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DESCRIPCION
Método para producir un agente espumante
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos de fermentacion industriales. En particular, se refiere a la produccion
extracelular de un agente espumante mediante fermentacion.

Antecedentes de la invencion

La formacion de espuma es un problema comin en fermentaciones aerobias, sumergidas. La formaciéon de espuma
esta provocada por el burbujeo de gas en el medio de fermentacion para el fin de proporcionar oxigeno para el
crecimiento del organismo aerobio que esta cultivandose (por ejemplo bacterias, levaduras, hongos, algas, cultivos
celulares). Si el medio de fermentacién contiene componentes tensioactivos tales como proteinas, polisacaridos o
acidos grasos, entonces puede formarse espuma en la superficie del medio a medida que las burbujas de gas
burbujeado se desprenden del liquido. La formacién de espuma crea varios problemas incluyendo la extraccién no
deseada de producto, nutrientes y células en la espuma, y puede hacer dificil la contencién del procedimiento. Un
método conocido para controlar la formacion de espuma es usar antiespumantes, de los que se usan comunmente
varios tipos: a base de silicona (por ejemplo polidimetilsiloxanos), polialquilenglicoles (por ejemplo polipropilenglicol),
acidos grasos, poliésteres y aceites naturales (por ejemplo aceite de linaza, aceite de soja). Los antiespumantes
sustituyen a los componentes formadores de espuma en las superficies de las burbujas, dando como resultando la
destruccién de la espuma por la coalescencia de las burbujas. Los antiespumantes se afiaden al comienzo de y/o
durante la fermentacién.

Cuando el producto de fermentacién estd destinado para su uso en alimentos, productos personales o
medicamentos, es altamente deseable que el producto se excrete por el organismo productor al medio de
fermentacion (es decir, produccion extracelular, en vez de intracelular). Esto evita la necesidad de romper las células
por medios fisicos o quimicos con el fin de liberar el producto para su recuperacion. Manteniendo las células
intactas, el material celular puede separarse facilmente del producto de modo que esté libre de material intracelular y
genético que se considera habitualmente como un contaminante no deseado. Esto puede ser especialmente
importante cuando el organismo productor se ha modificado genéticamente. Sin embargo, la produccién extracelular
puede intensificar el grado de formacion de espuma en el fermentador, especialmente si el producto facilita la
formacion de espuma o potencia la estabilidad de la espuma, por ejemplo un biotensioactivo o una hidrofobina. El
uso de antiespumantes presenta un problema particular en la produccion extracelular de tales agentes espumantes
por dos motivos: en primer lugar, la cantidad de antiespumante requerida aumenta porque el propio agente
espumante contribuye a la formacion de espuma en el fermentador. En segundo lugar, no es necesario eliminar el
antiespumante de la mayoria de los productos de fermentacién puesto que esta presente en bajas concentraciones
que no afectan a la funcionalidad del producto. Sin embargo, cuando el producto de fermentacion es un agente
espumante, el antiespumante debe eliminarse sustancialmente puesto que la presencia de antiespumante en el
producto alterara su funcionalidad.

Bailey et al, Appl. Microbiol. Biotechnol. 58 (2002) pags. 721-727 dan a conocer la produccién de hidrofobinas HFB |
y HFB Il mediante la fermentacién de transformantes de Trichoderma reesei. Se usé un espumante (Struktol J633)
para impedir la formacion de espuma y se purifico la hidrofobina usando una extraccion de dos fases acuosa. Sin
embargo, métodos de separacion tales como extraccion de dos fases acuosa o procedimientos cromatograficos son
caros y pueden requerir productos quimicos incompatibles con alimentos.

Davis et al, Enzyme and Microbial Technology 28 (2001) pags. 346-354 dan a conocer un método alternativo que
evita la necesidad de antiespumantes. En este método se recoge la espuma producida durante la fermentacion, y se
recupera el producto de la misma. Este método se aplico satisfactoriamente para la recuperacion y concentracion de
surfactina, un biotensioactivo lipopeptidico. Sin embargo, este método tiene varios inconvenientes: en primer lugar,
la eliminacion continua de la espuma podria comprometer la naturaleza aséptica de la fermentacion; en segundo
lugar, la eliminacion de la espuma podria afectar al recuento de células viables (porque algunas células podrian
transferirse con la espuma), el volumen de liquido y el nivel de nutrientes en el fermentador, haciendo mas dificil el
control de la fermentacion; y en tercer lugar, la extraccion del producto de la espuma podria ser dificil, especialmente
cuando el producto forma espumas muy estables. Por tanto, sigue habiendo una necesidad de un método de
fermentacion mejorado para la produccion extracelular de agentes espumantes.

Breve descripcion de la invencion

Se ha encontrado ahora que usando un grupo especifico de antiespumantes para suprimir la formacion de espuma
en la produccion extracelular de agentes espumantes mediante fermentacion, el antiespumante puede eliminarse
facilmente del producto. Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método para
producir un agente espumante que comprende:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2436498 T3

i) cultivar una célula huésped en un medio de fermentacién en el que:
la célula huésped secreta extracelularmente un agente espumante; y
el medio de fermentacién contiene un antiespumante que tiene un punto de enturbiamiento;

ii) eliminar el antiespumante mientras la temperatura del medio de fermentaciéon esta por encima del punto de
enturbiamiento.

El uso de un espumante minimiza la formacién de espuma durante la fermentacién. Seleccionando un espumante
que tiene un punto de enturbiamiento y garantizando que la temperatura del medio de fermentacion esté por encima
de este punto de enturbiamiento se provoca que el antiespumante “se enturbie” (precipite) en forma particulada. Esto
proporciona una via sencilla mediante la cual puede eliminarse el antiespumante tras haberse completado la
fermentacion, por ejemplo mediante filtracién, centrifugacién o adsorcion. Por el contrario, antiespumantes que no
tienen un punto de enturbiamiento requieren procedimientos de separacion mas complejos y/o caros tales como
extraccion de dos fases acuosa o cromatografia.

Preferiblemente en la etapa i) el medio de fermentacion se airea burbujeando aire o aire enriquecido con oxigeno en
el mismo.

Preferiblemente en la etapa i) la temperatura del medio de fermentaciébn esta por encima del punto de
enturbiamiento del antiespumante.

Preferiblemente en la etapa ii) el antiespumante se elimina mediante filtracion, centrifugacién o adsorcién. Mas
preferiblemente; el antiespumante se elimina mediante filtracion por membrana (flujo cruzado).

Preferiblemente en la etapa ii) se elimina al menos el 75% del antiespumante, mas preferiblemente al menos el 85%,
lo mas preferiblemente al menos el 90%.

Preferiblemente en la etapa ii) la temperatura del medio de fermentacion esta al menos 10°C por encima del punto
de enturbiamiento, mas preferiblemente al menos 20°C por encima del punto de enturbiamiento, lo mas
preferiblemente al menos 30°C por encima del punto de enturbiamiento.

Preferiblemente las células huésped también se eliminan del medio de fermentacion en la etapa ii).

Preferiblemente el agente espumante se purifica y/o concentra del medio de fermentacion tras la etapa ii), por
ejemplo mediante ultrafiltracion.

Preferiblemente el antiespumante es de calidad alimenticia.

Preferiblemente, el antiespumante comprende al menos un polimero/tensioactivo no iénico, tal como un poliéter, un
poli(alquilenglicol), un copolimero de bloque de 6xido de propileno/etileno, un polialcohol a base de un copolimero de
blogue de 6xido de propileno/etileno, una dispersién de poliéter a base de polipropilenglicol o un éster de acido
graso alcoxilado.

Preferiblemente el agente espumante es de calidad alimenticia.

Preferiblemente el agente espumante es una hidrofobina, mas preferiblemente una hidrofobina de clase I, lo mas
preferiblemente HFBI o HFBII de Trichoderma reesei.

Preferiblemente la célula huésped es un hongo modificado genéticamente, méas preferiblemente una levadura, lo
mas preferiblemente Saccharomyces cerevisiae.

Preferiblemente, tras la etapa ii), la razén en peso de antiespumante con respecto a agente espumante es inferior a
0,2, mas preferiblemente inferior a 0,15, lo méas preferiblemente inferior a 0,1.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica (por ejemplo en cultivo celular,
genética molecular, quimica de acidos nucleicos, técnicas de hibridizacién y bioquimica). Pueden encontrarse
técnicas convencionales usadas para métodos moleculares y bioquimicos en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 32 ed. (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. y Ausubel et al.,
Short Protocols in Molecular Biology (1999) 42 ed., John Wiley & Sons, Inc. - y la versiéon completa titulada Current
Protocols in Molecular Biology.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2436498 T3

Agentes espumantes

En el contexto de la presente invencion, el término “agente espumante” significa un tensioactivo de origen biolégico
que facilita la formacién de espuma y/o potencia su estabilidad inhibiendo la coalescencia de las burbujas.

Preferiblemente el agente espumante es tal que, en disolucion acuosa, el agente espumante produce una espuma
que tiene un volumen de fase de gas de al menos el 20% del cual al menos el 50% permanece tras el
almacenamiento durante 1 a 5°C, mas preferiblemente tras 2 horas, lo mas preferiblemente tras 4 horas, segun la
siguiente prueba.

Se preparan 80 ml de una disolucion acuosa de agente espumante (0,5% en peso). Se airea la disolucién
sometiendo a cizallamiento la disoluciéon en un recipiente cilindrico enfriado (2°C), montado verticalmente, de acero
inoxidable con camisa con proporciones internas de 105 mm de altura y diametro de 72 mm. La tapa del recipiente
llena el 54% del volumen interno dejando el 46% (180 ml) para la muestra. El rotor usado para someter a
cizallamiento la muestra consiste en un propulsor rectangular de las proporciones correctas para raspar la superficie
interior del envase a medida que rota (72 mm x 41,5 mm). También estan unidas al rotor dos cuchillas semicirculares
(60 mm de diametro) de alto cizallamiento situadas en un angulo de 45° con respecto a la unién rectangular. Se
vierten 80 ml de disolucién en el recipiente y se sujeta la tapa. Entonces se somete a cizallamiento la disolucién a
1250 rpm durante 10 minutos. Se vierte inmediatamente la disolucién aireada en un cilindro de medicion. Se lee
inmediatamente el volumen de espuma del cilindro de medicién, y de nuevo tras el almacenamiento a 5°C. Se
determina el volumen de fase de gas a partir del volumen de espuma medido y el volumen conocido de la fase
acuosa (es decir, 80 ml) tal como sigue:

volumen de fase de gas = [(volumen de espuma-80 ml)/(volumen de espuma)] x 100

El liquido en la espuma se drena a lo largo del tiempo, conduciendo a dos fases separadas y distintas: una espuma
en la parte superior y disolucién acuosa por debajo. Sin embargo, es la estabilidad de la fase de espuma la que es el
punto de interés en este caso. Para el calculo del volumen de fase de gas, se toma el volumen de espuma como el
volumen completo del sistema, es decir, tanto la fase de gas como la fase de liquido independientemente de si se
han separado en dos fases distintas. El valor de volumen de fase de gas proporciona por tanto una indicacion
cuantitativa de la estabilidad de la espuma frente a la pérdida de gas. Por tanto, si el volumen inicial de fase de gas
de la espuma es del 50%, entonces tras el almacenamiento el volumen de fase de gas debera ser de al menos el
25%; si el volumen inicial de fase de gas es del 20%, entonces tras el almacenamiento debe ser de al menos el
10%.

Los agentes espumantes incluyen hidrofobinas y biotensioactivos tales como glicolipidos (por ejemplo ramnolipidos,
trehalolipidos celobiolipidos, soforolipidos); lipopéptidos y lipoproteinas (por ejemplo péptido-lipido, serrawetina,
[Intipatic, surfactina, subtilisina, gramicidinas, polimixinas); 4acidos grasos, lipidos neutros y fosfolipidos;
biotensioactivos poliméricos (por ejemplo emulsano, biodispersano, manano-lipido-proteina, liposano, hidrato de
carbono-proteina-lipido, proteina PA), biotensioactivos particulados (vesiculas y fimbrias, células completas),
glucosidos (por ejemplo saponinas) y proteinas fibrosas (por ejemplo fibroina). También son agentes espumantes
proteinas lacteas y de soja / hidrolizados de proteinas, aunque éstos no se producen habitualmente mediante
métodos de fermentacion. Preferiblemente el agente espumante no es una proteina lactea o de soja ni hidrolizado
de proteina. En una realizacion particularmente preferida, el agente espumante es una hidrofobina.

Pueden obtenerse agentes espumantes cultivando organismos huésped que secretan de manera natural el agente
espumante al medio de fermentacién. Por ejemplo, pueden obtenerse hidrofobinas cultivando hongos filamentosos
tales como hifomicetos (por ejemplo Trichoderma), basidiomicetos y ascomicetos. Huéspedes particularmente
preferidos son organismos de calidad alimenticia, tales como Cryphonectria parasitica que secreta una hidrofobina
denominada criparina (MacCabe y Van Alfen, 1999, App. Environ. Microbiol 65: 5431-5435). De manera similar,
puede obtenerse surfactina de Bacillus subtilis y glicolipidos de por ejemplo Pseudomanas aeruginosa,
Rhodococcus erythropolis, especies de Mycobacterium y Torulopsis bombicola (Desai y Banat, Microbiology and
Molecular Biology Reviews, mar. De 1997, pags. 47-64).

Alternativamente, pueden producirse agentes espumantes mediante el uso de tecnologia recombinante. Por ejemplo
pueden modificarse células huésped, normalmente microorganismos, para que expresen agentes espumantes. Se
conocen bien en la técnica técnicas para introducir constructos de acido nucleico que codifican para agentes
espumantes (cuando el agente espumante es un polipéptido) o enzimas necesarias para producir agentes
espumantes (cuando el agente espumante es no peptidico, por ejemplo un biotensioactivo) en células huésped.
También puede usarse tecnologia recombinante para modificar secuencias de agente espumante o sintetizar
agentes espumantes novedosos que tienen propiedades deseadas/mejoradas.

Normalmente, una célula huésped o un organismo apropiado se transforma mediante un [intipaticas de acido
nucleico que codifica para un agente espumante polipeptidico deseado. La secuencia de nucleétidos que codifica
para el polipéptido puede insertarse en un vector de expresion adecuado que codifica para los elementos necesarios
para la transcripcién y traduccion y de manera tal que se expresaran en condiciones apropiadas (por ejemplo en
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orientacion apropiada y marco de lectura correcto y con direccionamiento y secuencias de expresién apropiados).
Los métodos requeridos para construir estos vectores de expresion los conocen muy bien los expertos en la técnica.

Pueden usarse varios sistemas de expresion para expresar la secuencia que codifica para el polipéptido. Estos
incluyen, pero no se limitan a, bacterias, hongos (incluyendo levadura), sistemas de células de insectos y sistemas
de cultivo de células vegetales que se han transformado con los vectores de expresion apropiados. Huéspedes
preferidos son los que se consideran de calidad alimenticia (“considerados generalmente como seguros (generally
regarded as safe)” (GRAS)).

Las especies fungicas adecuadas incluyen levaduras tales como (pero sin limitarse a) las de los géneros
Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Candida, Schizosaccharomyces y similares, y especies
filamentosas tales como (pero sin limitarse a) las de los géneros Aspergillus, Trichoderma, Mucor, Neurospora,
Fusariumy similares.

Las secuencias que codifican para agentes espumantes polipeptidicos son preferiblemente al menos el 80%
idénticas al nivel de aminodcidos a un agente espumante identificado en la naturaleza, mas preferiblemente al
menos el 95% o el 100% idénticas. Sin embargo, expertos en la técnica pueden hacer sustituciones conservativas u
otros cambios de aminoacidos que no reducen la actividad biol6gica del agente espumante.

Las hidrofobinas son una clase particularmente preferida de agente espumante. En el documento EP 1 623 631 se
ha encontrado previamente que las hidrofobinas permiten la produccion de espumas acuosas con excelente
estabilidad frente a la desproporcién y coalescencia. Debido a que las hidrofobinas son agentes espumantes
sumamente eficaces, su presencia en el medio de fermentacion supone un desafio particular para el control de la
espuma.

Las hidrofobinas son una clase bien definida de proteinas (Wessels, 1997, Adv. Microb. Physio. 38: 1-45; Wosten,
2001, Annu Rev. Microbiol. 55: 625-646) que pueden autoensamblarse en una superficie de contacto
hidréfoba/hidrofila, y que tienen una secuencia conservada:

Xn-C-Xs5.9-C-C-X11-39-C-Xg-23-C-Xs5.9-C-C-Xp-18-C-Xm (SEQ ID No. 1)

en la que X representa cualquier aminoacido, y n y m representan independientemente un ndmero entero.
Normalmente, una hidrofobina tiene una longitud de hasta 125 aminoéacidos. Los residuos de cisteina © en la
secuencia conservada son parte de puentes disulfuro. En el contexto de la presente invencion, el término hidrofobina
tiene un significado mas amplio incluyendo proteinas funcionalmente equivalentes que todavia presentan la
caracteristica de autoensamblaje en una superficie de contacto hidréfoba-hidréfila dando como resultando una
pelicula de proteina, tales como proteinas que comprende la secuencia:

Xn-C-X1-50-C-Xo-5-C-X1-100-C-X1-100-C-X1-50-C-X0-5-C-X1-50-C-Xmn (SEQ ID No. 2)

o partes de la misma que todavia presentan la caracteristica de autoensamblaje en una superficie de contacto
hidro6foba-hidréfila dando como resultando una pelicula de proteina. Segun la definicion de la presente invencion, el
autoensamblaje puede detectarse adsorbiendo la proteina a teflon y usando dicroismo circular para establecer la
presencia de una estructura secundaria (en general, a-hélice) (De Vocht et al., 1998, Biophys. J. 74: 2059-68).

La formacion de una pelicula puede establecerse incubando un Idmina de teflén en la disolucion de proteina seguido
por al menos tres lavados con agua o tampén (Wosten et al., 1994, Embo. J. 13: 5848-54). La pelicula de proteina
puede visualizarse mediante cualquier método adecuado, tal como marcaje con un marcador fluorescente o
mediante el uso de anticuerpos fluorescentes, tal como estd bien establecido en la técnica. Normalmente, m y n
tienen valores que oscilan entre 0 y 2000, pero méas habitualmente m y n en total son inferiores a 100 6 200. La
definicion de hidrofobina en el contexto de la presente invencion incluye proteinas de fusion de una hidrofobina y
otro polipéptido asi como conjugados de hidrofobina y otras moléculas tales como polisacaridos.

Las hidrofobinas identificadas hasta la fecha se clasifican generalmente como o bien de clase | o bien de clase Il.
Ambos tipos se han identificado en hongos como proteinas secretadas que se autoensamblan en superficies de
contacto hidréfilas para dar peliculas [Intipaticas. Los ensamblajes de hidrofobinas de clase | generalmente son
relativamente insolubles mientras que los de hidrofobinas de clase Il se disuelven facilmente en una variedad de
disolventes. Preferiblemente la hidrofobina es soluble en agua, mediante lo cual quiere decirse que es al menos el
0,1% soluble en agua, preferiblemente al menos el 0,5%. Por al menos el 0,1% soluble quiere decirse que no
precipita nada de hidrofobina cuando se someten 0,1 g de hidrofobina en 99,9 ml de agua a centrifugacion a
30.000 g durante 30 minutos a 20°C.

También se han identificado proteinas similares a hidrofobina (por ejemplo “chaplinas”) en bacterias filamentosas,
tales como Actinomycete y Streptomyces sp. (documento WOO01/74864; Talbot, 2003, Curr. Biol, 13: R696-R698).
Estas proteinas bacterianas, al contrario que las hidrofobinas fungicas, pueden formar sélo hasta un puente disulfuro
puesto que sélo pueden tener dos residuos de cisteina. Tales proteinas son un ejemplo de equivalentes funcionales
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a hidrofobinas que tienen las secuencias consenso mostradas en SEQ ID No 1y 2, y estan dentro del alcance de la
presente invencion.

Se han clonado mas de 34 genes que codifican para hidrofobinas, de aproximadamente 16 especies flungicas
(véanse por ejemplo el documento W0O96/41882 que facilita la secuencia de hidrofobinas identificadas en Agaricus
bisporus; y Wosten, 2001, Annu Rev. Microbiol. 55: 625-646). Para el fin de la invencion, hidrofobinas que presentan
al menos el 80% de identidad al nivel de aminoacidos con una hidrofobina que se produce de manera natural
también estan abarcadas dentro del término “hidrofobinas”.

Antiespumantes

El término “antiespumante” incluye tanto antiespumantes que se afaden habitualmente antes de producirse la
formacion de espuma como también los que se afiaden habitualmente una vez que se ha formado la espuma (a
veces conocidos como desespumantes). El grupo especifico de antiespumantes adecuados para su uso en la
presente invencion son los que presentan un punto de enturbiamiento. El punto de enturbiamiento es la temperatura
a la que una disolucién acuosa del antiespumante se vuelve visiblemente turbia a medida que se separa en fases
(es decir, las moléculas de antiespumante forman agregados que dispersan la luz) tal como se describe en la pagina
63 de Surfactant Aggregation and Adsorption at Interfaces, J. Eastoe, en Colloid Science: Principles, Methods and
Applications, ed. T. Cosgrove, Blackwell Publishing, 2005.

Los ejemplos de antiespumantes que presentan puntos de enturbiamiento incluyen compuestos a base de
poli(alquilenglicol) (PAG) tales como copolimeros de bloque de éxido de etileno/6xido de propileno, polialcoholes a
base de copolimeros de blogue de 6xido de etileno/6xido de propileno y poliéteres de 6xidos de etileno y propileno; y
compuestos a base de éster de &cido graso.

El punto de enturbiamiento depende de la estructura quimica y composicion del tensioactivo. Por ejemplo, para
tensioactivos no ionicos de polioxietileno (PEO), el punto de enturbiamiento aumenta a medida que aumenta el
contenido en EO para un grupo hidréfobo dado. Preferiblemente el punto de enturbiamiento del antiespumante es de
entre 0°C y 90°C, mas preferiblemente entre 5°C y 60°C.

Preferiblemente, el antiespumante comprende al menos un polimero/tensioactivo no idnico, tal como un poliéter, un
poli(alquilenglicol), un copolimero de bloque de 6xido de propileno/etileno, un polialcohol a base de un copolimero de
blogue de 6xido de propileno/etileno, una dispersién de poliéter a base de polipropilenglicol o un éster de acido
graso alcoxilado. Antiespumantes a base de PAG (tales como Struktol J647 que puede obtenerse de Schill and
Seilacher), polialcoholes a base de copolimeros de bloque de PO/EO (tales como Struktol J647 que puede
obtenerse de Schill and Seilacher) y otros antiespumantes de tensioactivo no iénico son particularmente eficaces en
la destruccidon de espuma, incluso en presencia de agentes espumantes potentes tales como hidrofobina.

Pueden usarse mezclas de antiespumantes, en cuyo caso, el punto de enturbiamiento de una mezcla de este tipo se
define como el punto de enturbiamiento mas alto de los componentes individuales.

Algunos antiespumantes disponibles comercialmente comunes que presentan un punto de enturbiamiento se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1

Antiespumante Punto de enturbiamiento / ¢C

Poli(alquilenglicol)

Struktol J647, Schill & Seilacher 24
Struktol SB2121 Aprox. 30

UCON LB 65, Dow Chemical Company 25
UCON LB 285 15
UCON LB 625 10
UCON LB 1715 8
KFO673, Lubrizol 25

ST934, Pennwhite Ltd Aproximadamente 20

Copolimeros de bloque de oxido de propileno/etileno

Pluronic PE3100, BASF 41
Pluronic PE6100 23
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Pluronic PE6200 33
Pluronic PE8100 36
Pluronic PE10100 35
Mazu DF204, BASF 18-21
Polialcohol a base de copolimero de bloque de PO/EO
Struktol J650, Schill & Seilacher 13

Dispersiones de poliéter a base de polipropilenglicol
Antiespumante 204, Sigma 15

Ester de acido graso alcoxilado
Struktol J673, Schill & Seilacher 30

Proceso de fermentacion y eliminacién del antiespumante

La fermentacién para producir el agente espumante se lleva a cabo cultivando la célula huésped en un medio de
fermentacion liquido dentro de un bioreactor (por ejemplo un fermentador industrial). La composicion del medio (por
ejemplos nutrientes, fuente de carbono, etc.), la temperatura y el pH se eligen para proporcionar condiciones
apropiadas para el crecimiento del cultivo y/o la produccion del agente espumante. Normalmente se burbujea aire o
aire enriquecido con oxigeno en el medio para proporcionar oxigeno para la respiracion del cultivo.

El antiespumante puede incluirse en la composicion inicial del medio y/o afadirse segun se requiera a lo largo del
periodo de la fermentacion. La practica comin es emplear un método de deteccién de espuma, tal como una sonda
de conductividad, que desencadena automaticamente la adicién del antiespumante. En la presente invencion, el
antiespumante esta presente preferiblemente a una concentracién de desde 0,1 hasta 20 g/l, mas preferiblemente
desde 1 hasta 10 g/I. La temperatura del fermentador durante la etapa i), es decir, durante la fermentacién, puede
estar por encima o por debajo del punto de enturbiamiento del antiespumante. Preferiblemente la temperatura del
fermentador esta por encima del punto de enturbiamiento del antiespumante, puesto que el antiespumante es lo mas
eficaz provocando la coalescencia de las burbujas y el colapso de la espuma por encima de su punto de
enturbiamiento. La temperatura del fermentador se elige generalmente para lograr condiciones éptimas para la
produccion y/o el crecimiento de las células huésped.

Al final de la fermentacién, el antiespumante debe eliminarse sustancialmente para garantizar que la funcionalidad
del agente espumante no se vea alterada. Preferiblemente se elimina al menos el 75% del antiespumante, méas
preferiblemente al menos el 85%, lo mas preferiblemente al menos el 90%. Por ejemplo, tras la etapa ii) la razon en
peso de antiespumante con respecto a agente espumante es preferiblemente inferior a 0,2, méas preferiblemente
inferior a 0,15, lo méas preferiblemente inferior a 0,1.

La eliminacion del antiespumante se logra garantizando que la temperatura del medio de fermentacion esté por
encima del punto de enturbiamiento del antiespumante, de modo que el antiespumante se separa en fases. El
antiespumante separado en fases puede eliminarse del medio de fermentacion mediante cualquier método
adecuado tal como:

- filtracion, por ejempilo filtracion de extremo cerrado o un filtro prensa

- filtracion por membrana (flujo cruzado), por ejemplo microfiltracion o ultrafiltracion

- centrifugacién

- adsorcién, usando por ejemplo carbono activado, silice o tierra de diatomeas como absorbente.

La eliminacion del antiespumante puede tener lugar mediante por ejemplo uno de estos procedimientos en una Unica
etapa. Alternativamente, los procedimientos pueden repetirse o combinarse. Por ejemplo, tras una primera etapa de
filtracion, el filtrado puede recalentarse (si es necesario) y filtrarse de nuevo.

Se ha encontrado que se elimina mas antiespumante si la temperatura del medio de fermentacion esta al menos
10°C por encima del punto de enturbiamiento, preferiblemente al menos 20°C por encima del punto de
enturbiamiento, lo mas preferiblemente al menos 30°C por encima del punto de enturbiamiento. La temperatura del
medio de fermentacion no debe ser tan alta que se desnaturalice el agente espumante. Por este motivo, es
preferible que el agente espumante sea estable frente al calor, por ejemplo hidrofobinas. Preferiblemente la
temperatura del medio de fermentacion es inferior a 90°C, mas preferiblemente inferior a 75°C. En una realizacion
preferida, el antiespumante tiene un punto de enturbiamiento en el intervalo de 20-30°C y la temperatura del medio
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de fermentacion en la etapa ii) esta en el intervalo de 40-60°C. Por el contrario, en procedimientos convencionales
se evita deliberadamente contener el medio de fermentacién a una temperatura tan elevada, con el fin de minimizar
la posibilidad de reacciones de degradacién (que pueden provocar cambios de color y aroma), inactivacion de
enzimas, desnaturalizacion de proteinas y pérdida de funcionalidad (véase por ejemplo, la pagina 7 de “Separation
Processes in the Food and Biotechnology Industries”, Eds. Grandison, A.S.; Lewis, M.J.).

Un método preferido para separar el antiespumante es la filtracion por membrana. Generalmente, se ha creido que
llevar a cabo la filtracidn por membrana de caldos de fermentacion que contienen un espumante a temperaturas por
encima de su punto de enturbiamiento da como resultado la obstruccion de la membrana por el antiespumante
precipitado, provocando un bajo flujo de permeado y dificultades de procesamiento consiguientes: véase por ejemplo
Yamagiwa et al., J. Chem. Eng. Japan, 26 (1993) pags. 13-18 y el documento WO 01 / 014521. Por tanto, se habia
ensefado anteriormente que la filtracién por membrana debe tener lugar a temperaturas por debajo del punto de
enturbiamiento. Sin embargo, se ha encontrado ahora que se obtienen flujos aceptables cuando se llevan a cabo
operaciones de ultrafiltraciéon y microfiltracién a una temperatura de aproximadamente 25°C por encima del punto de
enturbiamiento del antiespumante.

Con el fin de garantizar que el agente espumante producto esté libre de material intracelular y genético (que se
considera habitualmente como un contaminante no deseado) deben eliminarse las células del medio de
fermentacion. En una realizacion preferida, las células se separan del medio al mismo tiempo que se elimina el
antiespumante precipitado, por ejemplo en una etapa de microfiltracién que tiene lugar a una temperatura por
encima del punto de enturbiamiento.

En una realizacion alternativa las células pueden eliminarse del medio en una etapa separada antes de la
eliminacion del antiespumante, por ejemplo mediante filtracion (por ejemplo filiracion de extremo cerrado o un filtro
prensa), filtracion por membrana / de flujo cruzado, (por ejemplo microfiltracion o ultrafiltracién) o centrifugacion, a
una temperatura por debajo del punto de enturbiamiento. En esta realizacién, puede llevarse a cabo una etapa de
purificacién y/o concentracion (por ejemplo mediante ultrafiltracion) (de nuevo a una temperatura por debajo del
punto de enturbiamiento) tras la eliminaciéon de las células pero antes de la separacion del antiespumante. Entonces
se calienta el medio hasta una temperatura por encima del punto de enturbiamiento de modo que el antiespumante
puede eliminarse tal como ya se describio.

Una vez que se han eliminado el antiespumante y las células del medio de fermentacion, el agente espumante
producto puede purificarse adicionalmente y concentrarse segun se requiera, por ejemplo mediante ultrafiltracion. Si
el agente espumante es una hidrofobina, puede purificarse del medio de fermentacion mediante, por ejemplo, el
procedimiento descrito en el documento WO01/57076 que implica adsorber la hidrofobina a una superficie y luego
poner en contacto la superficie con un tensioactivo, tal como Tween 20, para eluir la hidrofobina de la superficie.
Véanse también Collen et al., 2002, Biochim Biophys Acta. 1569: 139-50; Calonje et al., 2002, Can. J. Microbiol. 48:
1030-4; Askolin et al., 2001, Appl Microbiol Biotechnol. 57: 124-30; y De Vries et al., 1999, Eur J Biochem. 262: 377-
85.

La presente invencion se describirda ahora adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos que son
ilustrativos s6lo y no limitativos, y las figuras en las que:

La figura 1 muestra el % de transmisién como funcion de la temperatura para disoluciones acuosas al 0,2% en peso
de Struktol J647 y J633.

La figura 2 muestra el gréafico de calibracién determinado en el ejemplo 2.
Ejemplos

Ejemplo 1: Determinacién del punto de enturbiamiento para antiespumantes

El punto de enturbiamiento de un antiespumante se mide mediante el siguiente método, demostrado en el presente
documento para dos antiespumantes disponibles comercialmente, uno de los que tiene un punto de enturbiamiento
(Struktol J647) y el otro que no tiene (Struktol J633).

Se prepard una disolucién del 0,2% en peso de cada antiespumante en disolucion acuosa a temperatura ambiente.
Se vertieron muestras de 20 ml en viales de vidrio cilindricos (Turbiscan). Se equilibraron las muestras a la
temperatura de medicion en un bafo de agua durante 1 hora. Se determiné la turbidez de la muestra usando un
instrumento Turbiscan Lab Expert (Formulaction, Francia). Este instrumento tiene una fuente de luz con una longitud
de onda A de 880 nm y un sensor éptico a 180° de la luz incidente que mide el porcentaje de la luz incidente que se
transmite a través de la muestra en un punto a 25 mm de la base del vial que contiene la disolucion de muestra. A
medida que la disolucion se vuelve més turbia, se reduce la luz transmitida. Se transfirieron los viales de muestra al
instrumento Turbiscan Lab Expert que también se fijo a la temperatura de medicion deseada. Se midi6 el % de
transmisién como una funcién de la temperatura a intervalos de 5°C, comenzando desde 5°C, y se muestran los
resultados en la figura 1. Para J647, la transmisién se reduce drasticamente desde el 75% hasta el 0% entre 20 y
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25°C, mostrando que se habia alcanzado el punto de enturbiamiento dentro de este intervalo de temperatura. Esto
concuerda con el valor indicado por el fabricante de 24°C. (Si se requiere un valor mas preciso del punto de
enturbiamiento, pueden hacerse mediciones con intervalos de temperatura mas pequenos, por ejemplo de 1 é 2°C.)
Por el contrario, J633 muestra muy poco cambio en turbidez puesto que no tiene un punto de enturbiamiento. Por
tanto, J647 es un antiespumante adecuado para su uso en la presente invencion, mientras que J633 no.

Ejemplo 2: Eliminacion del antiespumante de una disolucién modelo

Se realizé un experimento para demostrar que pueden eliminarse antiespumantes de disoluciones modelo elevando
la temperatura de la disolucién por encima del punto de enturbiamiento, y eliminando el precipitado mediante
filtracion. Se prepar6 una disolucion al 0,3% (p/v) de Struktol J647 tomando una alicuota de 3,00 g de Struktol J647 y
diluyendo hasta 1 | con agua MilliQ. Se calentaron muestras de esta disolucién hasta por encima del punto de
enturbiamiento colocandolas en un bafo de agua fijado a la temperatura requerida durante 1 hora. Entonces se
mezclaron las muestras suavemente mediante agitacién con remolino y se filtraron inmediatamente.

Se realizaron dos experimentos diferentes. En primer lugar, se investigé el efecto del tamano de poro del filtro
usando filtros con tamafios de poro de 0,45 um (Pall Life Sciences Acrodisc), 0,2 um, 1,20 um y 5,00 um (todos
Sartorius Minisart) con una jeringuilla de 2 ml a una temperatura de disolucion fijada (50°C). En segundo lugar, se
vario la temperatura de la disolucion desde 30 hasta 70°C (es decir, desde 6 hasta 46°C por encima del punto de
enturbiamiento) mientras se usaba un tamario de poro fijado (0,2 um).

Se determinaron las concentraciones del antiespumante en los filtrados usando el kit de prueba de agua Lange LCK
433 para tensioactivos no ionicos. Este usa el principio de que los tensioactivos no iénicos (tales como J647) forman
complejos con el indicador TBPE (éster etilico de tetrabromofenolftaleina), que puede extraerse en diclorometano y
medirse fotométricamente para determinar la concentracion. En primer lugar, se construyé una curva de calibracion.
Se preparé una disolucién al 0,3% (p/v) de Struktol J647 tomando una alicuota de 3,00 g de Struktol J647 y
diluyendo hasta 1 | con agua MilliQ a 15°C. Se tomaron alicuotas de ésta y se diluyeron con agua MilliQ dando
concentraciones de: 6, 15, 30, 60, 150 y 300 mg/l. Se us6 agua MilliQ como muestra de blanco. Se afadieron
muestras de 0,2 ml de cada concentracion a los tubos de ensayos del kit que contenian TBPE y diclorometano. Se
mezclaron suavemente los tubos durante 2 minutos y se dejaron reposar durante 30 minutos. Entonces se midieron
en un espectrofotémetro Lange DR2800 a 605 nm segun las instrucciones del kit de prueba. La figura 2 muestra el
grafico de calibracién resultante.

Entonces se diluyeron los filirados 1/10 con agua MilliQ. Se midieron muestras de 0,2 ml en el espectrometro tal
como anteriormente y se ley6 la concentracion del antiespumante en cada filtrado a partir del grafico de calibracion.
Se calculd la cantidad (%) de antiespumante restante en el filtrado como

(concentracién medida en el filtrado) / (concentracién de partida conocida) x 100%.

Pueden medirse concentraciones de antiespumante hasta 0,2 mg/l (2x10'5% p/v) mediante una técnica similar,
usando el kit de prueba de agua Lange LCK 333, y construyendo una curva de calibracién en el intervalo de
concentracion apropiado. En este caso se afade una alicuota de 2 ml de la muestra que va a medirse al kit de
prueba, en vez de 0,2 ml.

Los resultados se facilitan en la tabla 2. La diferencia en la cantidad de antiespumante restante entre las dos
mediciones usando el filtro de 0,2 um a 50°C (es decir, el 6%) indica la barra de error asociada con este método.

Tabla 2
Tamarfo de poro Temperatura Temperatura por encima Antiespumante
del filtro (um) de la disolucion (°C) del punto de enturbiamiento (°C) restante (%)
0,2 50 26 6
0,45 50 26 17
1,2 50 26 28
5,0 50 26 79
0,2 30 6 26
0,2 50 26 12
0,2 70 46 9

Los datos muestran que cuanto mas pequefo es el tamano de poro del filtro, mayor es la cantidad de antiespumante
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eliminado, es decir, se disminuye la cantidad restante en la disolucion, tal como se esperaba. Para J647, un tamafno
de poro de 5,0 um no es lo suficientemente pequefio como para eliminar la mayor parte del antiespumante, mientras
que un tamafo de poro de 0,2 um da como resultado la eliminacién de aproximadamente el 90% del antiespumante.
Los datos también muestran que para un tamano de poro dado, el aumento de la temperatura de la disolucion da
como resultado una eliminaciéon de antiespumante mas eficaz.

Ejemplo 3. Eliminacién del antiespumante de un medio de fermentacién modelo

Para demostrar la eliminacién de un espumante de un medio de fermentacién tipico, se preparé un medio de
fermentacion modelo. En primer lugar, se prepararon dos disoluciones que tenian las composiciones mostradas en
la tabla 3. En una fermentacion de alimentacion discontinua tipica, el lote 1 seria el medio de partida y el lote 2 se
alimentaria gradualmente a lo largo del periodo de alimentacion.

Tabla 3
Componente Lote 1 (g/l) Lote 2 (g/l)
Glucosa 22 440
Galactosa 0 10
Extracto de levadura 10 25
Dihidrogenoortofosfato de potasio 2,1 12
Sulfato de magnesio 0,6 2,5
Antiespumante - Struktol J647 0,4 0,8
Agua MilliQ hasta 1 | hasta 1 |

Se someti6 a autoclave cada lote (volumen de 1 |) durante 20 minutos a 121°C. Entonces se mezclaron los lotes
(50:50) dando un medio de fermentacién modelo con una concentracién de antiespumante de 0,6 g/l. No se inocul6
el medio ni se sometié a fermentacion, sino que se sometié a prueba en su forma sin procesar. Se calentaron las
muestras y se filtraron para eliminar el antiespumante, y se midié la cantidad de antiespumante restante, todo tal
como se describio en el ejemplo 2. Se facilita la proporcién de antiespumante restante en cada caso en la tabla 4.

Tabla 4
Tamarno de poro Temperatura Temperatura por encima Antiespumante
del filtro (um) de la disolucién (°C) del punto de enturbiamiento (°C) restante (%)
0,2 30 6 16
0,2 50 26 10
0,2 70 46 6
0,45 50 26 8
1,2 50 26 10

Se repiti6 el experimento, pero se afadié antiespumante adicional al medio de fermentacién modelo de modo que la
concentracién de partida era de 3 g/l. Se muestran los resultados en la tabla 5.

Tabla 5
Tamafio de poro Temperatura Temperatura por encima Antiespumante
del filtro (um) de la disolucion (°C) del punto de enturbiamiento (°C) restante (%)
0,2 50 26 8
0,45 50 26 8
1,2 50 26 15

Esto demuestra que seleccionando un espumante que tiene un punto de enturbiamiento, el antiespumante puede
eliminarse sustancialmente del medio de fermentacién modelo de una manera sencilla y conveniente.

Ejemplo 4: Eliminacién del antiespumante de una disolucién madre de fermentacién que contiene un agente
espumante

Se realiz6 una fermentacién de alimentacion discontinua de una cepa modificada genéticamente de Saccharomyces
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cerevisiae. Se habia modificado la cepa incorporando el gen que codifica para la hidrofobina HFBII del hongo
Trichoderma reesei (un agente espumante) de modo que se logré la expresion extracelular de la hidrofobina durante
la fermentacién. Se llevé a cabo la fermentacién esencialmente tal como se describe por van de Laar T et al., en
Biotechnol Bioeng. 96(3):483-94 (1997), usando glucosa como fuente de carbono y aumentando a escala el proceso
hasta un volumen total de 150 | en un recipiente de fermentacion de 300 I. Se uso el antiespumante Struktol J647
para controlar la formacién de espuma durante la fermentacién (en lugar de Struktol J673 usado por van de Laar T et

al).

Al final de la fermentacién, se sometié a microfiltracién la disolucion madre de fermentacion a 15°C (es decir, por
debajo del punto de enturbiamiento del antiespumante J647) para eliminar las células de levadura. Se realiz6 la
microfiltracién en una planta a escala piloto con membranas ceramicas Kerasep que tenian un tamafo de poro de
0,1 um, usando dos volumenes de diafiliracion con agua desionizada. Entonces se sometié a ultrafiltracion la
disolucién madre, de nuevo a 15°C, para purificar parcialmente la HFBII. La ultrafiliracion fue mediante membranas
poliméricas enrolladas en espiral Synder de 1 kD a una presion transmembrana de 0,9 bar y cuatro volimenes de
diafiltracion.

Se midié que la concentracion del antiespumante en la disolucion madre de fermentacion tras la etapa de
ultrafiltracién (tal como se describe en el ejemplo 2) era de 0,196 g/I. Se midié que la concentracion de HFBII era de
0,320 g/l mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), tal como sigue. Se diluyd la muestra con
etanol acuoso al 60% dando una concentracion aproximada de 200 pug/ml antes del analisis. Se realiz6 la separacion
por HPLC en una columna Vydac Protein C4 (250 x 4,6 mm) a 30°C. Se midi6 la hidrofobina mediante deteccion UV
a 214 nm y se calculd la concentracién mediante comparaciéon con muestras de concentracion de HFBII conocida
obtenidas de VTT Biotechnology (Espoo, Finlandia).

Entonces se calenté la disolucion madre libre de células hasta 50°C, se mantuvo a esa temperatura durante
30 minutos y entonces se filtr6 (tamaro de poro de 0,2 um) para eliminar el antiespumante, tal como se describié en
el ejemplo 2. Se midieron las cantidades de antiespumante y HFBII restantes en el filtrado tal como anteriormente y
se facilitan en la tabla 6 (columna con el encabezado “Fase 17). Entonces se recalento el filtrado de esta primera
fase hasta 50°C, se mantuvo a esta temperatura durante 30 minutos adicionales y se filtrd tal como anteriormente.
Se midieron las concentraciones de antiespumante y HFBII en el filirado resultante y también se facilitan en la tabla
6 (“Fase 27).

Tabla 6
Fase 1 Fase 2
Cantidad de HFBII en el filtrado (g/l) 0,32 0,30
% de HFBII restante 100 93,75
Cantidad de antiespumante en el filtrado (g/l) 0,05 0,028
% de antiespumante restante 25,5 14,3
Razén en masa de antiespumante:HFBII 0,156 0,093

Esto demuestra que seleccionado un espumante que tiene un punto de enturbiamiento, el antiespumante puede
eliminarse sustancialmente de una disolucién madre de fermentacién que contiene células huésped y un agente

espumante de una manera sencilla y conveniente.
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REIVINDICACIONES
1. Método para producir un agente espumante, que comprende:
i) cultivar una célula huésped en un medio de fermentacién en el que:

la célula huésped secreta extracelularmente un agente espumante; y el medio de fermentacion contiene un
antiespumante que tiene un punto de enturbiamiento;

ii) eliminar el antiespumante mientras la temperatura del medio de fermentacion esta por encima del punto de
enturbiamiento.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa i) el medio de fermentacion se airea burbujeando aire o
aire enriquecido con oxigeno en el mismo.

3. Método segun la reivindicaciéon 1 o la reivindicaciéon 2, en el que en la etapa i) la temperatura del medio de
fermentacion esta por encima del punto de enturbiamiento del antiespumante.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que en la etapa ii) el antiespumante se elimina
mediante filtracion, centrifugacion o adsorcion.

5. Método segun la reivindicacién 4, en el que el antiespumante se elimina mediante filtracién por membrana.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que al menos el 75% del antiespumante se elimina
en la etapa ii).

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la temperatura del medio de fermentacién esta al
menos 10°C por encima del punto de enturbiamiento en la etapa ii).

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que las células huésped se eliminan del medio de
fermentacion en la etapa ii).

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el agente espumante se purifica y/o concentra
del medio de fermentacién tras la etapa ii).

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el antiespumante es de calidad alimenticia.

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el antiespumante comprende al menos un
polimero/tensioactivo no iénico.

12. Método segun la reivindicacion 11, en el que el antiespumante es un poliéter, un poli(alquilenglicol), un
copolimero de bloque de 6xido de propileno/etileno, un polialcohol a base de copolimero de bloque de PO/EO, una
dispersion de poliéter a base de polipropilenglicol o un éster de acido graso alcoxilado.

13. Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el agente espumante es de calidad
alimenticia.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el agente espumante es una hidrofobina.

15. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la célula huésped es un hongo modificado
genéticamente.

16. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que la razén en peso de antiespumante con
respecto a agente espumante tras la etapa ii) es inferior a 0,2.
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Fig. 2
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