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DESCRIPCION
Procedimiento para elaborar acidos policarboxilicos

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la Invencién

Esta invencion se refiere a un procedimiento para elaborar un acido dicarboxilico saturado mediante la escision
oxidativa de uno o mas dobles enlaces carbono-carbono internos en un compuesto alifatico insaturado que tiene al
menos un doble enlace carbono-carbono interno y al menos un grupo metilo terminal, un grupo carboxilo terminal y/o
un grupo funcional terminal que es oxidable hasta un grupo carboxilo mediante biooxidacion.

2. Descripcién de la Técnica Relacionada

Los acidos policarboxilicos alifaticos son productos intermedios quimicos versatiles Gtiles como materias primas para
la preparacion de perfumes, polimeros, adhesivos y antibiéticos macrolidos. Los acidos dicarboxilicos alifaticos son
una subclase especialmente importante de acidos policarboxilicos que incluye acidos comercialmente importantes
tales como acido adipico, acido maleico, acido sebacico, acido acelaico, acido dodecanodioico y acido dimero. Estos
acidos dicarboxilicos normalmente se elaboran a partir de materiales de partida basados en petréleo, excepto el
acido acelaico (acido nonanodioico) y el acido sebacico (acido decanodioico), que se producen a partir de grasas y
aceites naturales en cantidades de varios millones de kilogramos.

El acido acelaico se utiliza en la fabricacion de elastomeros de uretano, peliculas y adhesivos de poliéster,
plastificantes y lubricantes sintéticos. El acido acelaico es el Unico acido dicarboxilico alifatico que tiene un nimero
impar de atomos de carbono que esta disponible en grandes cantidades.

El acido acelaico se produce comercialmente mediante la ozonolisis de acido oleico segun se describe en la patente
de EE. UU. 2.813.113. En general, el procedimiento implica la ozonizacién de acido oleico para formar una mezcla
de ozonidos y el tratamiento oxidativo posterior para formar acido acelaico y acido pelargénico en una cantidad
aproximadamente equimolar. Una desventaja principal de este procedimiento es que cada mol de acido oleico
produce un mol de cada uno de acido acelaico y acido pelargénico, un subproducto menos deseable del
procedimiento.

Un modo de limitar o eliminar la produccion de acido pelargénico es la utilizacion del derivado de acido w-
dicarboxilico de acido oleico, acido 9-octadecenodioico, en lugar del acido oleico. Puesto que el doble enlace
carbono-carbono en el 4cido 9-octadecenodioico es simétrico con respecto a los grupos acido carboxilico terminales,
el producto de ozonolisis de cada mol de acido 9-octadecenodioico produciria 2 moles de éacido acelaico y no
produciria acido pelargonico.

Aunque estan disponibles varias rutas quimicas para la sintesis de acidos a,w-dicarboxilicos de cadena larga tales
como acido 9-octadecenodioico, tales métodos son complejos y habitualmente dan como resultado mezclas que
contienen longitudes de cadena mas cortas. Como resultado, son necesarias etapas de purificacion intensivas.
Como una alternativa a las sintesis quimicas, acidos a,w-dicarboxilicos de cadena larga tales como acido 9-
octadecenodioico se pueden elaborar a través de métodos de fermentacion tales como la transformacién microbiana
de los correspondientes hidrocarburos tales como alcanos o alquenos, acidos grasos o ésteres de los mismos. Un
método para producir acidos a,w-dicarboxilicos sustancialmente puros con un rendimiento sustancialmente
cuantitativo se describe en la patente de EE. UU. 5.254.466. Este método comprende cultivar una cepa de C.
tropicalis en la que ambas copias del POX5 cromos6mico y cada uno de los genes POX4A y POX4B se rompen en
un medio de cultivo que contiene una fuente de nitr6geno, un sustrato organico y un cosustrato. Puesto que la
fabricacion de acidos policarboxilicos tales como acido acelaico con alto rendimiento a través de métodos quimicos
es dificil, seria deseable tener un método que diera como resultado acidos policarboxilicos alifaticos con alto
rendimiento con un minimo de subproductos no deseados.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencidon es proporcionar acidos policarboxilicos alifaticos con alto
rendimiento con un minimo de productos no deseados. También es un objetivo de la presente invencion
proporcionar un tipo especifico de &acidos policarboxilicos, los acidos a,w-dicarboxilicos, por medio de una
combinacion de métodos bioquimicos y quimicos. Un objetivo adicional de la presente invencién es proporcionar
acido acelaico con rendimientos incrementados con relacién al procedimiento comercial existente mediante la
ozonolisis de acido 9-octadecenodioico producido mediante fermentacion de C. tropicalis genéticamente modificada.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En su aspecto mas amplio, la presente invencién se refiere a un procedimiento para elaborar un acido dicarboxilico
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saturado mediante un procedimiento que combina etapas de procedimiento bioquimicas y quimicas. La primera
etapa del procedimiento es una etapa de biooxidacién que comprende fermentar una célula de C. tropicalis
bloqueada por R-oxidacion en la que ambas copias del gen POX5 cromosoémico y los genes POX4A y POX4B
cromosomicos se rompen en un medio de cultivo que estd comprendido por una fuente de nitrégeno, un sustrato
organico y un cosustrato. El sustrato organico es un compuesto alifatico insaturado que tiene al menos un doble
enlace carbono-carbono interno y al menos un grupo metilo terminal, un grupo carboxilo terminal y/o un grupo
funcional terminal que es oxidable hasta un grupo carboxilo mediante biooxidacién. Durante la fermentacién, cada
grupo metilo terminal y/o grupo funcional terminal que es susceptible de biooxidaciéon se oxida hasta un grupo
carboxilo. El compuesto asi producido es un compuesto alifatico que tiene al menos un grupo carboxilo y al menos
un doble enlace carbono-carbono. La segunda etapa del procedimiento es una etapa de oxidacion quimica que
implica la reaccion del producto de la primera etapa del procedimiento con un agente oxidante para escindir
oxidativamente los dobles enlaces carbono-carbono hasta grupos carboxilo para formar uno o mas acidos
dicarboxilicos saturados.

Una realizacion preferida de la presente invencién es un procedimiento para elaborar acido acelaico que comprende
las etapas de: (1) fermentar una célula de C. tropicalis bloqueada por R-oxidacion en la que ambas copias del gen
POX5 cromosomico y los genes POX4A y POX4B cromosémicos se rompen en un medio de cultivo comprendido
por una fuente de nitr6geno, acido oleico y un cosustrato para producir acido 9-octadecenodioico; (2) hacer
reaccionar el acido 9-octadecenodioico con un agente oxidante para producir acido acelaico.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una representacion grafica de la velocidad de produccién de acido 9-octadecenodioico segun se
indica en los Ejemplos 3,5y 6.

La Figura 2 es una representacion grafica de la velocidad de produccién de acido 9-octadecenodioico segun se
indica en los Ejemplos 7, 8 y 9.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Para los propdsitos de la presente invencién, un acido policarboxilico es cualquier compuesto que tenga dos o0 mas
grupos carboxilo. Un doble enlace carbono-carbono interno es uno en el que cada atomo de carbono del doble
enlace esta unido a al menos otro atomo de carbono. El ejemplo mas simple de un compuesto que tiene un doble
enlace carbono-carbono interno es el 2-buteno.

La primera etapa del procedimiento segun la invencion comprende fermentar una célula de C. tropicalis bloqueada
por -oxidacion en la que ambas copias del gen POX5 cromosomico y los genes POX4A y POX4B cromosémicos se
rompen en un medio de cultivo que esta comprendido por una fuente de nitrégeno, un sustrato organico y un
cosustrato. El sustrato organico puede ser cualquier compuesto alifatico insaturado que tenga al menos un doble
enlace carbono-carbono interno y al menos un grupo metilo terminal, un grupo carboxilo terminal y/o un grupo
funcional terminal que sea oxidable hasta un grupo carboxilo mediante biooxidacion.

La célula de C. tropicalis bloqueada por R-oxidacion es una cepa de C. tropicalis genéticamente modificada en la
gue se han roto los genes cromosémicos POX4A, POX4B y ambos POX5. El flujo de sustrato en esta cepa se
redirige a la ruta de w-oxidacion como resultado de la desactivacion funcional de la ruta de R-oxidacion competitiva
mediante la ruptura de los genes POX. La cepa también puede tener uno o mas gen de citocromo P450 (P450ALK)
y/o genes de reductasa (P450RED) amplificados, lo que da como resultado un incremento en la cantidad de w-
hidroxilasa limitativa de la velocidad a través de la amplificacion del gen de P450 y un incremento en la velocidad de
flujo de sustrato a través de la ruta de w-oxidacion. Cepas preferidas son H5343, AR40 y R24. La cepa H5343 tiene
el nimero de registro de la ATCC ATCC 20962 y se describe en la patente de EE. UU. 5.254.466. La cepa AR40 es
una célula de C. tropicalis que es una célula de H5343 amplificada en la que los cuatro genes POX4 y ambas copias
de los genes POX5 cromosdémicos se rompen mediante un marcador seleccionable URA3 y que también contiene 3
copias adicionales del gen de citocromo P450 y 2 copias adicionales del gen de reductasa, el gen P450RED. La
cepa ARA40 tiene el nimero de registro de la ATCC ATCC 20987. La cepa R24 es una cepa H5343 amplificada en la
gue los cuatro genes POX4 y ambas copias de los genes POX5 cromosémicos se rompen mediante un marcador
seleccionable URA3 y que también contiene mdltiples copias del gen de reductasa. Las cepas AR40 y R24 se
describen en la solicitud en tramitacion con la presente niumero de serie 07/975.154, presentada el 11/12/92.

El sustrato organico es cualquier compuesto alifatico insaturado que tenga al menos un doble enlace carbono-
carbono interno y al menos un grupo metilo terminal, un grupo carboxilo terminal y/o un grupo funcional terminal que
sea oxidable hasta un grupo carboxilo mediante biooxidacién. Un grupo funcional terminal que es un derivado de un
grupo carboxilo puede estar presente en la molécula de sustrato y se puede convertir en un grupo carboxilo
mediante una reaccion distinta a la biooxidacion. Por ejemplo, si el grupo terminal es un éster, ni la C. tropicalis
natural ni las modificaciones genéticas descritas en la presente memoria hidrolizaran la funcionalidad éster hasta un
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grupo carboxilo. En tal caso, se puede afiadir una lipasa durante la etapa de fermentacién para liberar acidos grasos
libres.

Ejemplos de sustratos organicos que se pueden utilizar en el procedimiento segin la invencion incluyen, pero no se
limitan a, olefinas internas tales como 2-penteno, 2-hexeno, 3-hexeno, 9-octadeceno; acidos carboxilicos
insaturados tales como acido 2-hexenoico y ésteres del mismo, acido oleico y ésteres del mismo incluyendo ésteres
triglicerilicos que tienen un contenido de &cido oleico relativamente alto, acido erdcico y ésteres del mismo
incluyendo ésteres triglicerilicos que tienen un contenido de acido erucico relativamente alto, acido ricinoleico y
ésteres del mismo incluyendo ésteres triglicerilicos que tienen un contenido de &cido ricinoleico relativamente alto,
acido linoleico y ésteres del mismo incluyendo ésteres triglicerilicos que tienen un contenido de acido oleico
relativamente alto; alcoholes insaturados tales como 3-hexen-1-ol, 9-octadecen-1-ol; aldehidos insaturados tales
como 3-hexen-1-al, 9-octadecen-1-al. Ademas de los anteriores, el sustrato organico que se puede utilizar en el
procedimiento segun la invencién incluye compuestos aliciclicos que tienen al menos un doble enlace carbono-
carbono interno y al menos un grupo metilo terminal, un grupo carboxilo terminal y/o un grupo funcional terminal que
es oxidable hasta un grupo carboxilo mediante biooxidacion. Ejemplos de tales compuestos incluyen, pero no se
limitan a, 3,6-dimetil-1,4-ciclohexadieno; 3-metilciclohexeno; 3-metil-1,4-ciclohexadieno.

La etapa de fermentacion se lleva a cabo preferiblemente en dos pasos. En el primer paso, un medio de cultivo se
inocula con un cultivo activo de cepa de C. tropicalis bloqueada mediante R-oxidacion, donde se produce un
crecimiento exponencial rapido. En el segundo paso, que se produce a medida que el crecimiento celular del primer
paso entra en fase estacionaria, se afiade el sustrato, donde tiene lugar la biooxidaciéon descrita en la presente
memoria. Puesto que ya no se puede producir energia a partir del sustrato en cepas bloqueadas por R-oxidacion, es
necesario afiadir un cosustrato. El cosustrato es un carbohidrato fermentable tal como glucosa, fructosa, maltosa,
glicerol y acetato sédico. El cosustrato preferido es la glucosa, preferiblemente un sirope de glucosa liquido, por
ejemplo, jarabe con 95% de equivalente de dextrosa, o jarabes con un equivalente de dextrosa incluso inferior. Tales
materiales contienen pequefias cantidades de disacaridos, trisacaridos y polisacaridos que se pueden hidrolizar
durante la fermentacién mediante la adicién de una enzima amilasa tal como a-amilasa, glucoamilasa y celulasa.
Asi, la glucosa se puede proporcionar in situ en una reaccion simultanea a la biooxidacion. Las condiciones y los
procedimientos de fermentacion eran aproximadamente los mismos que los divulgados en la patente de EE. UU.
5.254.466.

La etapa de fermentacion se puede modificar utilizando una grasa o aceite de triglicérido como la fuente tanto de
sustrato organico como de cosustrato. Una lipasa, formulada con el caldo de fermentacion, hidroliza o disocia la
grasa o el aceite en acidos grasos y glicerina. El consumo de glicerina por el organismo sirve para conducir la
reaccion de disociacion hasta la terminacion mientras suministra la energia necesaria para convertir los acidos
grasos libres en sus acidos dibasicos correspondientes. Se prefieren particularmente lipasas que sean
oleoespecificas. Las lipasas oleoespecificas exhiben una gran selectividad para un triglicérido que tiene un alto
contenido de &cido oleico y catalizan selectivamente la hidrélisis de los grupos éster de oleato. Ejemplos de tales
lipasas oleoespecificas incluyen, pero no se limitan a, las lipasas producidas por Pseudomonas sp, Humicola
lanuginosa, Candida rugosa, Geotrichum candidum y Pseudomonas (Burkholderia). Una lipasa particularmente
preferida es UNLipasa de Geotrichum candidum n® ATCC 74170 descrita en la patente de EE. UU. 5.470.741.

La segunda etapa del procedimiento implica la reaccion del producto de la primera etapa del procedimiento con un
agente oxidante para escindir oxidativamente los dobles enlaces carbono-carbono en grupos carboxilo para formar
un acido policarboxilico. La escision oxidativa de los dobles enlaces carbono-carbono se puede conseguir con
cualquier agente oxidante conocido en la técnica que escinda oxidativamente un doble enlace carbono-carbono para
formar dos grupos carboxilo. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, la reaccion con ozono y el tratamiento
oxidativo posterior de los ozénidos, segln se describe en la patente de EE. UU. 2.813.113, la reaccion con acido
tungstico en presencia de perdxido de hidrogeno, preferiblemente peréxido de hidrogeno al 60%, segun se describe
en WO 94/101122, la reaccion con acido crémico segin se describe en la patente de EE. UU. 2.450.858, la reaccién
con hipoclorito en presencia de 6xido de rutenio segin se describe en J. Am. Oil Chem. Soc., 54, 870A (1977), la
oxidacién con permanganato segun se describe en J. Am. Oil Chem. Soc., 54, 858A (1977), la oxidacion con acido
peroxiférmico segun se describe en la patente de EE. UU. 5.380.928, la oxidacidon con perdxido catalizada por
bromuro de cobalto segun se describe en la patente de EE. UU. 4.606.863, la oxidacién con acido fosfotlingstico
catalizada por cloruro de cetilpiridinio seguin se describe en JP 0183639.

Una realizacion preferida de la presente invencion es un procedimiento que forma uno o mas acidos dicarboxilicos
saturados a partir de un solo sustrato de acido dicarboxilico insaturado que contiene uno o mas dobles enlaces
carbono-carbono que estan presentes en una cadena de carbonos terminada en al menos uno de los grupos
carboxilo. El nimero total de &tomos de carbono en el producto de acido dicarboxilico saturado es igual al nimero
de atomos de carbono en el acido dicarboxilico insaturado. Por ejemplo, se forman 2 moléculas de acido acelaico
(acido Cyg) oxidando el doble enlace carbono-carbono de una molécula de acido 9-octadecenodioico (acido Cisg). En
otro ejemplo, se forma una molécula de cada uno de acido acelaico (acido Co), acido maldnico (acido Cs3) y acido
1,6-hexanodioico (acido Cg) oxidando los dos dobles enlaces carbono-carbono de una molécula de acido linoleico
(acido 9,12-octadecadiendioico, un acido Cjs).
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Otra realizacion preferida de la invencion es la preparacion de acido acelaico mediante la biooxidacion de acido
oleico para formar acido 9-octadecenodioico seguido por la oxidacion del acido 9-octadecenodioico hasta acido
acelaico. Aunque se puede utilizar cualquier calidad de acido oleico como el sustrato, un acido oleico de calidad
industrial tipico consiste en los siguientes acidos carboxilicos: 0,42% de Ciz; 2,7% de Ci4; 0,86% de Cis:1; 6,3% de
Ci6; 4,6% de Ci6:1; 0,93% de C17; 2,8 de Cig; 71,8% de Cig1; 8,3% de Cig2; 0,58% de Cig:3. El &cido oleico también
puede ser un acido oleico de alta calidad obtenido a partir de un acido graso de una especie de Helianthus annuus
(aceite de semillas de girasol) descrito, por ejemplo, en la Pat. de EE. UU. n° 4.627.192, cuyo contenido total se
incorpora en la presente memoria mediante referencia. Tales aceites son muy ricos en acido oleico y contienen al
menos 80% en peso de oleico.

Después de que se haya obtenido el acido 9-octadecenodioico mediante el método de biooxidacion divulgado en la
presente memoria, se hace reaccionar con ozono y se trata adicionalmente bajo condiciones oxidativas para dar
acido acelaico. A continuacion, los productos de oxidacion mixtos se oxidan adicionalmente hasta acido acelaico
como, por ejemplo, en el método divulgado en la patente de EE. UU. 5.420.316.

Un ndmero de variaciones de la preparacion de acido acelaico anterior es contemplado por la presente invencion.
Por ejemplo, se pueden utilizar ésteres simples de acido oleico tales como oleato de metilo, oleato de etilo y
similares en lugar del acido oleico en la produccién de acido 9-octadecenodioico, asi como grasas y aceites
naturales que tienen un contenido de acido oleico relativamente alto.

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar pero no limitar la invencién.
EJEMPLOS

EJEMPLO 1

METODO MEJORADO PARA PREPARAR ACIDOS DICARBOXILICOS

Un fermentador se cargé con un medio de crecimiento semisintético que tenia la composicion 75 g/l de glucosa
(anhidra), 6,7 g/l de base nitrogenada de levadura (Difco Laboratories), 3 g/l de extracto de levadura, 3 g/l de sulfato
amonico, 2 g/l de fosfato monopotasico, 0,5 g/l de cloruro sédico. Los componentes se elaboraron como soluciones
concentradas para tratar en autoclave y a continuacién se afiadieron al fermentador con enfriamiento: pH final
aproximadamente 5,2. Esta carga se inocul6 con 5-10% de un cultivo nocturno de C. tropicalis H5343 preparado en
medio YM (Difco Laboratories) segun se describié en los métodos de los Ejemplos 17 y 20 de la Patente de EE. UU.
5.254.466. A continuacion, las células se cultivaron hasta aproximadamente 15 g de peso seco/l limitadas por el
nitrégeno disponible en el medio. Habia una cantidad en ligero exceso estequiométrico de glucosa en la carga
anterior que permanecia durante alrededor de 4-5 horas después del agotamiento de las fuentes de nitrégeno. Se
suministraron aire y agitacién para mantener el oxigeno disuelto en mas de aproximadamente 40% de saturacion
frente al aire. Un oxigeno disuelto inferior daba como resultado una acumulacién in situ sustancial de productos
catabolicos de glucosa parciales, principalmente etanol. El pH se mantuvo a alrededor de 5 mediante la adicién de
sosa caustica 5N durante el control del pH. Un acido oleico de calidad industrial que tenia la siguiente composicion:
0,30% de C12; 2,4% de C14; 0,60% de C141,4,7% de Ci6; 4,6% de Cig1; 0,20% de C17; 0,80% de Cis; 69,9% de Cig1;
10,50% de Cis:2; 0,30% de Cig3 se afiadié (100 g/l) discontinuamente y la alimentacién de cosustrato de glucosa (1,6
g/l/h) se inicia cerca del momento en el que el cultivo entra en fase estacionaria para iniciar la w-oxidacion. Una
pequefia cantidad de sosa caustica se afiadio a lo largo del control del pH durante la transformacion para mantener
el pH en 5,0. No se formaba espuma en ningin momento durante la transformacion. Después de un tiempo de
transformacion de 140 horas, el analisis por GLC del extracto de fermentacion indicaba que 45% de los conteos de
area C18:1 totales aparecia como el diacido correspondiente, la mayoria del cual se acumulaba durante las Ultimas
70 horas de transformacion. Otros componentes de la alimentacién de ozono seguian un patrén similar. Sin
embargo, se acumulaba poco diacido durante las 60 primeras horas de transformacion.

EJEMPLO 2
METODO MEJORADO PARA PREPARAR ACIDOS DICARBOXILICOS

El siguiente método es una mejora sobre el método del Ejemplo 1 ya que acorta sustancialmente el periodo de
induccion aparente saponificando parcialmente el acido oleico para formar un jabén metdlico antes de la adicién al
fermentador.

Asi, una fermentacién efectuada como en el Ejemplo 1 se modificaba afiadiendo en primer lugar 0,0098 g de KOH y
0,04 g de agua por gramo de &cido oleico para saponificar parcialmente el acido oleico. Esta mezcla se afadié a la
fermentacién para dar 50 g/l de acido oleico en el caldo de fermentacion. La reaccién de saponificaciéon se integra
convenientemente con una esterilizacion térmica de la alimentacion, si se desea, para conducir la reaccién de
saponificacion hasta la terminacion. En contraste con los resultados del Ejemplo 1, la acumulacion de acido dibasico
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comenzaba en menos de 24 horas después de la adicion de los acidos grasos parcialmente saponificados. Después
de un tiempo de transformacién de 115 horas, 66,7% de los conteos de area C18:1 totales aparecia como el acido
dibasico. Se producia algo de espumacion inicialmente durante la transformacién, que se manejaba facilmente por
medios quimicos 0 mecanicos.

EJEMPLO 3
PROCEDIMIENTO PARA ELABORAR ACIDO ACELAICO A PARTIR DE ACI DO 9-OCTADECENODIOICO

Acido dibasico procedente del Ejemplo 2 se trata con un gas que contiene 5 v/o de ozono con el resto O2 a una
velocidad para suministrar 0,00644 mmoles de O3 por minuto de acido oleico presente en la mezcla de acidos por
minuto a lo largo de 2,5-3,0 horas a 23-25°C. El gas se suministra a través de un burbujeador convencional con un
tamafo de poros de 147-174 mm. Posteriormente, nitrégeno gaseoso se burbujea en la mezcla de reaccién posterior
durante 15 minutos, a fin de liberar sustancialmente la mezcla de cualquier forma de oxigeno gaseoso.

Una cantidad de 23 gramos de una mezcla preparada como se describid anteriormente se pone en un reactor junto
con 0,30 g de un catalizador de zeolita X Na. El reactor se pone en un bafio de agua de temperatura controlada y se
burbujea inicialmente con nitrégeno mientras la temperatura se mantiene 10° por debajo de la temperatura de
reaccion deseada de 60°C. El controlador de temperatura para el bafio de agua se gradia a continuaciéon para
incrementar la temperatura hasta la temperatura de reaccién deseada. Cuando se alcanza la temperatura de
reaccion deseada en el bafio de agua, el flujo de gas se cambia de nitrdgeno a oxigeno a una velocidad de 350
ml/min. La reaccion se continta hasta que el contenido de perdxido alcanzaba alrededor de 0,25 mmoles de O-
O/gramo mediante el método descrito en el Ejemplo 10 de U.S. 5.420.316. El producto debe contener acido acelaico
sustancialmente libre de acido pelargdnico.

EJEMPLO 4

PROCEDIMIENTO PARA ELABORAR ACIDO 9-OCTADECENODIOICO UTI LIZANDO UNA GRASA O ACEITE
DE TRIGLICERIDO COMO LA FUENTE TANTO DE CARBOHIDRATO COM O DEL SUSTRATO ORGANICO

Un medio de fermentacion que esta comprendido por: (1) nutrientes y sales minerales de crecimiento, (2) un
triglicérido con alto contenido de acido oleico, y (3) una o mas lipasas capaces de hidrolizar el aceite de triglicérido
(tal como aceite de girasol o ricino de alto contenido de acido oleico) se prepara e inocula con C. tropicalis H5343.
Los nutrientes y las sales minerales de crecimiento se seleccionan para apoyar el crecimiento de C. tropicalis y
mantener la actividad de los catalizadores de lipasa y C. tropicalis. Se incluye al menos una lipasa capaz de
hidrolizar eficazmente acidos grasos en las tres posiciones, sin embargo, si se desea, también se pueden utilizar
lipasas especificas para 1,3 en combinacién con la lipasa no selectiva. Si se desea, también se pueden afadir
cantidades complementarias de carbohidrato, ademas de las disponibles estequiométricamente de la reaccion de
disociacién de aceite. La fermentacién resultante, junto con la disociacion de aceite in situ, debe producir un
producto que tenga un alto contenido de acido 9-octadecenodioico.

EJEMPLO 5
PREPARACION DE INOCULO DE FERMENTADOR DE CANDIDA TROPICALIS H5343

Candida tropicalis H5343 se almacené en viales de 2 ml con crioprotector de glicerol a de -60 a -70°C para la
utilizacién como inéculo de fermentador. Las células se revivieron descongelando rapidamente un vial y pipeteando
1 ml de solucién madre en 20 ml de caldo YM (Difco Laboratories) estéril. El caldo YM es un medio complejo
adecuado para cultivar una amplia gama de levaduras y mohos. Este precultivo se incub6 en un agitador orbital a
300 rpm a 30°C durante 15 horas. A continuacion, se utilizaron 3 ml de este precultivo para inocular 500-550 ml de
caldo YM estéril. Estos se incubaron posteriormente durante 14-18 horas en un agitador orbital a 300 rpm a 30°C
para la utilizacién como inéculo del fermentador.

EJEMPLO 6
CRECIMIENTO DE CANDIDA TROPICALIS H5343 PARA LAS FERMENTACIO NES

Se selecciondé un medio de crecimiento semisintético para hacer crecer células de levadura que era similar al
descrito previamente por Picataggio et al. (Bio/technology, 10 1992, pp 894-898). El medio de crecimiento contenia
(g/l a menos que se apunte otra cosa):
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Grupo 1

Glucosa 70
Grupo 2

Base Nitrogenada de Levadura 6,7
Grupo 3

Extracto de Levadura 3
Grupo 4

Sulfato Amonico 3

Fosfato Monopotasico 2

Cloruro Sédico 0,5
Grupo 5

Sulfato Magnésico 0,5
Grupo 6

Cloruro Célcico 0,1
Grupo 7

Sulfato Ferroso 0,04
Grupo 8

Antiespumante 2 mi

La base nitrogenada de levadura y el extracto de levadura son ambos productos de Difco Laboratories. El
antiespumante era SAG 471, un producto de Union Carbide. En algunos casos, se utilizaban componentes
hidratados con la correccion apropiada para el agua de hidratacion. Los componentes del grupo 4 se esterilizaron en
el fermentador. Otros componentes se esterilizaron separadamente y se afiadieron al fermentador después de
enfriar. El grupo 7 se acidificé con acido sulfurico y a continuacion se esterilizé en un filtro. El pH final de la mezcla
era alrededor de 5,2. Las concentraciones de los componentes se ajustaron, segin se apunta, en algunos ejemplos
de oxidacién de acidos grasos. El fermentador era un fermentador Chemap de 20 litros equipado con un eje agitador
de accionamiento inferior sobre el que estaban montadas tres turbinas Rushton y tipicamente se cargaba con 10
litros de medio de crecimiento. El fermentador se inoculé con el in6culo preparado en el Ejemplo 5. La temperatura
se mantuvo a 30-35°C y el oxigeno disuelto se mantuvo a 30% o0 mas para prevenir la formaciéon de etanol en
presencia de glucosa en exceso utilizando una combinaciéon de aireacion, agitacién y contrapresion del recipiente.
Era dificil mantener un nivel de oxigeno disuelto de 30% cerca del final de la fase de crecimiento cuando la
poblacion celular se hacia bastante densa, y el nivel de oxigeno disuelto disminuiria por debajo de 30% durante un
corto periodo de tiempo antes de que se produjera la fase estacionaria. El pH se controlé en 5,0 utilizando bien
hidréxido sédico 5N o bien hidroxido potasico 5N. A continuacion, las células se cultivaron en crecimiento
exponencial. Una fermentacién tipica consumia alrededor de 300 ml de base durante el crecimiento para el control
del pH. La entrada en fase estacionaria comenzaba cuando el medio de cultivo se agotaba en nitrégeno y se
detectaba facilmente por un ascenso rapido en el oxigeno disuelto y un ascenso algo mas lento en el pH. No se
realizaron ajustes del pH para neutralizar los incrementos naturales de pH. La poblacion en fase estacionaria final
era 4 x 10E9 UFC/ml o alrededor de 38 gramos de peso seco por litro. Una alimentacion de glucosa utilizada como
cosustrato (50% de glucosa en agua) se suministré al cultivo en fase estacionaria para el mantenimiento celular y
para suministrar las necesidades energéticas asociadas con la produccién de acidos dicarboxilicos.

EJEMPLO 7
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OXIDACION DE ACIDO OLEICO HASTA ACIDOS DICARBOXILICOS

Una calidad industrial de acido oleico que tenia la composicién aproximada 0,3% de Ci2, 2,4% de Ci4, 0,6% de Cia:1,
4,7% de C16, 4,6% de ClG:ly 0,2% de C17, 0,8% de Cls, 69,9% de Clg;l, 10,5% de Clg;z, 0,3% de Cig3 Se define como
E267. Se preparé un cultivo en fase estacionaria utilizando el método del Ejemplo 2, excepto que utilizando 75 g/l de
glucosa y omitiendo los grupos de componentes 5, 6 y 7. El pH se controlé a pH 5 mediante la adicion automatica de
hidroxido sédico 5N. La solucion de alimentacion de glucosa se suministré a 32 g/h y se afiadieron discontinuamente
1000 g de E267 como la fase estacionaria que entraba en cultivo para iniciar la oxidacion de E267 hasta acidos
dicarboxilicos. La oxidacion de E267 avanzaba a pH 5 segln se muestra en la Figura 1. Se consumian 180 ml
adicionales de hidroxido sédico 5N y 2.057 g de soluciéon de glucosa durante la oxidacién de acidos grasos.
Sorprendentemente, no se requeria antiespumante adicional durante la fase de oxidacién y no se observaban
problemas de viscosidad con el caldo de fermentacién. El analisis cromatografico de gases mostraba que se
acumulaba acido 9-octadecenodioico hasta 20 g/kg. El analisis también mostraba que otros componentes de acido
graso de E267 se convertian asimismo en su correspondiente acido dicarboxilico dando unos acidos dicarboxilicos
totales acumulados en el caldo de fermentacion de 29 g/kg. Este ejemplo proporciona un método para preparar
acidos dicarboxilicos a un pH acido. Las ventajas sobre los métodos previos en los que la oxidacion se realiza a pH
alcalino es que se necesita poco antiespumante costoso para el control de la espuma y se necesita menos base
para mantener el pH. Aunque la base es relativamente econémica, puede ocupar un volumen sustancial del
fermentador, diluyendo el producto, requiriendo que se construya un recipiente de fermentador mayor. Los
problemas de viscosidad se han anticipado pero no se observaban durante la fermentacién.

EJEMPLO 8
PREPARACION DE UNA ALIMENTACION DE ACIDO GRASO PARCIALMENT E SAPONIFICADO

Se ha encontrado que puede hacerse que la produccion de acidos dicarboxilicos comience mucho antes en la
fermentacion si los acidos grasos se neutralizan parcialmente en primer lugar hasta sus jabones de acido graso. En
general, la extensién hasta la que se neutraliza parcialmente una alimentacion de acido graso a la fermentacion sera
5% 0 menos para provocar la induccion rapida de la produccion de acidos dicarboxilicos y la acumulacién rapida de
acidos dicarboxilicos. Sin embargo, se ha encontrado que una alimentacion parcialmente saponificada también
puede ser eficaz para alterar los propiedades reoldgicas del caldo de fermentacién. Reactivos de saponificacion
adecuados incluyen hidréxidos, carbonatos u 6xidos metdlicos. Ademas, se pueden utilizar cloruros, sulfatos o
fosfatos metalicos con o sin un catalizador de saponificacion. Estos se afiaden al sustrato de fermentacion de acidos
grasos para obtener neutralizacion parcial. La reacciéon de saponificacion se ayuda mediante calentamiento y
convenientemente se integra con un procedimiento de esterilizacion térmica si se desea. También se puede afiadir
una pequefia cantidad de agua tanto para ayudar a la esterilizacion como a la reaccion de saponificacién.
Alternativamente, se pueden elaborar o adquirir jabones de acido graso en los que los acidos grasos estan
completamente neutralizados hasta un jabén metalico. Este se puede combinar con un sustrato de fermentacién
deseado para obtener la composicién de induccion deseada.

EJEMPLO 9
FERMENTACION UTILIZANDO ACIDO OLEICO PARCIALMENTE SAPONIFI CADO CON POTASIO

Un cultivo en fase estacionaria de Candida tropicalis H5343 se proporcioné como en el Ejemplo 7, excepto que se
incluyeron 0,01 g/l de sulfato ferroso en el medio de cultivo. La soluciéon de glucosa utilizada como cosustrato se
suministré a 36 g/h durante la oxidacién de &cidos grasos y el cultivo se mantuvo a pH 5 utilizando NaOH 5N. Se
preparé un sustrato de E267 parcialmente saponificado afiadiendo 4,9 gramos de hidroxido potasico y 20 gramos de
agua a 500 gramos de E267. Esta mezcla se esteriliz6 en un autoclave de laboratorio durante 25 minutos para
esterilizar la mezcla y completar la reaccion de saponificacién. Esto se afiadio al cultivo en fase estacionaria para
comenzar la oxidacion. El pH se incrementaba hasta 5,7 pero disminuia de nuevo hasta 5,0 a medida de avanzaba
la fermentacion. La acumulacion de acido 9-octadecenodioico se muestra en la Figura 1. Se consumian 140 gramos
adicionales de solucién de hidréxido sodico 5N para mantener el pH 5 y se consumian 15 ml de antiespumante para
el control de la espuma. La adicién de 166 gramos de E267 (no saponificado) durante la parte inicial de la
fermentacion no era eficaz para controlar la espuma. El caldo de fermentacion final contenia de nuevo alrededor de
20 g/kg de acido 9-octadecenodioico o alrededor de 29 g/kg de acidos dicarboxilicos totales.

EJEMPLO 10
FERMENTACION UTILIZANDO ACIDO OLEICO PARCIALMENTE SAPONIFI CADO HASTA JABONES SODICOS
Se proporcion6 un cultivo en fase estacionaria de Candida tropicalis H5343 como en el Ejemplo 9, excepto que el

medio de crecimiento contenia 70 g/l de glucosa. La solucién de glucosa utilizada como cosustrato se suministré a
36 g/h y el pH se mantuvo a pH 5 utilizando hidréxido sédico 5N. Se preparé un sustrato E267 parcialmente
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saponificado afiadiendo 3,5 gramos de hidréxido sddico y 30 gramos de agua a 500 gramos de E267. Esta mezcla
se esterilizd en un autoclave de laboratorio a lo largo de 25 minutos para esterilizar la mezcla y completar la
reaccion de saponificacién. La mezcla enfriada mas 500 gramos adicionales de E267 (no saponificado) se afiadieron
al cultivo en fase estacionaria para comenzar la oxidacion. El pH se incrementaba hasta 6,0 pero disminuia de nuevo
hasta 5 a medida que avanzaba la fermentacién. La acumulacion de acido 9-octadecenodioico se muestra en la
Figura 1. Se consumian 100 gramos adicionales de solucion de hidroxido sédico 5N para mantener el pH en 5, pero
en contraste con la saponificacion parcial de la alimentacion hasta un jabén potasico, no se requeria antiespumante
para el control de la espuma. El caldo de fermentacién final contenia 40 g/kg de éacido 9-octadecenodioico o
alrededor de 57 g/kg de acidos dicarboxilicos totales. Este método tiene la ventaja de una inducciéon y una
acumulacién rapidas de acidos dicarboxilicos sin espumacion y con excelentes caracteristicas reolégicas del caldo.

EJEMPLO 11

FERMENTACIONES COMPARATIVAS UTILIZANDO ACIDO OLEICO PARCI ALMENTE SAPONIFICADO CON
SODIO

Fermentaciones adicionales que utilizaban un sustrato E267 parcialmente saponificado hasta jabones sédicos
revelaban que se producia frecuentemente un retraso entre la adicion de este sustrato y el inicio de la produccion de
acido dicarboxilico. El retraso duraba tipicamente 6-10 horas y a continuacién era seguido por una acumulacién
rapida de acido dicarboxilico en el medio. La Figura 2 muestra un ejemplo representativo de este retraso en el que la
fermentacién producia finalmente 30 g/kg de acido 9-octadecenodioico.

EJEMPLO 12

FERMENTACION UTILIZANDO ACIDO OLEICO PARCIALMENTE SAPONIF ICADO HASTA JABONES
CALCICOS

Se proporcioné un cultivo en fase estacionaria de Candida tropicalis H5343 como en el Ejemplo 3, excepto que el
medio de cultivo contenia 70 g/l de glucosa y 0,2 g/l de sulfato ferroso. La solucion de glucosa utilizada como
cosustrato se suministraba a 37 g/h y el cultivo se mantenia a pH 5 a 5,5 utilizando NaOH 5N. Se prepar6é un
sustrato E267 parcialmente saponificado afiadiendo 3,26 g de hidroxido célcico y 30 g de agua a 500 gramos de
E267. Esta mezcla se esterilizé en un autoclave de laboratorio a lo largo de 25 minutos para completar la reaccion
de saponificacion. Esta mezcla se afiadié al cultivo en fase estacionaria para comenzar la oxidacién. La adicion de
esta mezcla hacia que el pH se incrementara hasta pH 5,7, pero el pH volvia a 5 a medida que avanzaba la
fermentacion. Una segunda carga de E267 parcialmente saponificado con calcio, similar a la primera carga, se
afnadio a la fermentacion después de que la primera carga se hubiera oxidado hasta acido 9-octadecenodioico en
alrededor de 65 horas de tiempo de fermentacion. La velocidad de alimentacion de la solucién de glucosa también
se redujo hasta 7 g/h en 110 horas. La acumulaciéon de acido 9-octadecenodioico se muestra en la Figura 2. Se
consumian 190 gramos adicionales de solucién de hidroxido sédico 5N para el control del pH. No se producia
espumacion durante la oxidacion y el caldo permanecia fluido. La fermentacién producia un maximo de 42 g/kg de
acido 9-octadecenodioico o alrededor de 60 g/kg de acidos dicarboxilicos totales. Este método tiene la ventaja de
una induccién inmediata y una acumulacion rapida de acido 9-octadecenodioico sin espumacién o problemas
reoldgicos.

EJEMPLO 13

FERMENTACION UTILIZANDO ACIDO OLEICO PARCIALMENTE SAPONIF ICADO HASTA JABONES
MAGNESICOS

Se prepar6 un cultivo en fase estacionaria de Candida tropicalis H5343 utilizando el método del Ejemplo 2. La
solucion de glucosa utilizada como cosustrato se suministré a 36 g/h durante la oxidacién de &cidos grasos y el
cultivo se mantuvo a pH 5 utilizando NaOH 5N. Se preparé un sustrato E267 parcialmente saponificado afiadiendo
2,56 gramos de hidroxido magnésico y 30 g de agua a 500 gramos de E267. Esta mezcla se esterilizd en un
autoclave de laboratorio para completar la reaccién de saponificacion. Esto se afiadié al cultivo en fase estacionaria
para comenzar la oxidacion. El pH se incrementaba hasta 5,7 pero disminuia de nuevo hasta 5,0 a medida que
avanzaba la fermentacion. Se afiadi6 una segunda carga de 500 gramos de alimentacién saponificada de forma
similar en alrededor de 40 horas de tiempo de fermentacion. La acumulaciéon de acido 9-octadecenodioico en el
caldo de fermentacidon se muestra en la Figura 2. Se consumian durante la oxidacién 100 gramos adicionales de
solucion de hidréxido sédico 5N para mantener el pH 5. No se producia espumacion y el caldo permanecia fluido.
Esta fermentacion producia un maximo de 28 g/kg de acido 9-octadecenodioico o alrededor de 40 g/kg de acidos
dicarboxilicos totales.

EJEMPLO 14
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PROCEDIMIENTO ALTERNATIVO PARA ELABORAR ACIDOS DICARBOXILIC OS

Se prepar6 un cultivo en fase estacionaria de Candida tropicalis H5343 utilizando el método del Ejemplo 8, excepto
gue se omitia el cloruro sodico y se afadian 0,04 g/l de sulfato ferroso. La solucién de glucosa utilizada como
cosustrato se suministré en 31 g/h al cultivo en fase estacionaria y el pH se mantuvo en 5,0 utilizando hidréxido
potasico 5N. Se prepar6 un sustrato E267 parcialmente saponificado afiadiendo 0,65 g de hidroxido calcico y 12 g
de agua a 200 g de E267. Esta mezcla se esterilizé a lo largo de 25 min. en un autoclave de laboratorio para
completar la reaccion de saponificacion. Esto se afiadio al cultivo en fase estacionaria para comenzar la oxidacion.
Se observaban cambios de pH similares a los de los ejemplos previos. Partes alicuotas (de 250 a 290 gramos cada
una) de E267 (no saponificado) se afiadieron a la fermentacién diariamente para dar una adicién de E267 total final
de 1.800 gramos. El pH del caldo se incrementd hasta entre 5,75 y 6,0 el segundo dia de la fermentacion. Se
consumian 522 gramos adicionales de solucién de hidréxido potasico 5N durante la fermentacion. No se necesitaba
antiespumante. Esta fermentacion producia un maximo de 65 g/kg de acido 9-octadecenodioico o alrededor de 93
g/kg de acidos dicarboxilicos totales a lo largo de un tiempo de fermentacion de 180 horas. El caldo de fermentacién
se volvia viscoso a medida que avanzaba la fermentacién haciendo dificiles la agitacion y la transferencia de
oxigeno.

EJEMPLO 15
CONTROL DE LA VISCOSIDAD UTILIZANDO SUSTRATOS DE ACIDO GRASO PRESAPONIFICADOS

Se prepar6 un cultivo en fase estacionaria de Candida tropicalis H5343 como en el ejemplo 10. La solucién de
glucosa utilizada como cosustrato se suministré a 40 g/h pero se redujo hasta 25 g/h en un tiempo de fermentacién
de 84 h. El pH se mantuvo a pH 5 hasta un tiempo de fermentacion de 36 horas, cuando se incrementaba hasta pH
5,7-5,9 utilizando soluciéon de hidroxido potasico 5N. Se prepar6 un sustrato E267 parcialmente saponificado
afnadiendo 1,3 gramos de hidréxido calcico y 12 gramos de agua a 200 g de E267. Esto se esterilizd para completar
la reaccién de saponificacion y a continuacion se afiadié al cultivo en fase estacionaria para iniciar la produccion de
acidos dicarboxilicos. Las adiciones de sustrato posteriores, que eran cada una partes alicuotas de 250 g de E267,
se saponificaron parcialmente bien con 2,5 g de hidroxido potasico o bien con 1,6 g de hidréxido calcico en 15
gramos de agua. Estas se afiadieron diariamente a la fermentacién para dar una adicién de E267 total final a la
fermentacién de 1200 g. Se consumian 526 g adicionales de solucién de hidréxido potasico para el control del pH.
La fermentacion utilizando este método producia un maximo de 59,1 g/kg de acido 9-octadecenodioico u 85 g/kg de
acidos dicarboxilicos totales durante un tiempo de fermentacion total de 150 horas. El caldo de fermentacion no
producia espumacion y permanecia fluido utilizando la combinacién de alimentaciones parcialmente saponificadas
mientras que producia una gran concentracion de acidos dicarboxilicos.

EJEMPLO 16
METODO PARA CONVERTIR ACIDO PELARGONICO EN ACIDO ACELAICO

Se preparé un cultivo utilizando el método del Ejemplo 11, excepto que en un tiempo de fermentacién de 134 horas,
una parte alicuota de 25 g de acido pelargénico diluida con 225 g de disolvente E267 se afiadia a la fermentacion sin
saponificacion parcial. El andlisis por GLC del caldo mostraba que casi todo el acido pelargénico se oxidaba hasta
acido acelaico. Parecia haber poca acumulacion adicional de acido 9-octadecenodioico durante el tiempo que el
acido pelargonico se estaba oxidando hasta acido acelaico.

EJEMPLO 17
FENOMENOS DE SEPARACION DE FASES

Se observé que una muestra de fermentacion generada esencialmente utilizando el método del Ejemplo 11 y que
contenia 0,9 g/kg de acido oleico sin reaccionar y 37,4 g/kg de acido 9-octadecenodioico se separaba
espontaneamente, bajo gravedad, en dos fases liquidas y una fase sélida densa comprendida por las células de
levadura a pH 6,0 y 70°C. El andlisis de la fase liquida clara transparente mostraba que contenia solo 0,2 g/kg de
acido oleico y 0,3 g/kg de acido 9-octadecenodioico. La fase liquida oleosa inferior contenia 0,9 g/kg de acido oleico
y 92,1 g/kg de acido 9-octadecenodioico.

EJEMPLO 18
UTILIZACION DE LOS FENOMENOS DE SEPARACION DE FASES

Una muestra de fermentacion generada utilizando el método del Ejemplo 11 se ajust6 hasta pH 6,15 utilizando
solucion de hidroxido potasico 5N y se recogio en un cilindro graduado de 100 ml. Toda la muestra contenia 0,8 g/kg
de é&cido oleico sin reaccionar y 58,1 g/kg de acido 9-octadecenodioico. El cilindro se puso en un horno a 70°C
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durante varias horas para observar la separacion de fases posterior. Finalmente, la muestra daba 30 ml de la fase
liquida clara de color &mbar, 22 ml de una fase oleosa ambar y 50 ml de la misma fase oleosa pero ocluida con
células. Para determinar el efecto de la centrifugacién sobre la separacion de fases, la misma muestra (40 ml) se
puso en un tubo de centrifuga cénico a pH 6,15, se calent6 hasta 70°C y a continuacion se proces6 durante un
minuto en una centrifuga clinica. La muestra daba 20 ml de la fase liquida clara, 15 ml de la fase liquida oleosa y
alrededor de 5 ml de pella celular. EI método de este Ejemplo da una separacién primaria inmediata de producto de
la masa celular. La fase liquida ligera, que es baja en sustrato sin reaccionar y producto de acido dicarboxilico, se
puede reciclar a fermentaciones posteriores para reutilizar componentes valiosos en esta fase. La fase liquida densa
oleosa estd ahora enriquecida en acidos dicarboxilicos y es adecuada para etapas de recuperacion aguas abajo
adicionales. Las células se retiran facilmente y opcionalmente se pueden lavar para recuperar cualquier fase oleosa
densa residual ocluida en los espacios intersticiales entre las células.

DEPOSITO DE MICROORGANISMOS

Cultivos vivos de C. tropicalis R40 denominada ATCC 20987 y cepa C. tropicalis 5343 (ATCC 20962) se han
depositado en American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852 bajo el El Tratado de
Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en
Materia de Patentes.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para elaborar un acido dicarboxilico saturado que comprende las etapas de: (1) fermentar una
célula de C. tropicalis bloqueada por -oxidacién en la que ambas copias del gen POX5 cromosémico y los genes
POX4A y POX4B cromosoémicos se rompen en un medio de cultivo comprendido por una fuente de nitrégeno, un
sustrato organico y un cosustrato, en el que dicho sustrato es un compuesto alifatico insaturado que tiene al menos
un doble enlace carbono-carbono interno y al menos un grupo metilo terminal, un grupo carboxilo terminal y/o un
grupo funcional terminal que es oxidable hasta un grupo carboxilo mediante biooxidacién para formar un acido
dicarboxilico insaturado que tiene uno o mas dobles enlaces carbono-carbono en una cadena de carbonos
terminada por al menos uno de los grupos carboxilo de dicho acido dicarboxilico insaturado; (2) hacer reaccionar
dicho acido dicarboxilico insaturado con un agente oxidante para producir uno 0 mas acidos dicarboxilicos
saturados.

2. El procedimiento segln la reivindicacion 1 para elaborar acido acelaico que comprende las etapas de: (1)
fermentar una célula de C. tropicalis bloqueada por R-oxidacion en la que ambas copias del gen POX5 cromosémico
y los genes POX4A y POX4B cromosomicos se rompen en un medio de cultivo comprendido por una fuente de
nitrégeno, acido oleico y un cosustrato para producir acido 9-octadecenodioico; (2) hacer reaccionar el acido 9-
octadecenodioico con un agente oxidante para producir acido acelaico.

3. El procedimiento segun la reivindicacién 2 para elaborar acido acelaico que comprende las etapas de: (1)
fermentar C. tropicalis H5343 en un medio de cultivo que comprende una fuente de nitrégeno, acido oleico y un
cosustrato para producir acido 9-octadecenodioico; (2) hacer reaccionar el acido 9-octadecenodioico con un agente
oxidante para producir acido acelaico.

4. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el agente oxidante se
selecciona del grupo que consiste en 0zono; acido tungstico-peréxido de hidrégeno; acido cromico; hipoclorito-6xido
de rutenio; permanganato; acido peroxiformico; bromuro de cobalto-perdxido de hidrégeno.

5. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el agente oxidante es
0zono.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho sustrato se deriva de
un triglicérido que tiene un alto contenido de acido oleico y en el que dicho medio de cultivo estd comprendido
ademas por una lipasa capaz de hidrolizar eficazmente dicho triglicérido en acidos grasos y glicerina.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicha lipasa es una lipasa oleoespecifica.

8. El procedimiento segun la reivindicacién 7, en el que dicha lipasa oleoespecifica se selecciona del grupo que
consiste en la lipasa procedente de Pseudomonas sp, Humicola lanuginosa, Candida rugosa, Geotrichum candidum,
Pseudomonas (Burkholderia) y UNLipasa de Geotrichum candidum n°® ATCC 74170.

9. El procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que dicha lipasa es UNLipasa de Gerotrichum candidum n°
ATCC 74170.
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