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Ta presente invencidén se relaciona con un proceso
de fermentacién para la produccién de &cido citrico y, en
particular, se relaciona con un proceso continuo para la
produceién de Acido citrico mediante propagacién de un

5 microorganismo acumulador de 4cido citrico en un medio nu-~
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triente que comprende hidrocarburo como fuente prineipal de
carbono asimilable.

Constituye un objeto de la invencién proporcionar un
proceso continuo para esta finalidad, que tiene un rendimiento
global mejorado de &cido citrico, basado en la fuente de hidro
carburo, y una velocidad de produccibén mejorads de &cido ci-
trico, en comparacidén con los procesos de fermentacibén ante-
riormente conocidos para la produccidén de 4cido citrico a par—
tir de hidrocarburos.

De acuerde con la invencién, el proceso continuo
para la produccién de &cido ci{trico comprende fermentar aero-~
bicamente un medio acuoso que contiene hidrocarburo dispersado
en el mismo como fuente principal de carbono asimilable con un
microorganismo acumulador de &cido cf{trico, alimenter continug
mente al medio de fermentacidén hidrocarburo y nutrientes esen-
ciales para el microorganismo, extraer continuamente medio que
contiene 4cide ecitrico en una proporecién tel que el medio de
fermentaciédn se mantenga a un volémen practicamente constante,
mentener el pH del medio de fermentmcién en un valor del orden
de 2,2 a 4,0 y la temperatura del medio de fermentacién en un
valor del orden de 22 a 3292C, y recuperar &cido citrico del
medio extraido.

El medio de fermentacidén puede estar contenido en un
recipiente adecuado, dotado con medios de agitacién, si es ne-~
cesario, medios para introducir aire en el medio, medios para
introducir el hidrocarburo y los nutrientes esenciales en el
medio, medios de rebose para la extraccién del medio y para
méntener el voliimen del medio del recipiente practicamente
constante y medios pare controlar el pH y la temperatura.

Los microorganismos acumuledores de &cido citrico
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capaces de utilizar hidrocarburo como fuente principal d
carbono asimilable en el proceso de la presente invencién, in-
cluyen levaduras del género Candide, en particular la especie
Candida lipolytica. Pueden emplearse varias cepas de Candida
lipolytica, por ejemplo, las descritas en las Patentes brité-
nicas Nos. 1.203.006, 1.211.246, 1.297.243 y 1.304.753, ¥ en
la Patente belga No. 765.165, incluyendo las siguientes cepas
publicemente disponibless
Cepa Candida lipolytica

ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
CBS
CBS
CBS
CBS
CBS
IFO
IFO
InI

NRRL -~ ¥ - 1094

Otras egpecies de Candida que son capaces de utili
zar hidrocarburo y scumlar écido citrico, incluyen:
C. atmosphaerica, ¢. guillermondii, C. perapsilosis, C.brumptii,
C. tropicalis y C. zeylanoides., En las Patentes briténicas Nos.

-

8661

8662

9772

16617

16618

20114 (IFO - 1437)
20228

20237 (IFO - 1463)
599 , cepa Jacobsen
2070, cepa Polaccl
2071, cepa Zach
2073, ceps Veronsa
2078, cepa Bruyn
1545

1566

93743
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1.203.006, 1.204.635 y 1.278.013, se deseriben cepas publica-
mente disponibles de las anteriores gue pueden ser utilizadas.

El hidrocarburo que forme la fuente principel de car
bono asimilable, consiste esencialmente, con preferencia, en
uno o més alcenos o 1-alquenos, de cadena rects, conteniendo
de 9 a 19 étomos de carbono, particularmente n-aloanos conte-
niendo de 12 & 16 4tomos de carbono o de 14 & 19 &tomos de car
bono. _

El hidrocarburo se alimentae continuamente al medio
de fermentacién o bien por separado o bien dispersado en una
solucién acuosa que suministre los nutrientes esenciales para
el microorgenismo. En cualquier caso, el hidrocarburo se ali-
menta generelmente en un nivel del 5 a8l 20 % en peso aproxi-
madamente (es decir, 50 & 200 g/litro) basado en el voldmen de
la solucidén scuosa que suministre los nutrientes esenciales,
si bien este aspecto no es orftico y puede utilizarse un nivel
inferior o superior de hidrocarburo. Los nutrientes esenciales
incluyen las fuentes disponibles de nitrdgeno, de las cuales
se prefieren las sales nitrogenadas tales como sulfato aménico,

cloruro aménico y nitrato embénico y compuestos nitrogenados or-

‘génicos gimples tal como urea, si bien pueden utilizarse otras

fuentes nitrogenadas orgénicas tales como amino4eidos y pepto-
nas. Naturalmente, ya se conoce que aquellas vitaminas como
las contenidas en el complejo de vitamina B, en particular
tiemina, y aquellos cationes y aniones minerales tales como
magnesio, potasio, fosfato y sulfato, son o pueden ser esen-
cizales para el crecimiento de levaduras y se incluyen delibe=-
radamente en forma de sales en la solucidén nutriente esencial.,
Dichas sales contienen también normalmente, como impurezas,

elementos de trazas esenciales, tales como hierro, zinc, cobre,
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mengeneso y cobalto, pero estos elementos se afieden preferi- ;

blemente en forme de una solucién de elementos de trazas a la
solucibén nutriente esencial.

El medio de fermentacién puede contener también otros
ingredientes, tales como un surfactante, pare mantener el hi-
drocarburo en un estado finamente dispersado en la fase acuosa,
¥y un agente antiespumante,

El pH del medio de fermentacién puede mantenerse den-
tro de la gama deseazda mediante la adicidén de un dlcali en
cualquier forma, pero mis convenientemente medisnte la adicién
de amoniaco en forma gaseosa o acuosa. Con preferencia, el pH
se mantiene entre 2,8 y 3,5, més preferiblemente entre 3,2 y
3,5. Ia temperatura del medio de fermentacién puede controlarse
por cualquier medio conveniente, con preferencia entre 26 y
30920, por ejemplo mediante tubos o serpentines de refrigera-
cién sumergidos en el medio, o mediante una camisa de refrige-
racibén exterior.

le aireacién del medio de fermentaclén puede reali-
zarge de cualquier modo adecuado, por ejemplo, burbujeando aire
8 través del medio y con preferencia se utilizard de 0,3 8 1,5
volémenes de aire por vollimen de medio por minuto, por ejemplo,
de 0,48 a 0,62 vol./vol./min. El medio puede agitarse también
para incrementar la eficacia de aireacién y de dispersién del
hidrocarburo en el medio, si es necesario.

El procedimiento continuo de la invencién puede estar
precedido por una fermentacidén discontinue de un medio con una
composicién similar que contiene inicialmente una fuente de ni-~
trégeno asimilaeble y una concentracién de hidrocarburo adecua-

damente alta, por ejemplo, del orden de 50 a 200 g por litro,

¥ que tiene un pH inicial comprendido entre 5 ¥ 8, con prefe-
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rencia entre 7 y 7,5, para estimular el crecimiento del micro-
orgénismo, A medida que avanza la fermentacién discontinua y
se produce el Acido, el pH disminuye y se estabiliza en un va-
lor comprendido entre 2,2 y 4,0, con preferencia entre 2,8 y
3,5, més preferiblemente entre 3,2 y 3,5, mediante la adicién
de &lcali, por ejemplo sosa cdustica o amoniaco.

El amoniaco o el hidréxido aménico proporciona la
doble funcibn de controlar el pH y servir como fuente de nitré-
geno agimilable. Si se utiliza como asgente neutralizante,
hidréxido sédieco o potésico, deberd proporcionarse continua-
mente nitrégeno asimilable, con preferencia ure2 o una sal
aménica.

Cusndo el contenido en hidrocarbure ha disminuido &
un nivel adecuadamente bajo, por ejemplo inferior a 30 g por
1litro, entonces se inicia la alimentacién de hidrocarburo y
nutrientes esenciales. Cuando el volimen alcanze un nivel pre~
determinado, rebosa el medio que contiene &cido citrico, ex~
trayéndose como efluente.

Ia operacién discontinue inicial del proceso serd
variable en cuanto a su longitud, en funcibén del tiempo nece-
sario pare establecer el crecimiento del organismo y produccién
de Acido citrico, y para reducir el contenido en hidrocarburo
al nivel deseado, pero normalmente seréd del orden de 12 a 120
horas, més normalmente del orden de 50 & 100 horas. El creci-
miento del organismo se dejard avanzar normalmente hasta que
existan de 1 a8 4 x 109 eélulas por mililitro del medio, siendo
lo suficientemente alto pare mentener la produccién de 4cido
citrico en una proporcién Util pero no tan elevado que el pro-
cesado del efluente resulte demasiado difiecil o que se provo-

que una reduccién de rendimiento en dcido citrico.
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El contenido en hidrocarburo del medio al final de
la operacién discontinua inicial, seréd también variable, de
acusrdo con el nivel de hidrocarburo en el cual se desea ope~-
rar el proceso continuo. Esto determminaréd el nivel de hidro-
carburo en el efluente pudiendo ser lo suficlientemente bajo
para que pueda despreciarse el hidrocarburo del efluente; en
el caso de que sea relativamente elevado, el hidrocarburo pue
de ser separado, por ejemplo por centrifugecién, y reciclarse
a la alimentacién o pasarse como alimentacién & un segundo
proceso de fermentacidn continue realizado de acuerdo con la
inveneién.,

El proceso contfnuo de la invencién puede operarse
durante tanto tiempo como se¢ desee, slendo unicamente el fac~
tor limitativo, en teorfa, la estabilidad de la cepa particu-
lar de microorganismo empleada, pero en la préctica el proceso
puede terminarse en cualquier etape anterior. Para los fines
de esta invencién, puede considerarse como un proceso continuo,
cualquier proceso que sea operado durente por lo menos 24 ho-
ras con alimentacién continue de hidrocarburo y que incluye
un periodo de extraccién continua de medio que contiene &cido

citrico.
Ia fase acuosa del efluente se separe de las células

del microorganismo y de cualquier hidrocarburo presente, por
medios convencionsles, por ejemplo por centrifugacién y/o fil-
tracién, y el dcido citrico se recupera de la fase acuosa,
igualmente por medios convencionales, por ejemplo por precipl-
tacién como el citrato tri-célcico.

Muchos microorganismos capaces de asimilar hidrocar-

buros y producir dcido citrico a partir de los mismos, son ca-

paces tembién de producir Acido isocitrico & partir de los mis-
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mos8, lo cual es indeseable cuando el &cido citrico constituye

el producto deseado. Sorprendentemente, se ha encontrado que
en un proceso continuo segin la presente invencidén, se produ~
cen cantidades més pequefias de dcido isoeitrico, con relacién
al édcido citrico, que en un proceso discontinuo utilizando la
misma cepa de microorganismo.

El proceso de la presente invencidn se ilustre por
los siguientes ejemplos.

EJEMPLO ‘1

(4) Proceso discontinuo inicial:

Se prepare un medio liquido conteniendo 5 g por 1i-
tro de Bacto-Casitone, una fuente comercial de nitrégeno asimi
lable que comprende un digesto pancreético de caseina, obieni-
ble de Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.S.A., y dis-
tribuido en cantidades de 600 ml en matraces de 2,8 litros,

a cada uno de los cusles se afiaden 45 ml (34,5 g) de n-pare-
finas 01 4'016 obtenidas de The Continentel 0il Company, de
New York, N.Y., U.S.A. Después de esterilizar este medio en
vapor de agua durante 35 minutos & 1,05 ]a:g/mn2 relativos, se
inocule cada matrédz desde un tubo inclinado de agar de dextro-

sa de patate conteniendo células de Candidas lipolytice ATCC

20228 y se incuban aerobicamente a 26-272C durante 48 horas,
utilizando un agitador rotativo. Al término de este tiempo, se
transfiere un inboulo 81 5 % del crecimiento de Candida a 2
litros de un medio esterilizado acuoso que contiene, por litro,
2,6 g de sblidos de licor de la meceracidén de meiz, 4 g de
sulfato aménico y 15 g de carbonato cdlcico, al cual se habian
afadido 200 m1 (153 g) de las mismas n-parafinas 01 4—015. El
medio inoculado se agita durante 53 horas y se airea burbu-

jeando eire, en una proporcibén de 1,25 litros de aire por mi-
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nuto, a una temperatura de 26-28¢C,

Al témmino de este tiempo, se afinden 270 ml de este
medio de infculo & unos 5 litros de medio esterilizado en un
fermentador més grande, conteniendo los siguientes ingredien-
tes por lltro: 2 g de urea, 0,4 g de sulfato magnésico hepta-
hidretado, 6 g de carbonato cidlcico, 0,75 g de dihidrogeno-
fosfato de potasio, 0,25 mg de hidrocloruro de tiamina y can-~
tidades de nitrato férrico y sulfatos de zinc, cobre y maenga-
neso pare dar 0,15 mg de hierro, 0,5 mg de zine, 0,125 mg de
cobre y 0,01 mg de manganeso. A lo anterior se afiaden 980 ml
(750 g) de las mismas n-parafinas Cy4~Cqge El medio de fermen-
tacibén se agite con una turbina de cuatro paletas a 1.400 rpm
¥y se airea burbujeando aire en una proporcién de 3 litros de
aire/minuto a 269C. Durante las primeras 24 horas, el pH se
mentiene en 7,25 mediante la adicién de amoniaco acuoso. El pH
ge deja entonces descender a 3,5 & medida que se produce &cido
Yy se mantiene entonces en este valor mediente la adicién de
emoniaco acuoso,

(B) Proceso continuo:

Trenscurrides 71 horaes, se afiade continuamente &l

fermentador, un medio de la siguiente composicién, en una pro-
poreidn de aproximadamente 2 litros por dfa (1,4 ml/minuto):
0,4 g/1itro de sulfato de megnesio heptehidrataedo, 0,75 g/li-
tro de dihidrogenofosfato de potasio, 0,25 mg/litro de hidroclo
ruro de tiamina, 0,6 ml/litro de &cido clorhidrieo y sales de
hierro, zinc, cobre y manganeso pare dar 0,3 mg/litro de hie-
rro, 1,0 mg/litro de zine, 0,25 mg/litro de cobre y 0,02 mg/li
tro de menganeso, Simultaneamente, se afieden las mismas n-parg
finag 01 4"016 en una proporeidén de aproximedamente 353 ml

(270 g) por dafa (0,25 ml/minuto). Se afiade un agente anti-
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espuménte, Ucon IB-625, en una proporcién de 2 ml por dia.

Ia velocidad del aire se incrementa & 3,5 litros/minuto, la
temperatura se mantiene en 260C y el pH en 3,5 mediante la
adicién de amoniaco acuoso. El volimen del fermentador se de~
Jja incrementar & unos 7 litros y, una vez alcanzado este nivel,
se deja rebosar el medio al interior de un recipiente.

El material recogido en el recipiente se analiza
diariemente por veloracién de muestras con &lcalis, para de-
terminar la acidez libre y de nuevo, despuds de la adicién de
formaldehido, para determinar el dcido que ha sido neutraliza-
do por el smoniaco. En adicibén, muestras del recipiente son
centrifugedas y el licor claro analizedo similarmente con res-
pecto al contenido en 4cido, y también especificamente con reg
pecto al écido citrico mediante el método de la pentabromo~
acetona y con respecto & las proporciones de &cidos eitrico e
isocitrico mediante cromatografia gas-liquido.

Después de un tiempo total de experimentacién de
304 horas (71 horas para sl proceso discontinuo més 233 horas
para el proceso continuo), 18 cantidad de 4cido citrico produ-
cido resulté ser de 4,248 kg (expresado como monohidrato) &
partir de un peso total de 3,337 kg de n-parafinag afiadidas,
lo que representa un rendimiento global del 127 % en peso. El
contenido en Acido citrico del licor claro procedente del
efluente, varié durante el proceso desde 134 a2 178 g/litro
(de nuevo expresado como monohidrato) y el contenido en &cido
isocitrico desde 9,5 a 20 g/litro (expresado como 4cido anhi-
dro)., Ia proporcibn de &cido citrico en el licor claro varié
desde 87 a 92 %, basado en el total de &cidos citrico e iso-
citrico anhidros.

El material hidrocerbonado utilizado en el ejemplo 1,
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tenfa la siguiente composiciént '41 {@ 0 3 1

| 8

n-eleanos ~ CL14 0,0 -

¢ 14 8,4
¢ 15 64,9
¢ 16 21,5
c 17 4,1
¢ 18 0,7
c18 0,2

99,8

otrog hidrocarburos 0,2
100, 0

BJEMPIOS 2 Y 3
Se repite el método del ejemplo 1, pero utilizando

materiales hidrocarbonados que consisten principalmente en

(a) n~parafinas 014-017 obtenidas a partir de British Petroleum
Company Iimited, de Londres,Inglaterre y (b) n-parafinas Cyg -

019 obtenidas de Texaco Inc., Petrochemicals Departament, de

New York, U.S.A., respectivamente, con resultedos similares.

Batos materiales tenfan las sigulentes composiciones:

(a) ()

n-alcanos - G413 0,1 -
C13 3,9 Cc<14 0,2

Cc14 20,8 C14 0,6

C15 32,7 Cc15 2,8

¢16 27,1 c16 12,4

C17 13,9 C17 30,8

c18 0,9 c18 34,1

c>18 0,0 c19 14,0

- 20 1,9

- ©20 0,5

99,4 97,3

otros hidrocarburos 0,6 2,7
100,0 100, 0
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En cada uno de los ejemplos anteriores, el pH del

medio, durante el proceso continuo, se mantuvo en 3,5 y 1l tem
peratura del medio en 262C,
EJEMPIOS 4 A 7

Se repite el método del ejemplo 1, pero menteniendo
el pH del medio, dursnte el proceso continuo, en los valores

indicados en la siguiente tabla, con los resultados mostrados:

Ejemplo pH Rendimiento en &cido citrico
4 2,8 ligeramente reducido
5 3,0 n n
6 - 3,2 gimilar
T 4,0 reducido

¥ comparado con el rendimiento & pH 3,5.

BIEMPLOS 8 A 11

Se repite el método del ejemplo 1, pero la tempera-
tura del medio se mentiene, durante el proceso continuo, a las
temperaturas mostrades en la siguiente Tabla, con los resulta-

dos indicados:
Velocidad de producoién

Ejemplo Pemperatura (2C) de &cido eitrico®
8 22 més lenta
9 24 n

10 28 gimilar

11 30 ;

% con relacién a la velocidad de produccidén a 269G,

NOTA

]

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
ag{ como 12 menera de realizarse en la prdctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental, Tembién se hace constar que el invento
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corresponde a una solicitud de patente presentads en Ingle-
terra con el ne 23.579/72 de 19 de mayo de 1.972, acogiéndose
por lo tanto & los beneficios que conceden los Convenios In-
ternacionales en vigor, siendo 1o que constituye la esencia
del referido invento por lo que se solicita Patente de Inven-
cién por 20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO CONTINUO PARA
LA PRODUCCION DE ACIDO CITRICO; caracterizédndose por 1o si=-
guiente:

1.~ Procedimiento continuo pare la produccién de
&cido citrico, caracterizado porque comprende fermentar aesro-
bicamente un medio acuoso que contiene hidrocarburo dispersado
en el mismo como fuente principal de carbono asimilable con un
microorganismo acumulador de 4cido oftrico; alimentar continua
mente al medio de fermentacidén, hidrocarburo y nutrientes esen
ciales para el microorganismo; extraer continuamente medio que
contiene dcido citrico en una proporecién tal que se mantenga
el medio de fermentacién en un volimen practicamente constante;
mantener el pH del medio de fermentacién en un valor del orden
de 2,2 a 4,0 y la temperatura del medio de fermentacibn en
un valor del orden de 22 a 322C; y recuperar Acido citrico del
medio extreido.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac~
terizado porque el organismo acumulador de dcido citrico es una
levadura del género Candida.

3.~ Procedimiento segin le reivindicacién 2, caracte-
rizado porque le levadure es de la especie Candida lipolytica.

4.~ Procedimiento segin la reivindicacién 3, caracte-
rizado porque la levadura es la cepa Candide lipolytica ATCC -

20228,
5.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi-
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caciones anteriores, caracterizado porque el hidrocarburo con- ;

siste esencialmente en uno o més alcanos § 1-alquenos de cade-
na recta de 9 a 19 &tomos de carbono.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 5, carac-—
terizado porque el hidrocarburo consiste en n-alcanos que con-
tienen de 12 a 16 4tomos de carbono.

7.~ Procedimiento segin la reivindicacién 5, carasc-
terizado porque el hidrocarburo consiste en n-alcanos que con-
tienen de 14 a 19 &ftomos de carbono.

8.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi-
caciones anteriores, caracterizado porque el pH del medio se
mantiene en un valor del orden de 2,8 a 3,5.

9.~ Procedimiento segin la reivindicacién 8, carac-
terizado porque el pH se mantiene entre 3,2 y 3,5.

10.~ Procedimiento segiin cualquiers de las reivindi-
caciones enteriores, caracterizado porque el pH se mantiene en
la goma deseads mediante adicién de amoniaco gaseoso o acuoso.

11.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi-
caciones anteriores, caracterizado porque la temperatura del
medio se mentiene en la gama de 26 a 30¢°C,

12.~ Procedimiento contimuo para la produeccién de
écido citrico, tal y como queda sustancialmente desecrito en
la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 14 hojas escritas a maquina
por una sola care.

Medrid, T7 EAY 1573
PFIZER CORPORATION,

%, GUMEZ ACEBD Y MUDEY
‘ P Elimedo: L Gosta Forsia
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