PATENTE DE INTRODUCCION
por 10 afios
por "UN PROCEDIMIENTO PERFECCIONADO PARA LA FABRICACION
DE DIHIDROXIACETONA", a favor de Industrial Ibérice Qui
micb-Farmacéutioa; S.A., de nacionalided espafiola, domi

ciliade en Barcelona, Loreto, 8.

MEMORTA DESCRIPTIVA

Egta Patente de introduccidn se refiere a un método
perfeociohado pare le produccidn de dihidroxiacetona por
fermentacién microbiana. Masg particularmente, esta inven
cidén se refiere a la utilizacién de miembros del género

Acetobacter para la conversién microbiana practicable co

mercialmente, de glicerol en dihidroxiacetona. Este pro-

cedimiento ha sido dado a conocer con gran éxito, recien

temente en Estados Unidos de América.
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La dihidroxiacetona, CHpOH~-CO-CHoOH, es un materisl que,
a cauga de la presencia de dos grupos hidroxilos separa-
dos altamente reactivos, es valioso como intermediario qqi
mico para le si{ntesis de gran némero de productos quimi-
cos orgénicos. La dihidroxiacetona ha sido utilizada como
catalizador en formulas de polimerizacidén de butadieno-eg
tireno y como un catalizador eficaz para la condensacién
de formaldehido en hidroxialdehidos e hidroxiketonas. Tam
bién, esterificando los grupos hidroxilo de la dihidroxia
cetona con dcidos grasos tales como dcido palmitico, se
forman substencias activas superficialmente. Estas subg
tencias activas superficialmente tienen propiedades emﬁ;
sificentes que las hacen utiles en las industrias de ali
mentacién y detergentes.

La conversién microbisna de glicerol en dihidroxiaceto
na es bien conocida. Ciertas referencias escritas sugieren
el uso del Acetobacter suboxydans pare lograr esta con-
versidn microbiana, Sin embargo, ninguno de los métodos, .
procesos y téchicas descritas en la literatura podrian
ser empleados para la produceidn comercisl practiceble de
dihidroxiascetona, Para que sea comercialmente practicable,
un proceso de fermentacién para le conversidn de glicerol
en dihidroxiacetona debe satisfacer ciertas condiciones.
Debe ser posible incorporar en el medio de fermentacidn
un porcentaje relativamente alto en peso de glicerol. Por
conéideraciones de coste, ia conversidn de glicerol en
dihidroxiacetona debe ser tan completa como sea posible.‘
Tal conversidn esencielmente completa es necesaria para
una elevada produccidn de dihidroxiacetona de alta pure-
za, ya que la dihidroxiacetona en presencis de cantidades

sustanciales de glicerol, es cristaelizable solamente con



10

15

20

. 25

30

grandes dificultades, y se obtiene un producto de baja
calidad con rendimiento muy bsjo. Asimismo, esta conver
sidn microbiana de dihidroxiacetona en glicerol debe te
ner luger en un periodo de tiempo relativemente corto,
para que el coste del equipo y mano de obra para una
centidad dada de dihibroxiscetona sea minimo.

Los procesos descritos en la literatura cientifica
para le conversién microbiana de glicerol en dihidroxig
cetona se refieren principalmente a medios de fermento-
¢idn que contiemen glicerol en concentraciones que ven
de un 2% a un 8% en peso. Puesto que ha sido un hecho
comunmente aceptado que el incremento de las concentrs
ciones de glicerol resulta en une disminucién del por-
centeaje de conversién en dihidroxiacetona, la mayoris
de la literatura publicada que se refiere & esta fer=
mentacidn concierne o medios que contienen solsmente un
2% de glicerol. A este respecto, informes en la litera-
tura ten reciente como 1947,_contienen le afirmacién de
que en le fermentacidn microbiana de glicerol en dihidroxig
cetona, la concentracidn de gliéerol no debe exceder uﬁ 6%,

La literatura que refiere un rendimiento decreciente
de dihidroxiacetona con un contenido creciente de glice-
Tol en el medio de fermentacidn, también afirme que un
acugado aumento en el tiempo de fermentecidn es necesa-
rio de manera persistente para oxidar de meners eficaz
elevedas concentraciones de glicerol, por ejemplo por lo
menos 12 dias se requeririen para obtener dihidroxiaceto
na con un rendimiento aceptable de un medio que contuvie
ra un 25% de glicerol. Otras publicaciones refieren que
medios que contengan 4§-5%% de glicerdl, cuendo se iﬁocg

lan con Acetobacter suboxydens requieren 14 dias para
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obtener rendimientos de conversién de un 88-92% de gli-
cerol en dihidroxiacetona.

El principal objeto de esta invencidn es proveer un
método para le conversidn microbiena de glicerol en dihi
droxiacetona, en el que una conversidén cuantitetiva sus
tencialmente completa se logra en un periodo de tiempo
relstivemente corto, empleando un medio de fermentacidén
que contenga un porcentaje mds elevado de glicerol que
hasta el momento se habia creido practicable.

Otros objetivos quedardn evidentes de la descripeidn
detallade que sigue. ’

En lo préctica de esta invencidn, se utilize un miem
bro del génerd Acetobabter suboxydans para la conversidén
dé glicerol en dihidroxiacetona empleando un medio que
contiene ciertos constituyentes inorgdnicos y glicerol
en mids de un 6% en peso. Ademds la preparacidén del cuer
po @ inoculer en la fermentacidn se lleva a cabo en una
escala restringide de pH.

La conversidn de glicerol en dihidroxiacetona es uns
reaccién oxidente. Es bien sabido que la relacidén de oxi
dacién por microorgaenismos, estd relacionade directemen-
te con el nimero de microorganismos vivos presentes en
el medio de fermentacidn es decir, como més alto sea el
nimero de microorgenismos, mayor es la relacidn de oxida ’
cién. Eg también bien'conoéido que el dptimo pH para el
desarrollo de Acetobacter suboxydans es pH 6,5 y podria
esperarse que el mayor grado de conversidén oxidante de
glicerol en dihidroxiacetona tuviera lugar con este pH.
De menera sorprendente, de acuefdo con esta invencidn,
se pueden obtener rendimientos mucho mayores de dihidroxig

cetona cuendo el cuerpo & inocular en la fermentacidn es
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desarrollado & niveles de pH sustancialmente mas'baqu
que pH 6,5, que los que son obtenides cuando este cuer-
po a inocular es desarrollado en el pH mas alto, ain cuan
do el desarrollo del microorganismo es mucho mds rdpido
y extenso con el pH alto en el medio de fermentacidn asi
como en el de inoculacién.

Asimismo, de acuerdo con esta invencidn, se ha des-
cubierto que se requieren ciertos compuestos inorgdnicos
para la oxidacidén répida y sustancielmente complefa de

glicerol en dihidroxiacetona por medio del Acetobacter

suboxydans cuando la concentracidn de glicerol en el me-

dio de fermentacidn se incrementa a mas de un 6% en peso.
Estos constituyentes inorgdnicos estdn presentes en y son
suministrados por un licor de maiz. Tanto el licor de
maiz que se puede encontrar en el comercio ¢ el material
inorgdnico obtenido reduciendo a cenizas este licor de
maiz, facilita los resultados beneficiosos. Preferible-
mente el licor de maiz (o las cenizas del mismo en uns

proporcidn equivalente) comprende de 0,1% a 5% en peso

" del medio de fermenmtacidn.

" De conformidad con las observaciones anteriores de
la técnica, en el desarrollo de la presente invencidn se
observd que con un pH 6,5, en medios que contenian 2%

de glicerol, el glicerol podfa ser oxidado rdpida y com-

pletamente en dihidroxiacetona por el Acetobacter suboxydanc

Sin embargo, en otras fermentaciones combarables,'un incre-
mento en la concentracidn del glicerol al 6% y 11% resul~
taron en conversiones de glicerol en dihidroxiacetona de
solamente 60% y 44% respectivamente. De acuerdo con esta
invencidén, cuando la préparaci6n del medio de inoculacién

es llevada a cabo en un pH comprendido entre 5,0 y 5,9 ¥
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cuando el licor de meiz o las cenizas del mismo se afiaden
el medio de fermentacidn, pueden ser obtenidas conver-
siones para la fermentacidén de mds del 85% para el 6%

asi como el 11% de glicerol. Es la realizacidn de estos
elevedos niveles de conversidn que hacen factible la uti
lizacidn de técnicas microbianas de fermentacidn para la

produccidn comercial de dihidroxiacetona.

En la ausencia de un adecuado control del pH en el cuer

po a inocular, la presencia del licor de maiz en el medio
de fermentacidn no suministra por si mismo los grados de
conversién eltamente remarcables de glicerol en dihidroxig
cetona que se obtienen en la practica de la presente in-
vencidn., Esto es, medios de fermentacidn que contienen 1i
cor de maiz y 11% de glicerol, cuando se inoculen con un
cuerpo de inoculacidén de acetobacter suboxydens que fué
preparade con un pH de 6,1; da lugar a condiciones tales
que solaﬁente el 55% del glicerol se convierte en dihi=-
droxiacetona después de que la fermentacién se he prolon
gado 71 horas. Por otro lsdo el mismo medio de fermente~-
¢idn cuando se inocula con un cuérpo de inoculacidn de
Acetobacter suboxydans que fué preparado a un pH de 5,5
facilita condiciones tales que el 96% del glicerol se
convierte en dihidroxiacetona en 30 horas.

En la préctica de la presente inﬁencién, el cuerpo a
inocular para el medio de fermentacidén, se prepere desa-
rrollando el acetobacter a un pH de cerca 5,0 g 5,9, Re-
sultados particulermente buenos son obtenidos cuando la
escala del pH paia la preperacidén del cuerpo a inocular

estd comprendida entre 5,4 a 5,7. Usualmente, el pH del

medio de fermentacién estd comprendido tembién dentro de

lg escala de 5,0 & 5,9,

p
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Utilizando las téenicas de esta invencidn, es posi-
ble obtener de maneras uniforme un slto porcentaje de con
versién de glicerol en dihidroxiacetona en medios de fer
mentacién que contengan mas del 6% en peso de glicerol.
Se obtienen resultados particularmente ventajosos cuando
el glicerol comprende de un 6% a 15% en peso del medio de

fermentacidn.

Los ejemplos detallados que siguen, son meramente ilug

trativos de los métodos de la presente invencién y no deben

ser tomados como limitativos del alcance de la misma. La
cantidad de los ingredientes presentes en el medio estd
expresada en términos de porcentajes en peso,

Ejemplo lﬁ.

Un cuerpo‘para inocular en la fermentecidn, se prepa-
ra introduciendo Acetobacter suboxydens en 10 litros de
un medio acuoso de la siguiente composicidn: 0,5% KHpPOy,
0,5% levadura de cerveza, 2% CaCO3, 0,5% de licor de maiz
y 6,0% de glicerol. El medio se ajuste e un pH de 5,5,
inicialmente y se airea a través del periodo de desarro=-
1lo., E1 CaC03 sirve como tampdn y evita cambios sustan-
ciales en el pH. Después de la incubacidn del cuerpo a
inocular a 30§ C durante 24 horas, el cultivo resultan-
te se utiliza para inocular unos 1900 litros de un medio
de fermentacidn, que en composicidn es idéntico al medio
de inoculacidn, excepto en que contlene 1l% deglicerol.
Le fermentacidn se lleva a cabo durante 20 horas a 302 C
con aireamiento, despuds de cuyo tiempo sl caldo de fer-
mentacidn contiene 10,4% de dihidroxiscetona. Esto reprg
senta une conversién del 95% de glicerol en dihidroxiace
tona en 20 horas.

Ejemplo 2,

2
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Un cuerpo de inoculacién para fermentacidén se prepa-
ra introduciendo Acetobacter suboxydans en 10 litros de
un medio acuoso de la siguiente composicidn 0,5% KHoPO,,
0,5% de levadura de cerveza, 2,0% CaCO3, 6,0% de glicerol
y las cenizas derivadas de una cantidad de licor de maiz
equivalente & un 0,5%. El medio se ajusta a un pH de 5,5
y se airea a través del periodo de desarrollo. Después de
la inoubacidén del cuerpo & inocular a 302 C durante 24
horas el desarrollo resultante se utiliza para inocular
unos 1900 litros de un medio de fermentacién que en com
posicidén es idéntico el medio de inoculacién, excepto en
que contiene 10,0% de glicerol. Después de que la fermen
tacidn ha durado 25 horas a 308 C con aireacidén, el and=
lisis muestra que el 9%% del glicerol ha sido comvertido
en dihidroxiacetons.

Ejemplo 3. A

Un cuerpo de inoculacién para la fermentacidn prepara
introduciendo acetobacter suboxydans en 10 litros de un
medio acuoso de la siguiente composicién: 0,55 KH, PO, ,
0,5% de levadura de cerveza, 2,0% CaGO3, 0,5% licor de
malz y 6% de glicerol. El medio se ajusta a pH 5,8 ini-

cialmente y se airea durante el periodo de desarrollo.

"

Después de la incubacidén del cuerpo a inocular a 302 C duran

te 24 horas, el cultivo resultante se utiliza para inocu-
lar unos 1900 litros de un medio de fermentacidn que en
composicidn es idéntico al medio de inocculacidn excepto
en que contiene 13,5% de glicerol. Después de que la fer
mentacidén se ha prolongado durante 25 horas a 302 C con
aireacidn, el andlisis muestra que el 90% de glicerol ha
sido convertido en dihidroxiacetona.

Mientras que en la descripeidn anterior ha sido dis-
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puesta una descripcidn detallade del procedimiento de la
invencidn, gerdn evidentes para aquellos que conozcan la
téenica, gque muchas modificaciones en los detalles pue-
den ser hechas sin separarse del espiritu y principios de
la invencién, por lo que, todo lo que no afecte, altere,
cambie o modifique la esencia del procedimiento descrito,
gserd variable a los efectos de la actual Patente.

NOTA.

Se reivindica como objeto de esta Patente de intro-
duccidn: |
1.~ Un procedimiento perfeccionado pars la fabricacidén de
dihidroxiacetona por fermentacidn microbiana, que com=-
prende la preparacién de un cuerpo de inoculacidn desa~
rrollando el Acetobacter suboxydans en un medio de culti
vo qué contiene glicerol y que tiene wn pH de 5,0 a 5,9,
introduciendo el cusrpo de inoculacidn en un medio de fer
mentacién que contiene licor de maiz o el material inorgd
nico comprendido en el mismo y mds de un 6% en peso de
glicerol y cuyo pH estd comprendido entre 5,0 y 5,9 ¥ per
mitiendo que la fermentacidén se desarrolle hasta que ha
tenido lugar una conversidn sustancial del glicerol en
dihidroxiacetona, .
2.- Il propio procedimiento de la reivindicacién anterior,
caracterizado porque el medio de inoculacidén se obtiene
por medio de un cultivo en agua de una composicidén de 0,5%
de KH2P04, 0,5% de levadura de cerveza, 2% de CaCO3, que
actua de tampdn, 6,0% de glicerol y 0,5% de licor de maiz
0 bien cenizés del mismo, ajustdndose el medio, a un pH
comprendido entre 5,5 .y 5,8, manteniéndose en eireacidén a
302 C durante 24 horeas.
3.~ El1 propio procedimiento de las reivindicaciones ante-

”
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riores caracterizado porque el medio de fermentécién;es =
de composicién andloga al de inoculacidn, excepto en que
la proporcidn de glicerol estd comprendida entre 6% y
15%, recibiendo el medio de inoculacidn y quedarmio someti
5 do a aireacién durante un periodo de tiempo de 20 a 25 hores,
a 302 C, obteniéndose conversiones del 90% a 9?% del gli~
cerol en dihidroxiacetona.,
Sean cuales fueren lag circunstancias que concurran
en la esencialidad de la Patente definida en lasanterig
10 res reivindicaciones, cuyo objeto es:
4.~ "UN PROCEDIMIENTO FERFECCIONADO PARA LA FABRICACION
DE DIHIDROXIACETONA",
Consta la presente memoris de diez hojas foliadas,
mecanogfafiadas por una sola carae.

Barcelona, nueve de Septiembre de mil novecientos se

senta.

P.A. de Industrial Ibérice Quimico-Farmacéutica,S.A.,

¢/
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