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-
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por: "UN PROCEDIMIENTO DE PRODUCIR ACIDO CITRICO"o-
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f ticios.

La presente invencidén se refiere s un procedi-

. miento para producir dcido citrico por fermentacidn. In

. particular se refiere a un procedimiento para producir -

dcido eftrico en forma de dcido libre, permitiendo asi su
eristalizacidn directa a partir del caldo de fermentacidn.

Debido a su facilided de asimilacibn, buen sa- -

~ bor al paladar y baja toxicidad, el dcido citrico es uno
© de los édcidos mds comirmente usados en la industria ali-
" menticie y farmacéutica. Es muy usado como acidulante de

. bebidas, ¥ también como amtioxidente para inhibir el enrgn

ciamiento de grasas y aceites. Tanto el dcido libre como

sus sales e emplean como ‘tampones en la preparacidén de

- mermeladas, jaleas y preparaciones de gelatina, y se usan

© también como estzbilizantes en diversos productos alimen—

..

La mayor parte del suministro mundial de deidc

‘ eitrico es producide por procedimientos de fermentacidn, -

" usando generalmente cepas elegidas de Aspergillus niger;'

. con carbohidratos, tales como melazas y dextrosa, como
? fuente principal de carbono asimilable. Aunque estos

' procedimientos de fermentacidn con Aspergillus niger son -

., atractivos, se experimentan muchas dificultades. Por ejem
~ plo, durante un periodo de tiempo tiende a degenerar la

~ capacided del cultivo de Aspergillus niger para producir

 deido oftrico. Tiene més importancia el hecho de que el
 4eido citrico es recuperado en forma de salg que luego
 ha de ser acidificada y convertida en el dcido libre.

| Ademds, se requiere un periodo de’tiempo relativamente

- largo, generalmente mayor que 7 dias, para producir gran-

des cantidades de 4dcido citrico por tales fermentaciones.
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i Este largo tiempo de fermentacién, y la etapa extra de con
. vertir la sal de citbato en decido libre son factores gran-
. des en el corte de produccién de deido citrico. Asi, ex
| evidente que tiene considerable importancia comercial el

~ desarrollo de un procedimiento de fermentacidn répido,

" para la produceidn y recuperacidn directos de dcido citri-

' COe

La patente belga 716.247 presenta un procedi-

miento para producir dcido citrico usando como inoculantes

diversas levaduras del género Candida, que son capaces de

" gcumular dcido eftrico y de asimilar hidrocarburos, y fer-

,mentandé g un pH de aproximademente 4 a aproximadamente

745 hasta que se haya acumulado en el caldo una cantidad

sustancial de 4cido citrico. Sin embargo, agqui el dcido

- eftrico es producido de mmevo como citrato cdlcico, y ha

de ser acidificado; usuvalmente con deido sulfirico, para

‘convertirlo en el 4ecido citrico libre, mds desesble.

Hay otros informes en la bibliografia descri-

" biendo la propagaciln de miembros de género Candida en me~

é dios que contienen hidrocarburos, por ejemplo I. Tanabe, -
' J. Okada y H. Ono, Agr. Biol. Chem., 30, 1175 (1.966),
' E.J. Nyns, J.P. Auquiere, N. Chiang y A.L. Wiaux Nature

?21§J—177'(1967), M.d. Klug y Ado Markovetz,_Appi._Microﬁ_LV
'biol., 15, 690 (1967), J. Bacteriol., 93, 1847 (1967).

ESin embargo, aparentemenfe nadie ha tenido éxito hasta

" shora en la produccidn de 4cido citrico libre en tales

sistemas de hidrocarburo. Una propiedad caracteri{stica

~de la mayorfs de las cepas de Candida que acumulan 4cido

~citrico es que los alcoholes polivalentes eritrita, ara-

bita y manite son coproducidos en el caldo de fermenta-—
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cibn, con los citratos. Une caracteristica distintiva
adicional de la presente invencidn es que las propieda-
des superiores de acumulacidén de dcido citrico que tiene

la nueva cepa de Candide lipolytica estdn acompefiades

por uvna coporduccidn de solo pequefias cantidades de eri-
trita, y como méximo de solo trazas de arabita y manita.
Asf, la mayor concentracién de deido citrico, presente

en forma de 4cido libre el bajo pH final del caldo fer-
nentacidn, y la pequefia cantidad de inpurezas coproduci-
das, en combinacidn, permiten aislar directaﬁente el éci;
do citrico del caldo de fermenbacidn filtrado.

Ta presente invencidn proporeiona ahora un pro-—
cedimiento para producir 4eido citrico fermentado aerobig
mente un medio nutriente acnoso que contiene un hidrocar-
buro o mezela de hidrocarburos como fuente principal de.
carbono asimilable; con una cierta cepa nueva del.gémerob
Candiday durante aproximadamente de 4 a'% dias, ¥y recupe--
rando el 4cido libre directamente por concentracién del
caldo de fermentacidén filtrado. En particular, esta in-
vencién comprende un procedimiento para producir dcido

citrico fermentando aerobiamente Candida lipolytica ATCC-

Na 20,228, en un medio nutriente que contiene al menos
un hidrocarburo n-aleano o n-algueno de 9 a 19 Atomos de,_. -
carbono, que es mezclado Intimemente con una fase acuosa
que contiene una fuente asimilsble de nitrdgeno, mineralgs
y otros productos nutrientes usuales.

En el procedimiento de la invencidn no se re-
gquiere generalmente ajuste de; pHrdgrante el ciclo de fer
mentacidn, y hacia el final de la fermentacibn, general~

mente tras estar el procedimliento completado en al menos
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.la mitad o tres cuartas partes, el pH del caldo de fermen-

tacidn disminmiye hasta de aproximadamente 2 a aproximada-

‘mente 3. En comparaciones estrechas con Condida lipolyti-

iga 716.247, la nuevs cepa de Candlda lipolytica, ATCC N
120,228, produce sproximademente de 5 a 10 veces mas de 4ci

]
;do eftrico. En ningin momento durante el ciclo de fermen-

taelén disminuye por .debajo de 3 el pH del caldo de fenmen
ta016n inoculado con la cepa Candida lipolytica ITO-1437

_de la técnica anterior. Sin embargo,,sorprendentemente, .
'se ha descubierto que el pH del caldo de fermentacién, usan

:do la nueva cepa ATCC 20,228, no necesita ser ajustado du—

frante el ciclo de fermentacidn, y que se acumulan alios ren
dimientos de dcido cftrico en el intervalo de pH final, de'
éaproximadamenﬁe 2 a aproximadamente 3. El dcido cftrico .
llbre acumulado es recuperado directamente por ooncentra~);,
016n del caldo de fermentecidén filtrado, tras eliminar los™
1Qnes metflicos del tampén. ' :

Se ha hallado ahora que una cierta zepa de la le )

%vadura Candida l;polytica tiene la peculiar capacidad de
?acﬁmular dcido eftrico en forma de.dcido.libre,.durante
%la»fermentacién.aerobia'de médios acuosos que contienen _
;un.hidrocafburotcamoffuente,iprincipal o exclusiva, de cag‘.;
%bonn asimilable, con tal qué,fsin;embargo, el pH dé la fgé- .
%meniaci6n'seavmantenido bajo; es decir, el 5§ido'citrico

éno sea neutralizado a medida que se produce. Actualmente
;solo se conoce una cepa-de lipolytica que penﬁita la crig-
:talizacién directa de 4cido citrico a partir del caldo de-
éconbenfraaoo Se han énsayado-lé mayoria de 1éé'cepas pi=’

‘blicamente disponibles, ¥ se ha hellado que no poseen es-
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¢ ATCC 20,228,

1 A EIOR

' ta.propiedad sin igual. Ta cepa utilizable ha sido depo-

© sitada en una coleceidn piblica reeonccida, la Coleccibn .

americana de culbivos tipo, y se le ha dado el mimero -
; Para aprovechar al méximo las ventajas de esta -
propiedad del cuitivo, la fermentacidn se efectda a pH :
m bajo; es decir, sin neutralizar el deido citrico produci-
5 dos s sorprendente, pero cierto, que la cepa ne 20,228
' permanece viable, y fuerte productora de deido cftrico;
incluso a pH de @éroximadamente 2—3; o incluso menos., Ini
% cialmente es necesario mantener un pH de aproximadamente
% 4~5 (vsualmente de aproximadamenté 5-6) para permitir que
§ tenga lugar el crecimiento de células. Sin embargo, tras
3 haberse desarrollado la masa de célulaé; ge dejé que el
? pH disminuye de forma natural, a medids que Se préduce mds .
% dcido cftrico, sin afiadir mds tempdn sin otra base que ~
z reaccione con el producio. Ta fermentécién se completa
j usualmente en de 5 a ; dfas. Antes de que hayan.pasado
los 2 dfas primeros, el pH estd ya por debajo de 4, y con
timfa disminuyendo hasta un intervalo final de aproximada;
‘ mente 2-3, a medida que se produce més dcido. Como se ha
; indicado antes, ello significa que la mayoria del produc~-
40 estd ya en forma de dcido libre, no de citrato, y es- .
t4 lista para ser recuperada.
El mantenimiento del pH inicial se podria efec—
. tuar afiadiendo un céustico u otra base, Sin embargo, lo
;. mds conveniente es afiadir simplemente una cantidad limi-
é tada de un carbonato, al principio, de manera que su ca-
| pacidad pars tempénizar haya sido consumida, por el dei-

do eitrico producido, aproximadamente en el momento en que
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ra ser usada como inoculacidn de la fermentacién. Se pre

fiere afladir al medio como tampén carbonato cdleico. Es-

te reacciona con el dcido eftrico que se acummla durante

la etapa de crecimiento, evitando asi que el pH del me-

dio se haga demasiado dcido. Es bien sabido que durante -

las etapas iniciales de propagacién de la levadura; i el
pH del medio se reduce haste menos que aproximadamente

4,0 el crecimiento de las células de levadura cesarda o se

reducird notablemente. También se cree que algo del did-—
xido de carbono producido en la reaccidn del Acido citri-

co con carbonato cdlcico puede ser metaboli zmdo por las

células de levadura, promoviendo asi su crecimiento en el

medio. Ademds del carbonato cdlcico se puede usar también
' carbonato de bario, éxido cdlcico, Sxido bdrico y otros :
‘ﬁampones bien conocidos.

Aunque generalmente se prefiere usar n—hexade—’:f’
cano como kidrocarburo principal o tnico en la fermenta~
cidn, pueden usarse otros nfalcahos ¥ n-l-alquenos, Tom-" -
bién se puneden usar mezclas de hidrocarburos, incluyendo -

imateriales crudos y semirrefinados, pero al menos una por .

gitud de cadena de aproximadamente de 9 a 19 dtomos de car

i
%bono; ;
7 Generalmente, el hidrocarburo se emplea a con-
icentracidn de aproximedamente 5-9% en peso, basado en el
imedio, aunque este aspecto no es eritico, y puede usarse
zuna concentracién de hidrocarburo menor o mayor, Intre

‘las fuentes de nitrdgeno inorgénices disponibles se pre~

%fieren les salss de nitrégeno tales como sulfato aménico,
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cloruro aménico y nitratoaménico. = De entre las numero=-
sas fuentes de nitrdgeno orgénicas se prefieren el sal-
vado de trigo, harina de soja, urea, aminodcidos y.pep-
tonas. Se ha hallado que la N2 Amine YIT, de la que se
dispone en el comercio; vendida por'Sheffield Chemical
co.s Norwich, N.Y;; o8 una.fuente de peptona adecuada,
Desde luego, es bien sabido que también son beneficiosos’
para el crecimiento de lag levaduras las vitaminas tales;
como biotina y los cationes y aniones minerales tales -
como sodio, potasio,.cobalto, fosfato y sulfato. ILe ma-
yoria de estas trazas de vitaminas y minerales estén dis
ponibles en el liquido de maceracién de grano, y en al-
gunas de las fuentes de nitrdgeno,.por ejemplo la harina
de soja, y por tanto no es usualmente necesario éﬁadir-
les individualmente al medio de fermentacidn. ,
Como se ha indicado antes, el medio de fermen-.
tacidn contiene fuentes usuales dernitrégeno asimilable,
ninerales, y otros factoges de érecimientO'que estdn cog
tenidos en la fase acuosa., Un medio que-ha resultado ser |
egpecialmente adecuado es uno que contenga una sal amé-
nica;,liquido de maceracidn de grano, e hidrocarburo. El
liquido de maceracidn de grano puede ser reemplazo, op- -
cionalmente, por dihidrogenofosfato potdsico. EL nivel -

de hidrocarburo debe ser al menos aproximademente 3% en

peso del medio, pera producir concentraciones y rendi- . 7"

mientos significativos de dcido citrico, y el intervalo
de aproximadamente 5 a 20% en peso es el mejor general-
mente para obtener los resultados dptimos. ILa misidén -
del agua consiste esenclalmente en proporcionar un me-

dio pars las fuehtes de nitrdgeno, minerales y factores
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ﬁ de crecimiento, aungue desde luego se necesita algo de agua

é para mantener de forma apropiada las células de levadura.

. Asi, aun¢ue ge puelen emplear concentraciones muy altas

de hidrocarburos, por ejemplo de 50% o incluso mds, des—

de el punto de vista prdctico se conmsigue la produccidn

i 8ptima de dcido eitrico cuando el nivel de hidrocarburo

" o8 mantenido dentro de los intervalos preferidos,

Aunque es satisfactoria cualquier forma de incu-

' bacidn aerobia, se prefiere la aireacidn controlada, tal

como, por ejemplo, la agitacidn del medio al aire, o la

: pulverizacién de aire a través del medio. Dado que el -

" hidrocarburo es immiscible en la fase acuosa, es deseable

mantenerle en forms finamente dispersada, en el medio acuo

s0, durante la fermentacidn, asegurando asi que estard en.

- contacto con la fase acuosa una superficie grande del hi-

“drocarburo. De esta manera habrd un contacto bptimo entfq"

las células de levadura, la fase acuosa ¥ el hidrocarburo.
Un medio preferido para alcanzar estos objeticos es la fer-
mentacidén sumergida, agitando répidsmente la me zcla mien—
tras se hace pasar<simnltéﬁeamente aire a través de ella,
por ejemplo por pulverizacién; Pare asegurar una buena dig
persién del hidrocarburo, se puede inclufr también un ten
soactivo en el medio.

Se pueden emplear las temperaturas usuales, co=-

" nocidas en la técnica, para el crecimiento de levgduras.,

; por ejemplo aproximadamente de 20 a 372C, prefiriéndose

‘ un intervalo de gproximadamente 25 a 2éec, con tiempos -

© de formentacién de 4 a 7 dfas. EL periodo de crecimiento

inicial de las eélulas de leva&ura§ para preparar la ino=-

: culacién, es preferiblemente de 24 .a 48 horas. Estas con
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diciones generales de crecimiento y fermentacidén son bien

conocidas en la téonica§ igual que lo son los métodos pa-

 ra recuperar el 4cido eftrico producido, por ejemplo la

centrifugacibn, filtracidn, concentracidn bajo vacio, -
etbco

Una caracteristica criticae de estd invencidn es

‘ que el 4cido eftrico libre es aislado directamente del

2 caldo de fermentacidn filtrado; con rendimiento y purezs
i excelentes., Debido a la naturalezs sin igual de la cepa
. Candida ATCC n? 20,228, se mantienen un buen metabolismo

 de la levadura y una gran produccidn de decido cftrico a

medida que el pH del caldo de fermentacién disminuye ré-

- pidamente hasta aproximadamente de 2 a 3, o incluso menos
- tras haberse iniciado la fermentacidén. A diferencia de
< los medios acuosos que contienen carbohidrato usados en

 la produccidn de dcildo citrico con Aspergillus niger, o

_en las técnicas con Candida de la técnica anterior, el
: caldo de fermentacidn hidrocarbonado filtrado, chispean-—

" te de la presente invencidn, tiene pocas impurezas y es

casi incoloro. Il 4ecido citrico cristalino puro es obte~ -

. nido directamente en rendimientos de recuperacidn de 50

a 75%, o mds, por simple evaporacién, o en procedimien=—

tos de concentracidn bajo vacio. Esbte nuevo procedimien~

‘to de fermentacidén evita la necesidad de ajustar continua-

mente el pH, y, por recuperacidén directa de dcido citrico

_de gran pureza, con buen rendimiento, se consiguen ashorros

sustanciales eliminando las etapas de recuperacidn inter=—

_medias de formacidn de sal y subsiguiente conversibn al

doido libre, por uso de dcidos minerales, intercambio de

- 384354
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208 x3

Se ha de entender que el procedimiento de la
presente invencién gbarce tambidn el uso de mutantes o

variantes de la cepa Co'lipolytica, producidos por (i-

versos medibé quinicos o’fisicos, con tal de qu conser~
ven, desde luego; la resistencia a dcidos y capacidad de
actumilacidn de dcido oftrico que tiene la ATCC nf 20,228
Tales mutantes son producidos por radiacién con fayos X
y ultravioleta, tfafamiento con mostazas nitrogenadas o
perdxidos orginicos, y otras técnicas similares bien co-
nocidas por los expertos en la téenica. Ademds, el uso
de subcultivos, mutantes naturales, variéntes y4simila-
res estd abarcado en la puesta en prictica del procedi;‘
miento de la presente invencifn. Se presentan los ejem~
plos siguienteé pars ilustrar la présente invencidn, pe-
ro no para limitar su 4mbito.

' Ejemild I

Una porecidn.de agar de pataba dextrosa, que

contenfa céiulas de Candida lipolytica ATCC 20.228, es

transferida a un medio 1f§uidd preparado:con 3 g de Na
Amine YIT, fuente comercisl de nitrégeno asimilable que :
comprende peptonas procedéﬁtes de degradacién-dé caseif
na, y vendida por The Sheffield Co., Norwich, N.Y.3 34}3‘
g de n-parafinas é4-016; vendida por The Continental Oil -
Covy NoYoy NoYey y 600 ml de agua del grifo. Primero es

esteriiiza’el medio durante 30 min a 1202C. Imego se‘ig ;

. cuban aercbiamente las células de Candida en el medio,

con agitacidn, a temperatura ambiente (272C) durante 48
horas, usando wn agitador rotatorio. Al finel de ese
tiempo, una inoculacién del 5% del crecimiento de Candi-

da es trensferids e un medio nutritivo esterilizado acug:

-1 -
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80 que contiene, por litro defiedio, 5,0 g de liguido de

; maceracién de grano, 4,0 g de sulfato aménico, 15,0 g de

carbonato cdlecico y 155 g de n-parafinas 014-016. E]l me-

" dio inoculado es agitado durante 48 horas, y aireado con

30 litros normales de aire por hora por litro, a una tem

peratura de 268C. Durante este periodo de 48 horas de

i propagacidn, ei pH es mantenido a aproximadamente de 5

a 6, para permitir un desarrollo éptimo de las células
aiiediendo mds tampén de carbonato cdlelco, en pequeiios
incrementog, segin fuera necesario. Esta cantidad limi~

tada de tampdn es consumida a medida que la mase de cé-

lulas produce dcido citrico, de manera que, hacia el fi-

- nal de las 48 horas, el pH ya es ligeramente menor que

4, y esta disminuyendo bastante répidemente.

Una porcidn del 5% de esta inoculacién, que

, crece activamente, es afiadida luego a un fermentador gran

. de, gue contiene los 1ngred1entes szgulente, por litro

de medio esterilizado: 4,7 g de urea, 0,001 g de clorhi—

' drato de tiamina, 180 g de n~parafinas Cy,~Cigs ¥ 0,375

g de KI-I2PO4 (esterilizado separadamente). El medio de

. fermentacién cs agitado durante 44 horas (6 dfas) a 1725

rpm, con 30 litros normales de aire por hora por litro,
¥y 2 una temperatura-de 262¢. El rendimiento de fermen—
tacibn del 4cido cftrico monohidratado es 225 g/litro.
Ya pronto, en esta experiencia de 6 diaé, el pH se nive-
la por si mismo a aproximadamente 2-3, ¥y no se necesitan
ajustes. Tras los 6 dfas, los sflidos y el micelio son
separados por filtraceidn, y el caldo de fermentacidn

filtrado es concentrado bajo vacio a 452C, hasta 402Baumé,

Los cristales de dcido citrico que se forman tras reposo

384356
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i durante la noche son separados por centrifugacidn. Ia .
~ segunda y tercera recolecciones de 4cido citrico son re-
f cuperadas concentrando las aguas madres bajo vacio, has-
i ta 452Baumé, a 752C. Ia recuperacién total de 4cido ci-
é trico libre eS’épfbximadamente 50% en pveso. Por dltimo,
: el producto residual de las aguas madres finales es recu-
~ perado en forma de sal momosbdica, neutralizando con hi-
- dréxido sédico y concentrando bajo vacio.
Ejemplo IT

Se repite el procedimiento del Ejemplo I; reem-—
- plazando las n-parafinas 014'016 del medio final del fer-
- mentador por n-hexadecano, con resultados comparables. =
: Tras recuperar el Acido citrico libre, las aguas madres
residuales son neutrelizadas de mmevo con hidrdxido sé-
dico, y concentradas bajo vacio, y el dcido citrico res—
tante es recuperado como sal trisdédica. '

| Bjemplo ITT

Se repite el procedimiento del Ejemplo I, con L
E la exbepczén de que, en la etapa final en el fermentador, -
; las n—paraf;nas 014- 16 Son reemplazadas por uneg mezcla
- de 28,9 g de cada uno de los siguientes hidrocarburos:
n~decano, n-nonano, n-undecano, n-tridecano-s n-pentade- - -
. cano, n-hexadecano y n-octadeceno. Se obtienen resulte~ .
- dos comparsbles, es decir, una recuperacidn de dcido citri
co libre mejor del 50%. ILas aguas madres finales son ajus
" tadas luego a pH de 8 a 10, y se afiade el cloruro cdlcico
suficiente para convertir todo el dcido citrico residual -
" en citrato cdlcico, que es recuperado por centrifugacidn.

Ejemplo IV
Se prepara un medio mutritivo liquido con 150 g
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" de Cerelose, pro&ﬁcto de maceracidn de grano veﬁdido por
© Corn Products Sales Co.y N.¥e, No¥.3 15 g de peptonas 5

i g de extracto de levadura; 4 g de cloruro sédico; y 1 li-
iﬂtro de agua. Tras esterilizacidn, este medio es inocula-

. do con célules de Candida lipolytica ATCC 20.228, ¥y es

incubado con agitacién a temperature ambiente, bajo com-

diciones aerobias de immersidn, durante 24 horas., Alfi-

- nal de este tiempo el pH es aproximadamente 6,5, El con-
; tenido de células de.Candida en el medio (centrifugacidn)
_se determina centrifugando una muestra de 15 ml del medio

. & 2000 g Aurante 15 min. Cuando se alcanza una densidad

de 0,5 ml de células por 15 ml de medio de crecimiento,

la suspensién de cédlulas es usada para inocular el medio

_de fermentacibn apropiado.

Se afiaden varios mililitros de esta inoculacidny

fde 24 horas de edad, a un medio muiritivo estepilizado acuo

2so que contiene, por litro; los siguientes ingredientes:

4,7 g de urea; 0,01 g de clorhidrato deAtiamina, 0,1 g de '

MgSO4.7H20, 1§0 g de n=parafines q14216 (Continental 0il

. company) y 0,75 g de KH PO, (esterilizado separadamente).

El medio de fermentacidn es agitado durante 5

~dias a 1725 rpm, con aireacidén de 30 litros normales de

"aire por hora por litro, y & wma temperatura de 252C. El

pH disminuye, dentro de los 2 dias primeros, desde apro-

ximadamente 6,5 a aproximadamente 2,5, y se estabiliza

' por sf mismo a 2,0-2,5. TLos sélidos y micelios son se-

_parados por filtracdn tras el periodo de 5 dfas. Il cal-

édo filtrado es concentrado bajo vacio a 45%C, hasta 402Baurle.

‘Tras sembrar con cristales .de deido citrico y dejar repo=

sar durante la noche, el dcido citrico libre se separa por
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cristelizacidn, y los cristales son separados por centri-

§ fugacibn. Se recuperan una segunda y tercera recoleccio-

' nes de dcido citrico concentrando mds las aguas madres,

hasta 459Baumé, a 7590. Las aguas residuales son neutra-
lizeadas ﬁarcialmente; por_ﬁltimo, con hidréxido sédico;
¥y son concentradas bajo vacio, y el deido eftrico restan-
te es recuperado como sal monosddica. |
Ejemplo V

Se repite el método del Ejemplo IV, reemplazen-
do las n-parsfinas 014016 por una me zcla hidrocarbonada,
NP-200, compueste por n-parafines que tienen de 9 a 19
dtomos de carbono, y vendida por Unidn Carbide Company,
N.Y;, N.Y. Tras 138 horas de fermentacidn, se recupera
por el mismo método el dcido citrico libre, con rendi-~
miento mejor que el 50%. Se afiade en este momento hidré-.
xido potdsico a las aguas madfes resi&uales, v la solu-
cidn es concentrada bajo vacio para recuperar el 4cido
citrico restante en forma de sal monopotdsica.

Egta solicitud, que corresponde a ia preéentae f‘“:
da en Estados Unidos de América, el 23 de Octubre de 1969;
bajo el N® 868.89;, se acoge o los beneficios del articu~
lo 51 del'vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva, que se -
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presentan para que sean objeto de esta soliditud, de Pa-
tente de Invencidn en Espafia por VEINTE aﬁoé son .los si-
guientes: "
1+~ Un procedimiento de producir dcido citrico
5 ¢ por fermentacidn de una‘levadura que pertenece al género
Céndida, cepaz de acummlar &cido citrioo-y de asimilar
hidrocarburos, en un medio nutriente acuoso gque contiene
al menos una parafina normal gue tiene de aﬁroximadamente
9 a 19 dtomos de carbono en calidad de memantial princi-
10 i pal de carbono asimilable, caracterizado por el hecho de
W ' que, en combinacidn, se emplea como indeulo de fermenta-

cidn un cultivo en crecimiento activo de Céndida lipoly-

; tica ATCC nf 20.228, y conducir la mayor parite de la fer—
% mentacidn a'un pH sustancialmente por debajo de 4;
15 f 2.~ Un procedimienyo segin la reivindicacidn 1;
caracterizado porque dicho pH se encuentra entre aproxi-;
- mademente 2 ¥ 3; »

3.~ Un procedimiento segin la reivindicacidu 1,
caracterizado por el hecho de gue la fenmentacidn se con?~~.‘
20 : duce durante aproximadamente 4 a ; afas,
4.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,

. caracterizado por el hecho de gque el producto de deido cf
trico es recuperado en forma de dcido libre directamente :
desde el caldo CGe fermentacién filtrado.

25 5.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 1,{:.3
racterizado por el hecho de gue dicho indculo es prepa

/ feado primero haciendo crecer C4ndids lipolytica ATGC No

20,228 en un medio muitriente acuoso a un pH entre apro-

" ximadamente 4 y 8 durante entre aproximedamente 1 y 2

384 354

dfas.

16




6.~ Un procedimiento de producir dcido citrico.
Tal y como se ha desgcrito en la lMemoria que an-
g tecede y, con los fines que se han especificado.
‘ Egta Memoria consta de diecisiete hojas escri-

5 . tas a mdquina por una sola cara.

Madrid, : D
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