTececencans 10'0
Mgso -7H2 ¢tseseeescsenssseoe 0'25
(NH4$.280400.00oo.-oocoooool 0'70
mPo ® 6 08 o "8 TG QSO SR OO NE S 0'30
21304&7H20'..‘.0.0.00l..t.. 0.044

A cada cultivo se afiadiréd 1'5 gramos de carbonato
cdlcico. Justo entes de empezar ls inoculacidn fueron afiadidas
cantidades variables de varios alcoholes, al medio estéril. lLa
inoculacién fué llevade a cabo con la adicidn de esporas no ges

minadas del Aspergillus fumigatos,
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Los frascos fueron incubados por doce dias a 302, Los resultados

110 estéds resumidos en la siguliente tabla:

Calelum saYt of ethyle
Alkanol AdJuncts, by volume ne oxide dicarbosilic
acid percultire
Grams
None 0'45
2% methenol 0'74
4% methenol 0!'83
2% ethanol 0'65
3% ethsnol 061
1% isopropanol o'74

Ejemplo nim, 2.- Este ejemplo 1llustra el efecto del
metanol en la produccidn de dcido oxietilendicarbox{lico en una
serie de experimentos empleando varias fuentes de carbdén. E1l or-
ganismo de fermentacidn era el Aspergillus fumigatos. Porciones

115 de 50 ml, de un medio de fermentacidén fueron preparadas en uns
serie de frascos Erlenmeyer de 200 ml, El medio tiene los siguien
tes ingredientes haste un litros

Carbdén source - as designated in table II

Grams

Beet molasses @8 066060680 ¢00 s ¢ 20'0

Corn steePp 1iquor.eeccceveooss 1510
'%504—“7H200¢00000000000o.o-oo 0'250
PO4000...00.0...00..0..oo. 0'300
04-7H20.6v'o...-ooo.oooooo 0'088
(NH4)2SO40-00....-.0ooooooo¢o 0'700

Los fraescos fueron inooulados con Aspergillius fumiga~
tos, Inmediatamente antes de la inoculacidn las adiciones fue-
120 ron realizadas en la mitad de los frascos., Loe frascos fueron

incubados diez dfas a 302, Los resultados son resumidos en la

tabla nimero 2.
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- Dry wt,0f calcium

Permentable carbdén cource|Methenol salt of ethylene

used added oxide dicarbosilic

acid per culture

Volume

Percent Grams Grems
Glucose monohydrate140'0 0 1116 0144
g per ® 0600006000000 3 1'16 1'12
ucrose, 135' g. DY los 0 1118 0'39
3 141 1114
Xylose,130'0 8o PET Teee 0 0'58 0112
4 0'83 0130
Glycerine, 130'0 g,per 1 o 113 0110
: 3 1147 0'39
Sorbitol,70%,185'0g.per 1 0 097 0'%0
3 1138 0'89

Ejemplo num, 3.~ Este ejemplo ilustra el efecto del

aloohol etf{lico en la produccidn de acido itdcdnico por Asper—

gillus térreue,

Porciones de 50 ml, de un medio de fermentacidén fue-
ron preparadas en series de frascos de 200 ml, El siguiénte me—
dio base fué empleado: -

Glucose monohydrate.eececcecessse Zeeo 11070

mPo4’.000000....-¢.o.ooo...oo go.. 0.100

304-7H200000......l......... 8... 0'500

NH4N03000000.--.....00000.0000 g... 1'50

211804-7H200o-o'ooo...ooot.oooo g... 0'044 )

Argo coxm steep liQuUor....ccee Zeos 30

El medio de la fermentacién tiene un pH inicial de
4*1, Los frascos fueron inooculados con Aspergillus terreus, In-
mediatamente antes de la inoculacidn las adiciones fueron reali-
zadas como se designa en latabla que va a continuacidén. Los fras-
cos fueron incubados durante siete dfas., ILos resultados son re-—

sumidos en la tabla num, 3

N/10 Glucose |Yield of itaco|Theory yield
Ethanol|Itaconic| Dry consumed|nie acid based]based on glu
volume |Acid per|weigh of per on glucose conjcose consu
percent|{culture [mycelium|culture sumed med (1)

ml, Grams Grams Weighx Percent Percent
(o JAP 2 1142 4'8 or2 2'8
esecs 194 1105 4195 2514 35t2
300... 319 0'78 4"8 43'2 59'7
beeses | 305 0'64 4'3 46'1 641

(1) 1 mole glucose 1 mole itaconic acid,



135

140

145

150

. g g 7 a :
s ¥ E d ta EE
g o /7 8 g,y 4

Ejemplo num, 4.- Este ejemplo ilustra efectos del

metanol e Isopropanocl en la produccidén de écido itacédnico.

&

Porciones de 50 ml. de medio de fermentacién fueron prepara—
das segin los siguientes ejemplos. E1l medio consistia en los
siguientes componentes diluidos hasta un litro:

suorﬁse.......-o-.o.. goooo 121'0

Mgso4.—7H20......-.--. g.... 0'250

KH O4OO‘|:....OOOIO. g...o 0'100

NHNOB.--.--.....-.-. Beave 1'00

Mg N03) 2-4-1‘120.—-.... oeosoe 1'00

znso4—7H2°-.o-.o..... 8..6. 0'044

Corn steep 1liquor.eee Leoeoo 210

El pH inicial del medio era de 4., Los frascos fueron
inoculados con esporaalno germinadas de Aspergillus terreus, In-
mediatamente antes de la inoculacidn las adiciones fueron reali-
zedas como' se designa en la siguiente tabla.

Los frascos fueron incubados durante nueve dias. Los

regultados son resumidos en la tabla nimero 4.

N/10
Adjunct, by volume itaconic acid | Dry weight of
perculture nycelium
M1 Grams
Nom‘............ 8 1.25
2% Methenol...... 340 o'77
3% Methanol.eee.e 204 0'64
1156 Isopropanol,. 264 0'99

Ejemplo ném. 5.- Este ejemplo ilusta el efecto del
metanol en la producddén de dcido itacdnico en cultivo sumergi-
do, Porciones de 100 ml, de un medio de fermentacidén fueron
preparadas en frescos de 300 ml, El medio contenia los siguien
tes componentes disueltos hasta un litro:

Glucose mMonohyArate...ccceee £ oeee 165'0

KH 040'-000000000000100'040 g o009 0'100
Mg 04'_7H2OO.O'00v0.oooo‘o-oo g-noo 0'500

NH NO S 2 8000 COI0RP2O ST PIRESSOTES g ® e 00 1'50

Zn.é04_-'§7H o cesasesnsssesos g---o 0'04'4

Argo oor% steep 1iQUOrececes Mle... 3'0

El pH inicial del medio era 4'1, Los frascos fueron
inoculados’ con esporas no germinddas de Aspergillus terreus,

Inmediatemente antes de la inoculacidn las adiciones fueron
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realizadas a una mitad de los cultivos. Una fermentacidén sumer-
glda fue llevada a cabo durante nueve d{as. Los resultados estén

esquematizados en la tabla nim. 5.

. ‘N/10
Mthanol, volume percent itaconic aoid Dry weight of
perculture mycelium
o * 00000 P00 e 138 ml. 2‘30 gI‘am-a
2 o009 000880000 24‘2 ml. 2'15 grame

Ejemplo nim, 6.- Este ejemplo ilustra el efecto del
metenol como gdicidén en le produccidén deadido citrico con seca-
rosa con varios Aspergillus en cultivo de superficle, Porcio-
nes de 50 ml, de un medio de fermentacidn fueron preparadas co-—
mo en los ejemplos 1 a 4, E1 medio contenfa los siguientes com~-
ponentes diluidos hasta un litro:
esees 164'0

SU.CI‘OBB B0 60080 ¢eoe0 o g
Mgsoé-mzoo-o-ooocooco. g.... 030
40......000.;--.: & esee 0'15
850080000 0b08 g.... 1'50
22’1.404. "‘7H o..-......... g LR N X J 0'04’4‘
Corn steep 1iQUOTreccece Mlecoso 6'0

E1 PH iniciel del medio era 4'2. Los frascos fusron
inooculados con varios Aspergillus inmediatamente después de
efectuar las adicidnesg a una mitad de los cultivos y fueron in-
cubados a 302 C,, ocho dfas., Los resultados son resumidos en la

tabla nim, 6.

N/10 citric| Yield of citrio acid
Mold used Methanol acid per | based on sucrose con
culture sumed
Volume percerh N1, Welght percent
A, nigereee.. 0 184 &n p19'3
t
A, wentii,.., 8 ggi ?g'g
. '8
A, schiemanni 8 233 ?3'1
3 616 4811

Ejemplo nim, 7.- Maiz finalmente dividido (140 gramos)

fué empleado en un medio de sales nutrientes ¥y cinco gramos de
carbonato cdlcico. Porciones de 100 ml, fueron distribuidas en

Erlenmeyer de 300 ml, Después fueron esterilizadas con vapor
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o
los frascos e inoculados con une suspensidn de 3 ml, de esporas
germinadas. A una mited de los cultivos se le afiadieron 4% de
alcohol metfilico, Los frascos fueron incubados durante nueve
dias en un égitador Ross-Kirshaw., Los resultsdos estén sinteti-

zados en lg +tabla nuim. 7.

N/10 citric | Oxalic ’
Methanol, volu acid per acid Gluconioc acid
me percent culture present present
Mi,
O eveescscece 181 None Trace
4 ceeecsescse 628 None None

Ejemplo mim, 8.~ Once gremos de almidén de maiz fueron
coloocedos en frascos de Erlemmeyer de 300 ml, A cada frasco se
le afiadieron 90 ml, de un medio de cultivo nutriente que tenia
la siguiente composicidns |

MgSO,THy0 wevevveesesess Beoes 0103

KCl deuvecsascesvcscssceas Heosse 0'03

v NHNO L3 K IP N IR N BE BN BN SO RERR R BN W ] s.... 0.075
H.50,°

04 {0'5 E Sesessneoee mloooo 3'0
H%SO4 0'5 N seesonsesesoed ml-.ooo 2'0
Corn'steep 1ligquoreeeecsee Mleoes O'7

znso- et svto0cs0sos goo.o 0'004
Glucdse ﬁonohydrate..... Beses O'1

Los frascos fueron calentados en bafios de agua con
agltaoién hasta que el almidén habia gelatinizado., Los frascos
fueron entonces esterilizados en un auto-clave a 20 libras de
vapor de preeidn dentro de 30 minutos. Después de la esteriliza—~
cidn el medio tenia un pH inicial de 3 y 0'21% de glucosa, Para
determinar le gluccse en potencia del medio, una muestra fué hi-
drolizada con écido fuertemente y el andlisis didé 10'84% de glu
cosa., Cada frasco fuéd mantenido a la temperatura de la habita~
cién e inoculado con una pequefia porcidén de esporas germinadas
de Aspergillus niger, Suficiente agua estéril se afiadid hasta
un volumen de 100 ml, por cultivo, a la mitad de los cultivos,

A la otre mitad de loe cultivos se le afiadieron 3% en volumen

de metanol basado en 100 ﬁl. volimenes., Estos cultivos fueron



195

200

205

- 10 -

diluidos hasta 100 ml, en agua esteriligzada.
Los frascos fueron incubados durante ocho dfas a 302
en un agitador Ross~Kirshaw. Los resultados estdn sintetizados

en la tabla num, 8.

N/10 |[Glucose remeining per oule-
5 N . Met?& cigrio ture
niger strein no ac er
eTEOT cultuﬁe Before After a strong
hydrolisis | acid hydrolisig]
Volume
Percent M1, Grams Grams
NRRL 330.. 0 36 3'60 3160
3 308 3'03 3'1
INRRZIL 337.. 0 58 4'07 435
3 408 2'61 2'83
NRRL 604.. 0 41 3'36 3'36
3 491 2'36 2'61

Ejemplo nim. 9.~ Suficiente cantidad de 4cido clorhi-

drico se afiadid a 200 gr. de melazas de remolachs para obtener
un pH de 7'2, La melaza habi{s sido tratada con ferrocianuro po-
tésico para eliminar elementos trazae de hierro y manganeso y
tenfa une concentracidn inicial en sacarosa del 54%. Lae melaze
acidificada fué llevada con agua hasta un litro y porciones de
50 ml, fueron colocedas en Erlenmeyer de 200 ml, esterilizadas
con vapor, Entonceg se enfriaron y se afiadieron diferentes can~
tidades de metanol, después de lo cual los frascos fueron inocu
lados con esporas no germinadas de Aspergillius niger., Los fras-—
cos fueron incubados durante ocho dias a 302 ¢, Los resultados

estédn mesumidos en la tabla mim, 9.

o N/10 citric
Methanol, volume percent acid per Dry welght of mice-
v culture lium per culture

M1 Grams
o:o .0’..0‘.’..0-0.. 2:118 1'12
10 "............:.A 3 1'34‘
2'0 S0 e ses 00t eBt 408 1'28
3'0 G0 0 e seavvessse 506 0'97

e e e e e e e ae
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Ejemplo nim, 10.~ El siguiente medio fué empleado di~-

luyendo hasta un litro:
GluOOBe ®9 00088000080 g.... 126'0
03 @S ss00ecsctoeg e g..oo 1'75

K 804.-0-00--00000000 gc.oo 0'232
Nﬁ4 H2 P S0 s0d0000s0 0 goﬁoo 0'400

Zn SO - o.'.......‘ gtooo 0'044

Ferriec tar%rate..;.... Eeooo 0.005

Corn steep 1liquoresees Mleees 0's5

Porciones de 50 ml, de este medio fueron colocadas en
Erlenmeyer de 200 ml, les adiciones como ge designa en la tabla
nim, 10 fueron realizades en el medio base exactamente antes de
la inoculacidn con esporas no germinadss de Aspergillus nigers
Todos los cultivos fueron incubados a 302 durante seis dfas. Los

resultados estdn sintetizados en la tabla mim., 10.

Adjuncts to the | N/10 citric| Dry weight | Yield of anhydroﬁg
base medium, by acid per of mycelium | citric aeid based
volume culture per culture | on glucose consumed
M1, : Grams Welight percent
NoNn@eesoscsocsne 54 1125 T4
Isopropanol
1%.-..-.00000 62 1'23 8.2
%c-oooooooo. 118 0'99 20.0
3%..:0...0-.0 10 0'48 hadiad
Methyl acetate
1%000;..-0... 64 1'12 8.3
2%0.000000»00 132 1'14 ' ) 15'4
3%00000.0..0. 182 1'02 23'7
Methanol
1%..0...'.... 106 1'17 11'5
2%.0..00....0 ‘374 . 0'99 40'0
3%00-00.000.0 630 0'84 66'1
Ethanol :
1%000-0.--... 90 1'20 9'6
2%.000.0..... 250 1'16 31‘1
eeveceseanes 333 1103 52'9
N-propanol -
0'5 % eesvancens 97 1124 1040
1'0%e0cescanas 284 0'97 4510
2'0%000..0-0.. 206 0'83 41'0

Ejemplo nim, 11.- Dos mitedes diferentes se prepararon

con los siguientes ingredientes:
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GluOOBe-..-...o--.-o..
Mgcl "'6H20.0-l0500'¢'0.
Na.H2§

KOI Q@00 sces st eas
Mgso4-7H200¢..0...0i..
GnSO 7H Ooocoooo-.o-..
Ferr G gaﬂr&te.-.o-..
Mn804-4H 00000000000..
Corn stegp 1liquor.,...
NaNO essessoreennsdeey
NHC ss es et es st
Digtilled water to ma-
ke 100 ml.....oooltooo

04I‘.......0.‘...

A uns mited se le afiadieron 3 ml. de metanol ambas
partes fueron inoculades con dos ml, de una suspensidén de es-
poras germinades de Asperglllus niger. E1 Medio fué fermentado
en un agitador Ross-Kyrshaw a 300 ¢, por diez dfas, Los resul-

tados estén resumidos en la tabla ndm. 11.

Yield of anhydrous cil
N/10 Glucose |tric acid based on
Methanol| citric Anhydrous consumed
volume acid per | citde goid per Glucose Glucoeed
percent culture | per cu%ture culture consumed supplie
Weight Weight
Ml Grams Grams percent percent
0'0... 97 0'62 630 918 515
3'0...| 1'144 7'33 10'15 721 6317

Ejemplo nim, 12.~ Este ejemplo ilustra el efecto del

metanol a distintas concentraciones sobre la produccidn de dcido
citrico a partir de glucosa comercial (glucosa monohidratada)
por Aspergillus niger. ELl pH inicial del medio en este ejemplo
fué obtenido afladiendo écido clahidrico de 0'482 N, E1l eiguiente
medio fué preparado diluyendo haste un litro.

Glucose monOhydrate. cerencus Geooo 160'0
NH4NO3.......Q...C‘.....I... g.... 1'750
K so ® & 6 069 &89S0 s e s e RN ES gl... 0'232
Nﬁ H24P0 ® ¢ 8 6000005000000 00s gOIOC 0'400
Mgé047H26.......o.......o..o Esene 0'250
anO 7H O.....C.........l.‘. gc... 0'044
Ferric artratescciiiieesees Zeees 01005
Corn steep liquUor...ecseseselllosss O'S
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Seis cultivos cada unos de 50 ml, de este medio fueron
colooados en Erlenmeyer de 200 ml, Acido clorhidrico se afiadid
en cinco cantidades suficientes para ¢btener una concentracidn
de ion hidrdgeno indicado en la tabla 12 (a). Después de la fer
235 mentecidén se obtuvo el siguiente resultados
Yield
CC, HC1 N/10 ei~ | Dry weight based on
Initial pH value| aded tric scid of mycelium | glucose
per culture ] per culture | consumed
VWeight
‘ Ml, Gramse percent
4,00.0.....0. O 4'2 1’28 6’7
2,51...;.0... 10 34 1923 e~
2,10-._0000000 20 38 1’21 ——
1"9000900._000 30 52 1'34 ————
197 se0escese 40 58 1,35 8’0
1,65......... 50 64 1’23 9’0
El procedimiento inicial de este ejemplo fué repetido
con la adicidn de 1% de metenol parvolumen al medio antes de em
pezar la inoculecidn los resultados estdn sintetizados en ls ta
bla 12. (b),
—
N/10 citric | Dry weight Yield
‘ ¢cC, HC1 acid percul |of mycelium | based on
Initial pH, value| aded ture per culture glucose
consumeq,
Weight
M1, Grans percent
4"00000.00.00 0 258 1'18 31'2
2'51000000005 10 258 1'28 30'6
2'10c000eeene 20 350 1124 40'0
1'80¢cececees 30 392 1124 4411
175 ceaennaea 40 424 1127 45'1
1'6500...000‘ 50 532 1'14 63'2
240 El procedimiento inicial de este ejemplo fué repetido

excepto que se afindid el 2% de volumen de metancl al medio jus-

tamente antes de iniciar la inoculacidén. Los resultados estén

sintetizados en la table nim. 12 (c).
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Yield
0.0.HC1| N/10 ci- | Dry weight based on
Initial pH, value | added | tric acid| of micelium| glucose
perculture | per culture consumed
' Weight
M1, Grans percent
4,00.0..00000 o 476 1'12 47'5
2'51.0cncscee 10 510 1'13 54'1
2'1000.0.-..0 20 542 1'08 57‘5
1'90cesssssns 30 508 1'09 562
1' 75 cecescans 40 496 1102 556
1'65ceascoces 50 494 0'96 56'8

El procedimiento inicial de este ejemplo fué repetido

245  exepto que se afiadié un 3% en volumen del metanol justamente an
tes de empezar la inoculacidén. Los resultados estdn sintetizados
en la tabla 12 (d).
Yield
ceCHCL| N/10 ci~ |Dry weight based on
Initial pH, value| added | tric acid |of mycelium | glucose
per culture| per culture consumed
Weight
Mi, Grams percent
4"00100000000 o 518 1'03 56'3
2'51;--...... 10 4'54' 0.87 59'9
2'10000010000 20 444 0'87 60'0
1’90.....0... 30 4‘34 0'80 59'8
1’75-91'0000. 40 .418 0'72 . 60'2
1'65ccvcccnce 50 312 0'62 5418
Como previamente se mencione el invento hace posible
el uso de materias primas no puras en el medio de fermentacidn
250 obteniendo una satisfactoria produccidn de écidos. Los altos rew-
dimientos en los productos deseados caracterizan el invento y
" no disminuyen por la presencia de elementos trazas que se pensa
ba que eran molestos. Esto es partiocularmente verdad en la pro-
duccidén de dcido oftrico, utilizando melazas crudas. Las mela—
o055  zas varian grandemente en el contenido de elememtos trazas: por

ejemplo, el contenido en manganeso puede variar de cinco a oien
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partes por milldén dependiendo de su origen y tratamiento previo.
Este elemento es bien concocido por interferir el prooééo de for-
macidn de dcido ci{trico en la produccidn de dcido citrico por
fermentacién. En este proceso se evita la necesidad de purifi-
cacidén y eliminscidén de manganesos a partir de las melagzas cru-
das,

El ejemplo once, llustra la tolerancia paras cantidades
de mangeneso relativamente altas y los siguientes ejemplos ilue-
tran la invencidn empleando cantidedes controladas de mangeneso
¥y tembién la cantidad relativamente grande de estos elementos
que pueden tolerar sin disminucidén en la produccidn de dcido ci
trico,

El ejemplo trece, ilustra la producecidn de dcido citri-
co a partir de un medio de sacarosa con alte concentracidn de
mangeneso bejo la forme de sulfato de manganeso empleando 3% de
metenol como adicidn. E1l efecto de todes estas cinco adiciones
sobre los l1limites de uno a cinco volimenes por cien es similar
a los resultados de estos ejemplos, E1 ejemplo catorce, ilustra
la produccidn de 4cido oftrico a partir de melazas de remolacha,
las melazag crudas fueron tratadas con ferrocianuro potésico pa-
ra eliminsr toda traza de elementos de manganeso y hierro, El
sulfato de mangsneso fué efiadido al medio en las cantidades de~
signadas,

Ejemplo num, 13.- Porciones de 50 ml, de un medio de

fermentacidén fueron preparadas. E1l medio contenfa los siguientes
componentes diluidos hastae un litro:

sucrose.'............ g.'.. 160'0

NH4NO LI IR 2 R B 3K BN S BY B 3 B Y ORY 3 g..‘. 1'50
P S e o000 erro e g.... 0‘150

Gogn s%eep 1liquore.ece Mleces 3t'0

ZNSO4"’7H20000.0...0000 giooo 0|04'4

El pH inicial del medio era 4'1. Cada frasco fué este-

rilizago y entonces inoculado con esporas de Aspergillus niger
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e incubados a 302 por ocho dfes. Lds resultados estidn sinteti-

zados en la tabla ndm. 13.

Dry weight Yield of a,n.hydroud
N/10 citric | of mycelium| citric based on su
Mangenese per | acid per per oulture crose consumed |
liter culture ;
Weight
Mg, M1, Grams percent
0 690 0'96 60'3
55 748 1105 64'5
110 704 1120 6217
220 706 1122 62'9
330 712 1113 634

Ejemplo ndm, 14.- Dosclentos gramos de melaza de re-

molache fueron ajustados e un pH6 con écido clorhidrico y enton
ces tratados con 0'5 gremos de ferrocimnuro potédsico. ELl preci-
pltado gue se obtuvo fué eliminado y porciones de 50 ml, de es-
tas melazas fueron colocadas en Erlenmeyer de 300 ml, Los fras-
cog fueron esterilizados e inoculados con esporas de Aspergillus
niger.

Adiciones de metanol y manganeso (como sulfato mengane
80), fueron hechas se@in la tabla nim 14, Los frascos fueron in-
cubados a 30¢ C.; por seis dias y los resultados estdn resumidos

en la tabla nim. 14.

N/10 citrio
Manganese Methanol | acid per Spore crop Gluconic
per liter culture ecid present
M Volume
& percent i,
0 0 402 None Fair
0 0 548 None Trace
10 0 209 Heavy Good
10 2 455 None Trace

En este ejemplo la adicidén de mangsneso en susencie
de metanol causd una pesada esporolulacidn y pronuncisda dismi-

nucidén en la produccidén de dcidos. Sin embargo, la adicidn de
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metanol sumenta la produccidén de dcido citrico?y'}educe la can-
tided de deido glucdnico formado.

Los ejemplos 15 y 16, ilustran la invencidn empleando
mel,,ne Blackstrape o de cafia como fuente de carbén. El procedi-
miento 15 ilustra este ejemplo usando métodos sumergidos mien-
tras que el ejemplo 16 ilustra un método de superficie,

Ejemplo num. 15.- Este ejemplo ilustra el efecto del
metanol y ocloruro aménico en la produccidn de dcido éitrico a
partir de melazas Blackstrape o de cafia por Aspergillus niger
en método sumergido. E1l medio consistid en 288 gramos de mela=-
zas blackstrape o de cafia conteniendo 150 gramos de azicar in-
vertido y 0'044 gramos de sulfato de cinc por litro. Las mele~
zee tenfan un pH iniciel de 5'4, Cada cultivo consistia en eién
ml, de este medio inoculados con 408 ml., de una suspensidn de
esporas germinadas en erlenmeyer de 200 ml, Los frascos fueron
incubados a 282 en un agitador Gump s 200 revolutdnes por minu-
to durante diez d{as. E1l metanol £ué afiadido exactamente antes
de le inoculacidn.

En experimentos comparetivos sélo trazas de écido ci-

trico fusron formadas sin la adicidén de alcoholes.

N/10 Dry Weight Ca oxalate 1
Methanol | NH,Cl | acid per| weight yield of precipitale
added pe% L | culture of acid on with
percent mycelium sugap Ca 012
consumed
p- M1, Se Percent
2'5 0 924 2'4 57 medium
3'0 0 1196 2'1 69 Do,
2'5 67 940 2'5 52 trace
3'0 67 1212 213 62 none

Ejemplo nim, 16.- Este ejemplo ilustra el efecto del
metanol en la produccidn de dcido oftrico a partir de melazas de
cefia o blackstrepe por cultivo en superficie de aspergillus niger
Los cultivos consistieron en una adicidén de 50 ml, de medio nu-
triente en erlenmeyer de 200 ml, lnoculadas con esporas secaB no

germinadas,

.
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de cafia o blackstrape (150 grasmos de azicar invertido) por litro.
La germinecidén fué llevads durante ocho dfas con los resultados

330 que se seflalana continuacidn:

] Percent methanol added at start
0 185 270 2'5 3'0

N/10 acid per culture, ml, 176 | 460 620 706 698
Dry weight of mycelium per
CULtHYOy Leeoeooeosceccrssaas| 1'10 ] 1106 | 1'14 1109 111
Weight yield of citric acid
based on sugar consumed,per :
Oent............-....o..... 28 59 64 70 72
Espores on myceliume.......|Heavy | Trace| Brace| None None

REIVINDICACIONES

18 ,~ Procedimiento paras la obtencidn de dcidos orgé-~
nicos caracterizado porque el aumento}del rendimiento de dcidos
orgénicos del grupo del &cido citrico, itacdnico y dcido oxieti
lendicarbox{lico se obtiene por fermentacidén de fuentes de car-

335  1pén fermentaebles llevando la fermentacidn en presencia de uno &
cineo por clento en volumen de un grupo de sustanciaes de bajo
peso molecular de alcoholes monohidricos y de acetato de metilo
en condiciones sumergldes y aireadas y en cultivo superficial,

28 . Prodedimiento para la obtencidn de dcidos orgéql

340 cos caracterizado por el cultivo de un moho nonocido; que produ
ce el édcido en un medio de contiene fuente dé carbén fermenta~
bles y adicidn de uno a cinco por ciento en volumen de un gru—
po de adiciones que consisten en métanol, etanol, propanol nor-
mal, isopropanol y acetato de metilo para la produccidén de un &

345 cido orgdnico del grupo de la clase de dcido citrico, itacénico
¥ écido oxietilendicarboxilico.

32,.- Procedimiento para la obtencién de &cidos orgéni

cos caracterizado por el cultivo del moho gue produce &cido ci-

trico, se obtiene en un medioc gque contiene fuente de carbdn con

350 adicidn de uno a cinco por ciento en volumen del grupo de sustan
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ciae que consiste en metanol, etanol, propanol normal, isopropa-
nol y acetato de metilo,

48 .-~ Procedimiento para la obtencidn de dcidos orgéni-
coe, caracterizado porque la fermentacidn es llevada entre los
1fmites de 1'5 a 8'5 de pH ¥y en el que la fuente de carbdén fermen~
table puede ser glucosa, sacarosa, melaza de cafia o0 blackstrape,
elmiddén y maiz molido, llevado bajo condiciones sumergidas y ai-
readas y por cultivo en superficie con adicidn metanol u otro al;
cohol ,

58 ,— Prcedimiento para la obtencidn de dcidos organicos
caracterizado porque el moho e® tomado del grupo de aspergillus
niger, aspergillos wetii, aspergillus sohiémann ¥y penilciltum im-
placatun,

68 ,— Método para la produociéh de dcido itacdnico que
comprende el cultivo de aspergillus térreus e un medio gue con-—
tiene fuente de carbdén fermentable que se afiade de 1 & 5 volume—
neg por ciento del grupo de metanol, etanol, propanol normal, iso-
propanol y acetato de metilo,

72 .- Método para la produceidn de dcido oxietilendicar—
box{lico el cual comprende el cultivo con aspergillus fumigatos
e un medio que contiene fuente de carbdn fermentable afiadiendo de
1 & 5 volimenes por ciento de metanol, etanol, propanol normal,
isopropanocl y acetato de metilo.

82 ,— Método pars la produceidn de dcldo citrico por fer-
mentacidén con mohos, los cuales comprenden mohog que producen
édcido eftrico en un medio que contiene una fuente de carbdén fer-
mentable con apreciable cantidad de manganeso, como por ejemplo
de cinco a cien partes por milldn de manganeso y afiadiendo adicio-
nes de 1 a 5 volimenes por cientc de un gfupo de sustancias de
bajo peso molecular de alcoholes monohidricos, metanol, etanol,

8t0. , ¥ acetato de metilo

LS S



- 20 -

Procedimiento para la obtencidén de dcidos orgénicos,
tal y como se describe en el cuerpo de esta Memoria, que consta
de veinte pdginas mecanografiadas por una sola cara y con un to-

385 tel de trescientas ochenta y cino lineas.
Madrid a veintidos de junio de mil novecientos cincuen-

ta y seis,

&
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