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MEMORIA DESCRIPTIVA DE LA PATENTE DE INTRODÜO „ 
PION QUE SOLIO H A  RON CARLOS ZULUETA DE HAZ DO ~ 
MICILIADO EN MADRID; CALLE CONDE PE PEKALVER. 
NUMERO 68 POR UN PROCEDIMIENT O PARA LA OBTEN­
CION DE ACIDOS ORGANICOS.-
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M E M O R I A  D E S C R I P T I V A

De la Patente de introducción, que solicita Don 
Carlos Zulueta de Haz, domiciliado en Madrid, calle Conde 
de Peñalver número 68 por «PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION 
DE ACIDOS ORGANICOS«,

En el pasado, los ácidos orgánicos tales como ácido 
cítrico, itacónico y Oxietilendicarboxílicos, habían sido pro­
ducidos por la acción de cultivos de mohos por fermentación en 
un medio conteniendo fuentes fermentables de carbono, fuentes a 
similables de nitrógeno junto con varias sustancias inorgánicas 
nutrientes conocidas y elementos trazos. El primer mecanismo de 
producción de estos ácidos por fermentación con mohos resulta­
ba con un rendimiento muy bajo considerablemente menor que el 
basado teóricamente sobre la fuente de carbón metabolizada por 
los mohos. Esta desventaja puede ser causaren parte por la for 
maclón de otros ácidos orgánicos, los cuales no sólo reducen 
el rendimiento de los ácidos deseados, sino que dificultan al 
mismo tiempo los procesos de recuperación y separación*

Un objeto de esta invención es suministrar un proce­
so donde se aumentan los rendimientos de los ácidos deseados y 
la producción de producto no deseado sea en su mayor parte in­
hibida, Otro objeto es suministrar un proceso donde las dificul 
tades en recuperar tales ácidos encontradas por investigadores 
anteriores son reducidas o eliminadas y aún los ácidos pueden 
ser producidos más económicamente por el uso defuentes de nutri 
ción más impuras. El objeto de esta invención es conseguido por
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^  el uso de acetato de metilo o un. alcohol monohídrico de bajo pe 

so molecular que se añaden al medio de fermentación. El objeto 
25 de este alcohol es estimular un mayor rendimiento en los ácidos 

deseados. La exacta naturaleza del mecanismo es hasta ahora des­
conocida. 7o he aprendido sin embargo , que no depende del metar- 
bolismo de los alcoholes; esto no se puede tomas como una re­
gla; de hecho, en unas pocas muestras el etanol es metabolizado 

30 ligeramente y por esta razón no es tan efectivo como otros aleo 
holes, sin embargo, produce un aumento en el rendimiento.

Le acuerdo con esta invención el acetato de metilo, 
metanol y etanol son añadidos al medio de fermentación en can­
tidad entre 1 y 5# por volumen, preferentemente de 1 a 39̂ * Las 

35 fermentaciones son de todos modos llevadas en general de acuer­
do con métodos conocidos. Por ejemplo el mismo tipo general del 
medio nutriente es ahora empleado conteniendo las fuentes co­
rrientes fermentables de carbón, medio nutriente, etc., con las 
excepciones que serán descritas más adelante. Los mismos orga- 

40 nismos son empleados como ya son conocidos en el arte de produ­
cir los ácidos deseados. Las fermentaciones pueden ser llevadas 
ya por métodos superficiales o sumergidos.

El efecto de esta adición en producir mayores rendi­
mientos de ácidos, no es general para toda clase de fermentacio 

45 nes que producen ácidos. Sin embargo, yo he descubierto que no 
es posible predecir los efectos en la producción de ácidos en 
el crecimiento vegetativo de los mohos o en la estimulación o 
inhibición de productos de metabolismos no deseados, por ejem­
plo, ni el metanol, etanol o propanol aumentarán el rendimiento 

50 ¿le ácido Kojico apreciablemente. El rendimiento de áoido glucó- 
nico es actualmente reducido por adición de alcoholes.

Por este invento se ha descubierto durante los cursos
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de las investigaciones, que la relación entre el crecimiento ve­
getativo de un organismo y la producción óptima de ácido, de a- 
cuerdo con el proceso, es contraria a la que normalmente debe es 
perarse en general* £ 1  efecto de esta adición es disminuir el 
crecimiento del micelio cuando son comparados con una fermenta­
ción control* En muy pocos casos aislados se ha notado una li­
gera o temporal estimulación del crecimiento del micelio, pero 
esto ha desaparecido cuando la fermentación continua obteniendo 
un resultado neto de reducción en el desarrollo del microbio* El 
efecto fisiológico de estas adiciones parece ser el de un tóxico 
que reduce la vegetación y la tendencia a la esporoluoión. Si se 
emplea en cantidad excesiva a las cantidades señaladas, el efec­
to es que reduce materialmente el crecimiento del organismo y la 
producción de ácidos. Sin embargo, dentro de los límites especi­
ficados aun se obtiene una pequeña reducción en el crecimiento 
del micelio y los ácidos deseados son producidos con sorpresa 
oon rendimientos mayores y la producción de sub-produotos no de­
seados es reducida*

70 las ventajas de la invención no son limitadas a un cre­
cimiento en rendimiento de los ácidos, sino que comprende otras 
valiosas características, por ejemplo, empleando la invención, 
la fermentación puede ser llevada con éxito sin necesidad de u- 
tilizar medios nutrientes puros o la eliminación de elementos 

75 trazas, tales como manganeso en el caso del ácido cítrico. Ade­
más las fermentaciones no son tan sensibles en los valores del 
pH como en los métodos anteriores* ^e acuerdo oon este -proceso 
la fermentación puede ser llevada con pH inicial entre 1*5 y 3'5* 
Este último dato es de valor particular utilizando melazas con 

80 fuentes de carbón en la producción de ácido cítrioo, en las que 
es difícil bajar el pH a un nivel de condiciones óptimas hasta 
ahora conocidas*
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El ácido cítrico puede ser producido de acuerdo con 

esta invención, empleando organismos conocidos que produden áci­
do cítrico, por ejemplo son los Aspergillus niger, A. Wentii,
A. Schiemanni, Penicillium Implicatum y otros. Las fuentes de 
carbón pueden ser glucosa, sacarosa, melazas tales como melaza 
de remolacha y Blackstrap molasses, alcoholes polihídrioos, al­
midón o almidones modificados, granos molidos y otros. En el ca­
so del ácido itaoónico, el organismo empleado puede ser varieda­
des del Aspergillus térreus con medios nutrientes similares a 
los empleados en el caso del ácido cítrico. Acido oxietilen di- 
carboxílico es producido por tales organismos como el Aspergi­
llus fumlgatos. la fuente de carbón puede ser glucosa comercial 
u otros materiales hidrocarbonos útiles para produoir este áci­
do particular. Los siguientes ejemplos son ilustraciones de mi 
invenoión:

Ejemplo núm. 1.- Este ejemplo ilustra el efecto del 
metanol, etanol, isopropanol, en la producción de ácido oxieti- 
lendioarboxílico preparado con sal calcica. Porciones de 50 mi. 
de un medio de fermentación fueron preparadas en serie de fras­
cos Erlenmeyer de 200 mi. El medio tiene los siguientes ingre­
dientes añadidos hasta un litro:

Grams
Glucose monohydrate........ 150'0
Beet molasses.......... . 20'0C o m  steep liquor...... . 10*0

0*25 0'70 0'30 
0'044

A cada oultivo se añadirá 115 gramos de carbonato 
cálcico. Justo antes de empezar la inoculación fueron añadidas 
cantidades variables de varios alcoholes, al medio estéril. La 
inoculación fue llevada a cabo con la adición de esporas no ge» 
minadas del Aspergillus fumigatos.

MgSO,-7H20 
(HH47qS04. 
KH5P0,.... Zná0.^7H20
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Los frascos fueron incubados por doce días a 302. Los resultados 
estás resumidos en la siguiente tablas

Alkanol Adjuncts, by volume Calcium sait of ethyle ne oxide dicarbosilijc aoid percultire
G r a m s

None 0*452# methanol 0»74
4% methanol 0*832¥> ethanol 0'653$ ethanol 0*611$ isopropanol 0*74

115

120

Ejemplo núm. 2.- Este ejemplo illustra el efecto del 
metanol en la producción de ácido oxietilendicarboxílico en una
serie de experimentos empleando varias fuentes de carbón. El or­
ganismo de fermentación era el Aspergillus fumigatos. Porciones 
de 50 mi. de un medio de fermentación fueron preparadas en Tina 
serie de frascos Erlenmeyer de 200 mi. El medio tiene los siguien
tes ingredientes hasta un litro:

Carbón source - as designated in table II
Orame

Beet molasses ... 
Corn steep liquor■MgS04-7H20......
ESoP04«•••••••((•ZnS04-7H20......
(NH4)2S04.......

20*0 15 *0 
0 ’250 
0'300  
0'088 
0*700

Los frascos fueron inoculados con Aspergillus fumiga-
tos. Inmediatamente antes de la inoculación las adiciones fue­
ron realizadas en la mitad de los frascos. Los frascos fueron 
incubados diez días a 302. los resultados son resumidos en la 
tabla número 2.



Fermentable oarbón cource 
used Methanoladded

2>ry wt.of mioelium per culture
Dry wt.of caloium salt of ethylene 
oxide dicarbosilc 
aoid per oulture

Tolume
Percent Grama GramaGluoose monohydrate 140'0 ( 0 1*16 0*44g. per 1 .............. ! 3 1*16 1*12Suorose,135*0 g. per 1.. ( 0 1*18 0*39
! 3 1*41 1*14Xylose,130*0 g. per 1... ( 0 0*58 0*12
( 4 0*83 0*30Glycerine, 130*0 g.per 1 ( 0 1*13 0*103 1'47 0*39Sorbitol,70#f185'0g.per1 ( ü 0*97 0*30( 3 1'38 0*89

Ejemplo núm. 3.- Este ejemplo ilustra el efecto del
alcohol etílico en la producción de acido itécónico por Aspeí>- 

125 gillus térreus.

Porciones de 50 mi. de un medio de fermentación fue­
ron preparadas en series de frascos de 200 mi. El siguiente me­
dio base fue empleado:

Glucose monohydrate.......... g. ..KH2P04.........................g...MgS04-7H20................... g...NH4N03.......................  g...ZnS04-7H20...................  g...Argo coma, steep liquor....... g...

110*0
0*100
0*500
1*50
0*0443*0

El medio de la fermentaoión tiene un pH inicial de
130 4*1» los frascos fueron inoculados con Aspergillus terreus. In­

mediatamente antes de la inoculación las adiciones fueron reali­
zadas como se designa en latabla que 7a a continuación, los fras­
cos fueron incubados durante siete días, los resultados son re­
sumidos en,la tabla núm. 3

Ethanolvolurneperoent

N/10
Itaconio Aoid per oulture

Dryweigh of myoelium

Gluooseoonsumedperculture

Yield of itaoo nio acid base? on gluoose con sumed ~

Iheory yield based on glu cose oonsu med (1 )"”
mi. Grama Grams Weight Peroent Peroent

0.... 2 1*42 4*8 0*2 2*8
2.... 194 1 '05 4*95 25*4 35*2
3.... 319 0*78 4*8 43*2 59*74.... 305 0'64 4*3 46* 1 64*1

(1 ) 1 mole gluoose 1 mole itaconio aoid
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Ejemplo núm. 4.- Este ejemplo ilustra efectos del
metanol e Isopropanol en la producción de ácido itacónico.
Porciones de 50 mi. de medio de fermentación fueron preparar-
das según los siguientes ejemplos. El medio consistía en los
siguientes componentes diluidos hasta un litros

Sueroso............. g.... 121'0MgS04-7H20.......... g.... 0« 250
KHpPO4......................... g . » • • o* 100NH5N03............... g.... 1'00Mg(N03) 2-4H20....... g.... 1'0Q.ZnS04-7H20........... g.... 0'044Oorn steep liquor.... g.... 2'0

El pH inicial del medio era de 4. los frascos fueron 
inooulados con esporas no geminadas de Aspergillus terreus. In­
mediatamente antes de la inoculación las adiciones fueron reali­
zadas como' se designa en la siguiente tabla.

Los frascos fueron incubados durante nueve días. Los 
resultados son resumidos en la tabla número 4*

Adjunct, by volume N/10
itaconic acid peroulture Dry weight of myoelium

MI Grams
N o n e ........... 8 1'25
2#> Methanol..... 340 0*773$ Methanol..... 204 0*64Í'5jS Isopropanol. 264 0*99

Ejemplo núm. 5.- Este ejemplo ilusta el efecto del 
metanol en la produoaLón de ácido itacónico en cultivo sumergi­
do. Porciones de 100 mi. de un medio de fermentación fueron 
preparadas en frascos de 300 mi. El medio contenía los siguien 
tes componentes disueltos hasta un litro*

Glucose monohyárate......KH0PO4.................. 165'0 
0 » 100MgS04-7H90...............

NHaN0,..7................ZnS0.-7Ho0...............
0'500  
1 '5 0  
0'044 3»0Argo oorn steep liquor...,

El pH inicial del medio era 4'1. Los frascos fueron
inoculados' con esporas no germinadas de Aspergillus terreus 
Inmediatamente antes de la inoculación las adiciones fueron



realizadas a una mitad de los cultivos. Una fermentación, sumer­
gida fue llevada a oabo durante nueve días, los resultados están 
esquematizados en la tabla núm* 5•

Máhanol, volume percent itaconic aoid Dry weigbt ofperculture myoelium

0 ............ 138 mi. 2 * 30 grams
2 ............ 242 mi. 2’15 grams

Ejemplo ndm. 6.- Este ejemplo ilustra el efecto del 
metanol como adición en la producción deacido cítrico con saca­
rosa con varios Aspergillus en cultivo de superficie. Porcio­
nes de 50 mi* de un medio de fermentación fueron preparadas co­
mo en los ejemplos 1 a 4. £ 1  medio contenía los siguientes com­
ponentes diluidos basta un litro:

Sucrose .........MgS0A-7H90...... ,
kH qPoa .:........
NH7NCK ..........Zna04 -7H20......
Corn steep liquor,

g .... 164*0
g . • • • 050
g .... 0*1?
g •.« • 1 '5 0
g .... 0'044mi.... 6*0

El pH inicial del medio era 4'2. los frascos fueron
inoculados con varios Aspergillus inmediatamente después de
efectuar las adiciones a una mitad de los cultivos y fueron in­
cubados a 302 C., ocbo días, los resultados son resumidos en la 
tabla núm. 6.

Mold used Methanol N/10 citric acid per 
culture

Yield of citrio acid based on suerose con sumed “
Volume percerfc u n Weigbt percentA. niger.... ( 0 184 19'3( 3 696 58*9A. wentii..,. ( 0 204 15'9, ( 3 574 44*8A. schlemanni ( 0 232 18*1
( 3 616 48* 1

Ejemplo núm. 7.- Maiz finalmente dividido (140 gramos) 
fue empleado en un medio de sales nutrientes y cinco gramos de 
carbonato calcico* Porciones de 100 mi* fueron distribuidas en 
Erlenmeyer de 300 mi. Después fueron esterilizadas con vapor
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los frascos e inoculados con una suspensión de 3 mi. de esporas 
germinadas. A una mitad de los cultivos se le añadieron 4# de 
alcohol metílico, los frascos fueron incubados durante nueve 

175 días en un agitador Ross-Kirshaw. ios resultados están sinteti­
zados en la tabla núm. 7 .

Methanol, volu me percent
N/10 citric 
acid per culture

Oxalicaoid
present Grluoonio acid present

— Mr.------
0 ......... . 181 None Trace
4 .......... 628 None None

180

185

190

Ejemplo núm» 8.- Once gramos de almidón de maiz fueron 
oolooados en frascos de Erlenmeyer de 300 mi. A cada frasco se 
le añadieron 90 mi. de un medio de cultivo nutriente que tenía 
la siguiente composición:

MgSO ,7H90 .............  g...
KOI 7. .7...............  g...NH.NO3 .................  g...
HJ?0¿ (0*5 H)........... mi...H^SO? (0*5 N)........... mi...Corn^steep liquor....... mi...
ZnS04-7H20 .............  g...Gluodse fnonohydrate....  g...

0*030*03
0*0753*0
2*0
0*7
0*004
0*1

los frascos fueron calentados en baños de agua con 
agitaoión hasta que el almidón había gelatinizado. los frasoos 
fueron entonoes esterilizados en un auto-clave a 20 libras de 
vapor de presión dentro de 30 minutos. Después de la esteriliza­
ción el medio tenia un pH inicial de 3 y 0'21# de glucosa. Para 
determinar la glucosa en potencia del medio, una muestra ful hi- 
drolizada con ácido fuertemente y el análisis dió 1 0*84# de glu 
cosa. Oada frasoo fuá mantenido a la temperatura de la habita­
ción e inoculado con una pequeña porción de esporas germinadas 
de Aspergillus niger. Suficiente agua estéril se añadió hasta 
un volumen de 100 mi. por cultivo, a la mitad de los cultivos.
A la otra mitad de los cultivos se le añadieron 3# en volumen 
de metanol basado en 100 mi. volúmenes. Detos cultivos fueron
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diluidos hasta 100 mi. en agua esterilizada.

los frascos fueron incubados durante ocho días a 302 

en un agitador Ross-Kirshaw. Los resultados están sintetizados 
en la tabla núm. 8.

lí/10 Glucose remaining per oul-Metha citrio tureJL.niger strain nol"" acid per culture Before After a strong
hydrolisis acid hydrolisis

VolumePercent MI. Grama GramsN R R L 330.. ( 0 36 3'60 3f60
( 3 308 3'03 3' 11R G R L 337.. ( 0 58 4'07 4'35
! 3 408 2'61 2'83 3'36I S R L 604.. ( 0 41 3'36
( 3 491 2'36 2'61

Ejemplo núm. 9.- Suficiente cantidad de ácido clorhí­
drico se añadió a 200 gr. de melazas de remolacha para obtener 

200 un pH de 7'2. La melaza había sido tratada con ferrocianuro po­
tásico para eliminar elementos trazas de hierro y manganeso y 
tenía una concentración inicial en sacarosa del 5456. La melaza 
acidificada fuá llevada con agua hasta un litro y porciones de 
50 mi. fueron oolocadas en Erlenmeyer de 200 mi. esterilizadas 

205 con vapor. Entonces se enfriaron y se añadieron diferentes can­
tidades de metanol, después de lo cual los frascos fueron inoou 
lados con esporas no germinadas de Aspergillus niger. Los fras­
cos fueron incubados durante ocho días a 302 c. Los resultados 
están resumidos en la tabla núm. 9.

Methanol, volume percent lí/ 1 0  citrio acid per culture Lry weight of mioe- lium per culture
MI Grama

O'O ....... •...... 212 1 ' 12
1 '0  ............. . 310 1 '3 42 » n 408 1 • 283'0 .............. 506 0'97
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210 Ejemplo núm, 10,- El siguiente medio fue empleado di­

luyendo hasta un litro:
Gluoose

Perric tar Cora steep liquor

HILipsO-i Eg S0| Kfi4 H¡ Zn^SO

6* • • * 126*0£• • • • 1*75
£• • * • 0*232
£• • • • 0*400
£m • • • 0'044
£• • • • 0'005mi.... 0'5

Porciones de 50 mi, de este medio fueron colocadas en
Erlenmeyer de 200 mi, las adiciones como se designa en la tabla 
núm, 10 fueron realizadas en el medio base exactamente antes de 

215 la inoculación con esporas no germinadas de Aspergillus niger*
Todos los cultivos fueron incubados a 30® durante seis días* Los 
resultados están sintetizados en la tabla núm, 10*

Adjuncts to the base médium, by 
volume

N/10 citric aoid per 
culture

Lry weight of mycelium per culture
Yield of anhydrous citric aeid based on glucose cansumed

MI. Grams Weight percentNone.......... . 54 1*25 7*4Isopropanol
1# .......... 62 1*23 8*2
2 $ .......... 118 0*99 20*0
% .......... 10 0*48 — —

Methyl aoetate
1# .......... 64 1*12 8*3
2 % .......... 132 1' 14 15*4
¥ .......... 182 1*02 23'7Methanol
1#.......... 106 1*17 11*5
2 $ .......... 374 0*99 40*0
3*..........Ethanol 630 0'84 66'1
H .......... 90 1*20 9*6
2 % .......... 250 1*16 31*1
3^..........N-propanol 333 1*03 52*9

0*5 * ......... 97 1*24 10*01'0*......... 284 0*97 45'02*0<$>......... 206 0*83 41'0

Ejemplo núm, 11,- Los mitades diferentes se prepararon
con los siguientes ingredientes:



grama
glucosa.......6H20....

4 ;;;;;;;; 
Mgsoj—7H2Ó*•!i!«nS0T7H20.....Ferrxo xartrateMnS04-4H20......
Cora steep liquorNaNOo
NH/iCI.............. .. .. .Distilled water toke 100 mi ma-

"o ' & 2 7 8 6 5
o 1020 
0 '0 10  
0*005 
0*004 
0*001 
0*005 
0*020 0*162 
0*013

220 A una mitad se le añadieron 3 mi. de metanol ambas
partes fueron inoculadas con dos mi. de una suspensión de es­
poras germinadas de Aspergillus niger. El Medio fue fermentado 
en un agitador Ross-Kyrshaw a 302 C* por diez días, los resul­
tados estén resumidos en la tabla núm. 11.

Methanolvolumepercent

N/10 
citric aoid per culture

AnhydrousCitZlO o,QÍd per culture

gluooseconsumad
perculture

Yield of anhydrous ci trio acid based on
gluooseconsumed Gluoosesupplied

0*0...
3'0..•

MI
97 1'144

Grams
0*62
7*33

Grams
6*30

1 0 ' 1 5

Weightpercent
9*872*1

Weightpercent
5'563*7

225

230

Ejemplo núm. 12.- Este ejemplo ilustra el efecto del 
metanol a distintas concentraciones sobre la producción de ácido 
cítrico a partir de glucosa comercial (gluoosa monohidratada) 
por Aspergillus niger. El pH inicial del medio en este ejemplo 
fué obtenido añadiendo ácido clahídrioo de 0'482 N. El siguiente 
medio fué preparado diluyendo hasta un litro.

Gluoose monohydrate
NH .NO,.........Kp4S0¿.....
NH.Hp u?0¿. ..  MgS047Hp0... 
ZnSOT7HgO...Ferrxo Tartrate. Oorn steep liquor

. g.... 160*0

. g.... 1'750. g.... 0*232• g«.. . 0* 400. g---  0*250

. g.... 0*044. g.... 0*005,ml.... 0 '5



Seis cultivos cada unos de 50 mi* de este medio fueron 
colooados en Erlenmeyer de 200 mi* Acido clorhídrico se añadió 
en cinco cantidades suficientes para pbtener una concentración 
de ion hidrógeno indicado en la tabla 12 (a)* Después de la fer 

235 mentación se obtuvo el siguiente resultado:

Initial pH valué CC. H01 aded H/ 1 0  oi­
trio acid per culture

Dry weight of mycelium per culture

Yield based on 
glucose consumed
WeightMI. Grarns peroent

4 ,0 0........ 0 42 1,28 6,7
2,51........ 10 34 1,23 -
2 , 1 0 ........ 20 38 1 , 2 1 —

1 ,90 30 52 1,34 —

1,75........ 40 58 1,35 8 ,0
1,65•••«•«•«• 50 64 1,23 9,0

El procedimiento inicial de este ejemplo fue repetido 
con la adición de 1$ de metsnol par volumen al medio antes de em 
pezar la inoculación los resultados están sintetizados en la ta 
bla 1 2 . (b).

Initial pH, valué
CO. HC1 aded

N/10 citric aoid percul ture
Dry weight af mycelium per culture

Yield based on 
glucose consumed

WeightMI. Grarns percent
4*00........ 0 258 1 » 18 31*2
2*51........ 10 258 1*28 30*6
2 1 1 0........ 20 350 1*24 40*0
1 ' 9 0........ 30 392 1'24 44*1
1 *75........ 40 424 1*27 45'11165........ 50 532 1*14 63*2

240 El procedimiento inicial de este ejemplo fue repetido
excepto que se añadió el 2?£ de volumen de metanol al medio jus­
tamente antes de iniciar la inoculación. Los resultados están 
sintetizados en la tabla núm. 12 (c).

*



Initial pH, valué 0.0.HCl added
N/10 ci- trio aoid perculture

Dry weight of micelium per culture

Yield 
based on 
gluoose consumed
Weight

MI, 1 Grams percent
4»00........ 0 476 1* 12 47*5
2*51........ 10 510 1*13 54'1
2 ’ 1 0........ 20 542 1 '08 57'5
1*90........ 30 508 1'09 56 '2
1'75........ 40 496 1*02 55*6
1  ̂6^••■«»•*«« 50 494 0*96 56*8

El procedimiento inicial de este ejemplo fue repetido 
245 exepto que se añadió un yf° en volumen del metanol justamente an 

tes de empezar la inoculación. Los resultados están sintetizados 
en la tabla 12 (d).

Initial pH, valué
c.c.HCladded

N/10 ci- 
tric acid 

per culture
Dry weight of mycelium per culture

Yield based on 
glucose oonsumed
WeightMI. Grams percent

4*00........ 0 518 1 '03 56*3
2*51........ 10 454 0'87 59*9
2 ' 1 0 ........ 20 444 0*87 60*0
1 f 90........ 30 434 0'80 59*8
1*75........ 40 418 0*72 60» 2
1 »65........ 50 312 0 ’ 62 54*8

Como previamente se menciona el invento hace posible 
el uso de materias primas no puras en el medio de fermentación 

250 obteniendo una satisfactoria producción de ácidos* Los altos rat* 
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 particularmente verdad en la pro­
ducción de ácido cítrico, utilizando melazas crudas* Las mela- 

255 zas varían grandemente en el contenido de elementos trazas: por 
ejemplo, el contenido en manganeso puede variar de cinco a oien
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partes por millón dependiendo de su origen y tratamiento previo. 
Este elemento es bien concooido por interferir el prooeáo de for­
mación de ácido cítrico en la producción de ácido cítrico por 
fermentación. En este proceso se evita la necesidad de purifi­
cación y eliminación de manganesos a partir de las melazas cru­
das.

El ejemplo once, ilustra la tolerancia para cantidades 
de manganeso relativamente altas y los siguientes ejemplos ilus­
tran la invenoión empleando cantidades controladas de manganeso 
y también la oantidad relativamente grande de estos elementos 
que pueden tolerar sin disminución en la producción de ácido cí 
trico.

El ejemplo trece, ilustra la producción de ácido cítri­
co a partir de un medio de sacarosa con alta concentración de 
manganeso bajo la forma de sulfato de manganeso empleando 3# de 
metanol como adición. El efecto de todas estas cinco adiciones 
sobre los límites de uno a cinco volúmenes por cien es similar 
a los resultados de estos ejemplos. El ejemplo catorce, ilustra 
la producción de ácido oítrioo a partir de melazas de remolacha, 
las melazas crudas fueron tratadas con ferrocianuro potásico pa­
ra eliminar toda traza de elementos de manganeso y hierro. El 
sulfato de manganeso fue añadido al medio en las cantidades de­
signadas.

Ejemplo núm, 13.- Porciones de 50 mi. de un medio de 
fermentación fueron preparadas. El medio contenía los siguientes 
componentes diluidos hasta un litro:

Suerose......... 160*0NH.NO'j.......... 1*50KHj P<3, ........ 0*150Corn síeep liquor »••• mi*••• 3*0
znso4-7H2o ...... 0*044
El pH inicial del medio era 4’1. Cada frasco fuá este-

rilizaao y entonces inoculado con esporas de Aspergillus niger
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e incubados a 302 por ocho días, los resultados están sinteti­
zados en la tabla núm. 1 3.

Manganeso per liter
N/ 1 0  citrio acid per culture

Dry weight of ayoelium 
per oulture

Yield of anhydrous 
citrio based on su eróse consumed “

Mg. MI. Grama Weightpercent
0 690 0 '96 60*355 748 1*05 64'5

110 704 1 120 62*7
220 706 1 1 22 62'9330 712 1» 13 63*4

Ejemplo núm. 14-.- Doscientos gramos de melaza de re­
molacha fueron ajustados a un pH6 con ácido clorhídrico y enton 
oes tratados con O'5 gramos de ferrocianuro potásico. El preci­
pitado que se obtuvo ful eliminado y poroiones de 50 mi. de es­
tas melazas fueron oolooadas en ^rlenmeyer de 300 mi* Los fras­
cos fueron esterilizados e inoculados con esporas de Aspergillus 
niger.

Adioiones de metanol y manganeso (como sulfato mangana 
so), fueron hechas según la tabla núm 14. los frascos fueron in­
cubados a 302 o., por seis días y los resultados están resumidos 
en la tabla núm. 14.

Manganeso 
per liter Methanol

N/10 citrio acid per 
culture

Spore crop Grluconio acid present
Mg.

0

Voluntepercent
0

MI*
402 None Fair

0 0 545 Nona Trace
10 0 209 Heavy Good
10 2 455 None Traoe

En este ejemplo la adición de manganeso en ausencia 
de metanol causó una pesada esporolulaoión y pronunciada dismi­
nución en la producoión de ácidos. Sin embargo, la adición de
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metanol aumenta la producción de ácido cítrico y reduce la can­
tidad de ácido glucónico formado.

Los ejemplos 15 y 16, ilustran la invención empleando 
melazaa Blaokstrape o de caña como fuente de carbón. El procedi­
miento 15 ilustra este ejemplo usando métodos sumergidos mien­
tras que el ejemplo 16 ilustra un método de superficie.

Ejemplo núm. 15.- Este ejemplo ilustra el efecto del 
metanol y cloruro amónico en la producoión de ácido ditrioo a 
partir de melazas Blaokstrape o de caña por Aspergillus niger 
en método sumergido* El medio consistió en 288 gramos de mela­
zas blackstrape o de caña conteniendo 150 gramos de azúcar in­
vertido y 0'044 gramos de sulfato de cinc por litro. Las mela­
zas tenían un pH inicial de 5*4. Cada cultivo consistía en eién 
mi. de este medio inoculados con dos mi., de una suspensión de 
esporas germinadas en erlenmeyer de 200 mi. Los frascos fueron 
incubados a 28s en un agitador Gump a 200 revoluédmes por minu­
to durante diez días. El metanol fue añadido exactamente antes 
de la inoculación.

En experimentos comparativos sólo trazas de ácido cí­
trico fueron formadas sin la adición de alcoholes.

Methanoladded
peroent

n h4ciper L
N/10

acid per 
culture

Dry
weightof

mycelium

Weight yield of acid on sugan consumed

Ca oxalate ' precipitóle with
Ca Cl2

g. MI. g. Percent
2*5 0 924 2*4 57 médium
3*0 0 1196 2*1 69 Do.
2*5 67 940 2 '5 52 trace
3*0 67 12 12 2*3 62 none

Ejemplo núm. 16.- Este ejemplo ilustra el efecto del 
metanol en la producción de ácido oítrioo a partir de melazas de 
caña o blackstrape por cultivo en superficie de aspergillus niger 
Los cultivos consistieron en una adición de 50 mi. de medio nu- 

325 triente en erlenmeyer de 200 mi. inoculadas con esporas secas no 
geminadas.
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El material nutriente sólo tenía 288 gramos de melazas 

de caña o blaokstrape (150 gramos de azúcar invertido) por litro* 
La germinación fue llevada durante ocho días con los resultados 
que se seflalana continuación:

Percent methanol added at start
0 1 * 5 2r0 2*5 3'0

N/10 acid per culture, mi, 
Dry welght of myeelium per

176 460 620 706 698
cultdre, g................Weight yield of citric acid based on sugar consumad,per

1'10 1 *06 1*14 1*09 1»11

cent.................. . 28 59 64 70 72Espores on myeelium....... Heavy Trace ffirace None None

R E I V I N D I O  A G I  0 N E S

1S,- Procedimiento para la obtención de ácidos orgá­
nicos caracterizado porque el aumento del rendimiento de ácidos 
orgánicos del grupo del ácido cítrico, itacónico y ácido oxieti 
lendicarboxílico se obtiene por fermentación de fuentes de car­
bón fermentables llevando la feimentación en presencia de uno a 
cinoo por ciento en volumen de un grupo de sustancias de bajo 
peso molecular de alcoholes monohidrícos y de acetato de metilo 
en condiciones sumergidas y aireadas y en cultivo superficial* 

2fi,- Procedimiento para la obtención de ácidos orgáni 
eos caracterizado por el cultivo de un moho nonocido, que produ 
ce el ácido en un medio de contiene fuente de carbón fermenta- 
bles y adición de uno a cinco por ciento en volumen de un gru­
po de adiciones que consisten en metanol, etanol, propanol nor­
mal, isopropanol y acetato de metilo para la producción de un á 
cido orgánico del grupo de la clase de ácido cítrico, itacónico 
y ácido oxietilendicarboxxlico*

32 *- Procedimiento para la obtención de ácidos orgáni 
eos caracterizado por el cultivo del moho que produce ácido cí­
trico, se obtiene en un medio que contiene fuente de carbón con 
adición de uno a cinco por ciento en volumen del grupo de sustan
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a*B27S65cias que consiste en metanol, etanol, propanol normal, isopropa- 
nol y acetato de metilo,

46.- Procedimiento para la obtención de ácidos orgáni­
cos, caracterizado porque la fermentación es llevada entre los 
límites de 1 ' 5  a 8 '5 de pH y en el que la fuente de carbón fermen- 
table puede ser glucosa, sacarosa, melaza de caña o blackstrape, 
almidón y maiz molido, llevado bajo condiciones sumergidas y ai­
readas y por cultivo en superficie con adición metanol u otro al­
cohol •

5a.- Prcedimiento para la obtención de ácidos orgánicos 
caracterizado porque el moho es tomado del grupo de aspergillus 
niger, aspergillos wetii, aspergillus sohiemann y penicillúm im- 
placatum.

6a.- Método para la producción de ácido itacónico que 
comprende el cultivo de aspergillus térreus e un medio que con­
tiene fuente de carbón fermentable que se añade de 1 a 5 volúme­
nes por ciento del grupo de metanol, etanol, propanol normal, iso- 
propanol y acetato de metilo.

7a.— Método para la produceión de ácido oxietilendioar— 
boxílico el cual comprende el cultivo con aspergillus fumigatos 
e un medio que contiene fuente de carbón fermentable añadiendo de 
1 a 5 volúmenes por ciento de metanol, etanol, propanol normal, 
isopropanol y acetato de metilo.

8a.— Método para la producción de ácido cítrico por fer­
mentación con mohos, los cuales comprenden mohos que producen 
ácido oítrioo en un medio que contiene una fuente de carbón fer­
mentable con apreciable cantidad de manganeso, como por ejemplo 
de cinco a cien partes por millón de manganeso y añadiendo adicio­
nes de 1 a 5 volúmenes por ciento de un grupo de sustancias de 
bajo peso molecular de alcoholes monohídricos, metanol, etanol, 
%to. , y acetato de metilo
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Procedimiento para la obtención de ácidos orgánicos, 

tal y como se describe en el cuerpo de esta Memoria, que consta 
de veinte páginas mecanografiadas por una sola cara y con un to­
tal de trescientas ochenta y ciño líneas.

Madrid a veintidós de Junio de mil novecientos cincuen­
ta y seis. /
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