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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccién de acido orto-aminobenzoico y/o anilina mediante levadura recombinante

La presente invencion se refiere a la produccion de acido o-aminobenzoico a partir de sustratos fermentables utilizando
células de levadura a un pH inferior a 7,0.

Actualmente, no hay ninguna fuente renovable o bioldgicamente derivada de o-aminobenzoato o del acido
correspondiente disponible comercialmente. El O-aminobenzoato es un intermediario natural de la via del acido
shikimato y un precursor de la biosintesis del aminoacido aromatico L-triptéfano. Una conversion quimica de o-
aminobenzoato a anilina se ha descrito en el documento WO 2015/124687.

Los procedimientos actuales de produccion de anilina se basan en la sintesis quimica a partir de materias primas
derivadas del petréleo. Estas materias primas derivadas del petrdleo no son renovables, a diferencia de las materias
primas que si lo son, tal como el recurso renovable "biomasa". La sintesis quimica de la anilina es un procedimiento
que consta de varias etapas. Las diversas etapas de reaccidn que intervienen en la produccion de anilina dan lugar a
elevados costes de produccidon. Ademas, la sintesis convencional, es decir, quimica, de la anilina esta asociada a
productos intermedios peligrosos, disolventes y residuos que pueden tener un impacto sustancial en el medio
ambiente. Las reacciones laterales no especificas en el anillo aromatico reducen el rendimiento del producto, lo que
aumenta aun mas los costes de produccion. Las materias primas derivadas del petréleo se ven influidas por las
fluctuaciones de costes derivadas del precio mundial del petroleo.

El documento WO 2015/124687 divulga un concepto de produccion de o-aminobenzoato y anilina de origen bioldgico.
Se aplican dos pasos de conversion: (1) la produccion fermentativa de o-aminobenzoato y (2) la posterior conversion
catalitica del acido o-aminobenzoico en anilina. El concepto general del procedimiento comprende los siguientes pasos
de elaboracion:

a) producir o-aminobenzoato por fermentacion de una materia prima que comprenda al menos un sustrato de
carbono fermentable utilizando una célula huésped bacteriana recombinante que sea capaz de convertir
biologicamente dicha materia prima que comprenda al menos un sustrato de carbono fermentable en o-
aminobenzoato, en el que dicho o-aminobenzoato comprenda anién antranilato, (seguido de la eliminacién de la
célula),

b) convertir dicho o-aminobenzoato de dicho anién antranilato en el caldo de fermentacion acuoso libre de células
en acido antranilico por protonacion acida,

¢) recuperar dicho acido antranilico por precipitacion o disoluciéon en un disolvente organico, y
d) convertir dicho acido antranilico en anilina mediante descarboxilacion térmica en un disolvente organico.

Las bacterias recombinantes utilizadas en dicho procedimiento pertenecen a la familia de
las Corynebacterium o Pseudomonas. Ambas bacterias producen o-aminobenzoato a pH 7, en condiciones éxicas y
normalmente durante la fase exponencial. Estas caracteristicas de las bacterias descritas en los documentos WO
2015/124687 dan lugar a varios problemas:

(i) Debido a la produccion fermentativa de o-aminobenzoato a pH 7 (paso a), es necesario afiadir una base, por
ejemplo, NaOH, para garantizar un pH neutro estable. Durante el paso posterior b), es necesario afiadir un acido,
por ejemplo, HCI, para convertir el o-aminobenzoato en acido o-aminobenzoico. Por lo tanto, como subproducto
se forma, por ejemplo, NaCl. El uso de NaOH, HCl y el tratamiento de aguas residuales de la solucion salina de
NaCl resultante conllevan un aumento de los costes de produccion del acido o-aminobenzoico producido mediante
el procedimiento biotecnoldgico descrito en el estado de la técnica.

(i) Ademas, el o-aminobenzoato es tdxico para las células microbianas. Si las células microbianas muestran una
mayor resistencia al o-aminobenzoato, muchos de los mecanismos subyacentes a dicha resistencia requieren un
gasto energético. Asi, una cierta proporcion del sustrato fermentable se consume para el metabolismo de
mantenimiento, lo que conduce a una disminucién de los rendimientos de o-aminobenzoato. Por esta razdn, los
altos titulos de o-aminobenzoato que se requieren para un rendimiento espacio-temporal razonable del
procedimiento disminuyen concomitantemente el rendimiento del producto.

(i) Dado que la fermentacion se realiza en condiciones éxicas, es necesario airear y agitar el recipiente de
fermentacién, lo que supone un aumento de los costes de inversion y funcionamiento de la unidad de
fermentacion.

(iv) Ademas, el o-aminobenzoato se produce normalmente durante la fase exponencial y junto con el crecimiento
microbiano. Este hecho disminuye atin mas el rendimiento global de la produccion de o-aminobenzoato.
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Aunque la produccién biotecnolégica de o-aminobenzoato a partir de fuentes renovables como precursor para la
produccién de anilina ofrece beneficios potenciales, todos los factores descritos anteriormente disminuyen los
beneficios potenciales de este procedimiento si se utilizan bacterias en la fermentacion.

Por lo tanto, existe la necesidad de procedimientos alternativos para producir o-aminobenzoato y anilina a partir de
fuentes renovables.

Este problema se resuelve mediante las realizaciones definidas en las reivindicaciones y en la descripcion.

En una primera realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para producir acido o-aminobenzoico
que comprende los pasos de

a) fermentar al menos un sustrato fermentable en un recipiente de fermentacion a un pH inferior a 7 utilizando
una célula de levadura capaz de convertir al menos un sustrato fermentable en acido o-aminobenzoico; y

b) separar el acido o-aminobenzoico producido del caldo de fermentacion.
Célula de levadura capaz de convertir un sustrato fermentable en acido o-aminobenzoico

Una célula de levadura capaz de convertir un sustrato fermentable en acido o-aminobenzoico es una célula de levadura
que convierte al menos una parte del sustrato fermentable en acido o-aminobenzoico y libera al menos una parte del
acido o-aminobenzoico producido en el caldo de fermentacion. Dado que el acido o-aminobenzoico es un intermediario
en la via bioquimica que conduce a la produccion del aminoacido aromatico triptdéfano, las células de levadura de tipo
silvestre no liberan normalmente acido o-aminobenzoico. Por lo tanto, la célula de levadura capaz de convertir al
menos un sustrato fermentable en acido o-aminobenzoico es, preferentemente, una célula de levadura cuyas vias
bioquimicas se modifican de tal manera que no todo el acido o-aminobenzoico producido se utiliza en reacciones
bioquimicas posteriores, sino que se acumula en la célula y finalmente se libera en el caldo de fermentacion.

En principio, existen dos enfoques para obtener una célula de este tipo. (i) El flujo de carbono a través de la via que
conduce al acido o-aminobenzoico puede aumentarse de modo que la tasa de produccion de o-aminobenzoico supere
la tasa de consumo por las reacciones posteriores que conducen a la sintesis de tripofano. (ii) La capacidad de las
vias que convierten el acido o-aminobenzoico en metabolitos o productos subsiguientes, por ejemplo, triptdéfano, puede
disminuir de modo que incluso la tasa de produccion de acido o-aminobenzoico encontrada en las cepas de tipo
silvestre provoque la acumulacion de este compuesto. En una realizacion preferida de la invencion, al menos una via
bioquimica que consume Aacido o-aminobenzoico esta completamente bloqueada. Se obtienen resultados
particularmente ventajosos si se combinan ambos enfoques, de modo que la célula de levadura tenga una tasa de
produccion de acido o-aminobenzoico aumentada en comparacion con una célula de tipo silvestre y, al mismo tiempo,
un consumo de acido o-aminobenzoico disminuido.

Los procedimientos para obtener células de levadura con las propiedades descritas anteriormente son bien conocidos
en la técnica. Las células adecuadas pueden seleccionarse simplemente buscando mutantes que liberen acido o-
aminobenzoico en el medio. La frecuencia de mutantes en un experimento de este tipo puede incrementarse por
medios comunes tal como la radiacién ionizante o los mutagenos quimicos. Sin embargo, como este procedimiento
depende del azar, es mas preferible dirigir las enzimas clave de las vias pertinentes mediante ingenieria genética.
Mediante los procedimientos habituales de ingenieria genética, la expresion de los genes y la actividad enzimatica
pueden aumentarse, disminuirse o incluso suprimirse a voluntad.

Las especies de levadura preferidas para el procedimiento de la presente invencidn son Ashbya gossypii, Pichia
pastoris, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces bailii y Saccharomyces cerevisiae. Lo mas
preferible es que la levadura sea Saccharomyces cerevisiae.

Preferentemente, la célula de levadura capaz de convertir un sustrato fermentable en acido o-aminobenzoico
comprende una modificacion de la actividad de la antranilato fosforribosiltransferasa que disminuye dicha actividad
enzimatica. Mediante esta modificacidn, el flujo de o-aminobenzoato a N-(5-fosfo-D-ribosil)-antranilato disminuye o
desaparece por completo. Por lo tanto, dicha modificacion conduce a la acumulacion de o-aminobenzoato.

El término actividad antranilato fosforribosiltransferasa se refiere a una actividad enzimatica que cataliza la conversion
de o-aminobenzoato en N-(5-fosfo-D-ribosil)-antranilato. En la levadura, la actividad antranilato fosforribosiltransferasa
esta mediada por Trp4 (YDR354W).

La disminucién descrita anteriormente de la actividad de la antranilato fosforribosiltransferasa puede lograrse de tres
maneras principales: (i) La regulacion de la expresion del gen &rp4 en la levadura puede modificarse de modo que la
transcripcién del gen disminuya o desaparezca. (i) La secuencia de acido nucleico del gen &rp4 puede modificarse
para que la enzima codificada por el gen modificado tenga una actividad especifica menor. (iii) El gen trp4 puede
sustituirse por un gen derivado de un organismo distinto de la levadura y que codifique una enzima con una actividad
antranilato fosforribosiltransferasa especifica inferior a la de Trp4.
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En una realizaciéon especialmente preferida de la presente invencion, la célula de levadura no tiene actividad residual
de antranilato fosforribosiltransferasa. Preferentemente, esto se consigue aboliendo la expresion del gen frp4 en la
célula de levadura o modificando la secuencia de acido nucleico del gen #rp4 de tal manera que resulte una proteina
sin actividad antranilato fosforribosiltransferasa. Una cepa resultante de tal modificacion también se conoce en la
técnica como "cepa desactivada". Obviamente, tal cepa es auxotrofica para el L-triptéfano.

Acido O-aminobenzoico

El término "acido o-aminobenzoico" mencionado en la presente solicitud se refiere al acido 2-aminobenzoico. Este
compuesto también se conoce como acido antranilico. El experto en la técnica sabe que un acido puede estar presente
en su forma protonada como sustancia neutra o desprotonada como anién. En soluciéon acuosa, una parte del acido
esta protonada y otra parte esta presente como anién. La relacion entre el acido protonado y el anion depende del pH
de la solucién y de la constante de disociacion K, del acido en cuestion. A menos que se indique lo contrario, el término
"acido o-aminobenzoico" utilizado en esta solicitud se refiere siempre tanto al acido protonado como al anién
correspondiente.

Caldo de fermentacién

Al comienzo de la fermentacidn, el caldo de fermentacion comprende las células de levadura recombinante y al menos
un sustrato fermentable. Preferentemente, el caldo de fermentacion comprende ademas al menos un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en sistemas tampon, nutrientes inorganicos, aminoacidos, vitaminas y otros
compuestos organicos esenciales para el crecimiento y/o mantenimiento de la célula de levadura recombinante. El
caldo de fermentacion es a base de agua. Tras un tiempo suficiente de fermentacion, el caldo de fermentacidén también
contiene acido o-aminobenzoico, el producto de fermentacion deseado.

Sustrato fermentable

Un sustrato fermentable, tal como se entiende en la presente solicitud, es cualquier compuesto organico 0 mezcla de
compuestos organicos que puede ser utilizado por la célula de levadura recombinante para producir acido o-
aminobenzoico en presencia 0 ausencia de oxigeno. Dado que una realizacidon preferida del procedimiento de la
presente invencion se refiere a la produccion de acido o-aminobenzoico en condiciones anédxicas, el sustrato
fermentable es preferentemente un compuesto organico o mezcla de compuestos organicos que pueden convertirse
en condiciones anoxicas en acido o-aminobenzoico. Los sustratos fermentables preferidos sirven ademas como
fuentes de energia y carbono para el crecimiento de las células de levadura recombinante. Los sustratos fermentables
preferidos son la remolacha azucarera procesada, la cafa de azucar, las plantas que contienen almidén y la
lignocelulosa. También se prefieren como sustrato fermentable el glicerol y los compuestos C1, preferentemente CO,
y los azucares fermentables.

Los azucares fermentables preferidos son monosacaridos C-5, monosacaridos C-6, disacaridos y trisacaridos. Los
monosacaridos C-5 preferidos son la xilosa y la arabinosa. Los monosacaridos C-6 preferidos son la glucosa, la
fructosa y la manosa. Un disacarido preferido es la sacarosa y un trisacarido preferido es la cactosa. Las plantas que
contienen almiddn preferidas son el maiz, el trigo y el centeno. La lignocelulosa se selecciona preferentemente del
grupo que consiste en la paja, la madera y el bagazo.

Caldo de fermentacién, otros componentes

Ademas del sustrato fermentable, el caldo de fermentacion también comprende nutrientes inorganicos, aminoacidos,
vitaminas y otros compuestos organicos que son necesarios para el crecimiento y/o el metabolismo de mantenimiento
de la célula de levadura recombinante. El experto en la técnica conoce los tipos y cantidades de nutrientes inorganicos
que deben suministrarse al medio para alcanzar la concentracion de biomasa deseada. Las distintas cepas de levadura
pueden diferir en cuanto a su necesidad de vitaminas, aminodacidos y otros compuestos organicos. Si el proveedor de
la cepa no facilita esta informacion, puede obtenerse mediante experimentos sencillos de crecimiento que son
rutinarios para el experto en la técnica.

La modificacion genética de la célula de levadura que la hace capaz de acumular y liberar acido o-aminobenzoico
puede interrumpir o disminuir el flujo de carbono a través de vias bioquimicas que proporcionan compuestos organicos
esenciales para el crecimiento y/o mantenimiento de la célula de levadura recombinante. Las células recombinantes
de levadura con tales modificaciones genéticas tienen, por tanto, auxotrofias particulares. La composicion del medio
debe tener en cuenta estas auxotrofias. Sila célula de levadura no tiene actividad antranilato fosforribosiltransferasa
como en una realizacion preferida de la presente invencion, es auxotréfica para el L-triptofano y este aminoacido tiene
que afadirse al caldo de fermentacion.

Preferentemente, el caldo de fermentacion comprende ademas al menos un sistema tampoén. El sistema tampon
comprende un acido débil y su base conjugada o viceversa. Como efecto del tampodn, la adicidon de un &cido o una
base fuertes al caldo de fermentacién modifica su valor de pH considerablemente menos que en ausencia de tampén.
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Para cada intervalo de pH deseado existe al menos un sistema tampdn adecuado. Tales tampones son conocidos por
el experto en la técnica. Un tampédn preferido es el de citrato.

Sin embargo, en una aplicacién industrial del procedimiento de la presente invencidén se preferira ajustar el pH
afadiendo un acido o una base al caldo de fermentacidn, ya que las sustancias tampon suponen un coste adicional.

Recipiente de fermentacion

El término "recipiente de fermentacion” se refiere a cualquier recipiente que pueda utilizarse para llevar a cabo la
fermentacion del sustrato fermentable a acido o-aminobenzoico. Preferentemente, dicho recipiente de fermentacion
comprende medios para medir parametros relevantes del procedimiento, tales como la temperatura, el pH, la
concentracion de sustrato, la concentracion de producto, el oxigeno disuelto y la densidad celular del caldo de
fermentacién. Preferentemente, el recipiente de fermentacion comprende ademas medios para ajustar al menos uno
de dichos parametros de procedimiento.

En general, el experto en la técnica sabe como disefar recipientes de fermentacion adecuados para un procedimiento
de fermentacién determinado. En particular, el disefio del recipiente de fermentacion debe adaptarse al modo deseado
del procedimiento de fermentacion (lote, lote alimentado o fermentacion continua). Los recipientes de fermentacion
incluyen reactores de tanque agitado, reactores de membrana, reactores de flujo tapén o reactores de bucle
(Bioprozesstechnik, Horst Chmiel, ISBN-10: 3827424763, Spektrum Akademischer Verlag). Los recipientes reactores
preferidos para la fermentacion aerdbica y anaerdbica son los reactores de tanque agitado o los reactores de bucle
(especialmente los de aerotransporte).

La presente invencidn se refiere a un procedimiento integrado de produccion de acido o-aminobenzoico en el paso a)
del procedimiento y de separacidén del acido o-aminobenzoico producido en el paso b) del procedimiento. En la
presente solicitud se divulgan varias formas de llevar a cabo el paso b) del procedimiento. Algunos de ellos requieren
recipientes de fermentacion especializados. Dichos recipientes particularmente preferidos se describen mas adelante
en relacion con el paso b) de separacion.

Lote/lote alimentado/cultivo continuo
Existen tres modos principales de realizar una fermentacion: por lotes, por lotes alimentados y fermentacion continua.

En una fermentacion por lotes, se prepara un caldo de fermentacién que comprende células de levadura recombinante,
al menos un sustrato fermentable y otros componentes necesarios segun lo descrito anteriormente. A continuacion, el
caldo de fermentacion se incuba en un recipiente de fermentacion en condiciones adecuadas para que las células de
levadura recombinantes produzcan acido o-aminobenzoico. Una fermentacidon por lotes también puede implicar el
crecimiento de la biomasa. Sin embargo, en principio es posible incubar las células de levadura recombinante en
condiciones que no permitan el crecimiento, ya que la formacion del producto en las células de levadura recombinante
de la presente invencién no va unida al crecimiento. Durante la fermentacion no se afiade ningun sustrato fermentable
adicional. Sin embargo, puede ser ventajoso afadir acidos o bases inorganicos al caldo de fermentaciéon para
mantener o alcanzar un valor de pH deseado. Una vez que la concentracion del sustrato fermentable desciende por
debajo de un nivel definido, se produce una determinada cantidad de acido o-aminobenzoico o la tasa de produccién
de acido o-aminobenzoico desciende por debajo de un nivel definido, se detiene la fermentaciéon y el acido o-
aminobenzoico se separa del caldo de fermentacion.

En una fermentacién por lotes alimentada, se prepara un caldo de fermentacion que comprende células de levadura
recombinante, al menos un sustrato fermentable y otros componentes necesarios segun lo descrito anteriormente. A
continuacion, el caldo de fermentacion se incuba en un recipiente de fermentacidén en condiciones adecuadas para
que las células de levadura recombinantes produzcan acido o-aminobenzoico. Una fermentacion por lotes alimentada
también puede implicar el crecimiento de la biomasa. Tras el inicio de la fermentacion, se afiade sustrato fermentable
adicional al menos una vez al caldo de fermentacion. Asi, una fermentacion por lotes alimentada tipica se caracteriza
por un periodo de crecimiento de la biomasa y/o de formacion de productos hasta que la concentracion del sustrato
fermentable desciende por debajo de un determinado umbral. Una vez que esto ocurre, se aflade sustrato fermentable
adicional y se reanuda la fermentacién. Este procedimiento puede repetirse varias veces. En el procedimiento de la
presente invencion se repite preferentemente al menos una vez, al menos dos veces, al menos tres veces o al menos
cuatro veces. Tras el numero de repeticiones deseado, el acido o-aminobenzoico se separa del caldo de fermentacion.
Pueden afadirse compuestos distintos del sustrato fermentable, en particular acidos o bases inorganicos, tantas veces
€COMo sea necesario.

En una fermentacion continua, el sustrato fermentable se afade continuamente al caldo de fermentacion.
Normalmente, el caldo de fermentacion que contiene células de levadura y, opcionalmente, acido o-aminobenzoico,
se retira continuamente del recipiente de fermentacion y se sustituye por caldo de fermentaciéon fresco. En una
fermentacion continua tipica, las concentraciones de biomasa, producto fermentable y acido o-aminobenzoico se
encuentran en un estado estacionario. Las células de levadura en un sistema de este tipo nunca alcanzan su fase
estacionaria de crecimiento porque las células se eliminan continuamente y la adicion de caldo de fermentacion fresco
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y sustrato fermentable mantiene las condiciones que permiten la proliferacion celular. Silas células se retiran del flujo
de producto y se vuelven a introducir en el recipiente de fermentacion de funcionamiento continuo, se puede reducir
el consumo de sustrato para la proliferacion celular.

La capacidad total de fermentacion puede dividirse entre varios fermentadores, y pueden utilizarse tanques de ruptura
para permitir un suministro continuo de material de fermentacién a la seccién posterior que comprende los pasos.

Condiciones anodxicas

Las "condiciones anodxicas" a las que se hace referencia en la presente solicitud son condiciones caracterizadas por
una saturacion de oxigeno del caldo de fermentacion inferior a la que estaria presente sin consumo de oxigeno en el
medio a la presion parcial de oxigeno presente en el recipiente de fermentacién. Las condiciones anédxicas prevalecen
en el caldo de fermentacion si el consumo de oxigeno de las células de levadura supera la velocidad de transporte de
oxigeno del aire al caldo de fermentacién. Este desequilibrio entre el suministro y el consumo de oxigeno provoca una
disminucion de la concentracion de oxigeno en el caldo de fermentacion. Dado que la levadura es capaz de vivir e
incluso crecer anaerdbicamente, las condiciones andxicas en el caldo de fermentacion son aceptables. Por lo tanto,
el recipiente de fermentacion no necesita necesariamente estar equipado con dispositivos de aireacion, lo que resulta
en un aparato mas sencillo y barato.

Para garantizar un crecimiento suficiente en condiciones anédxicas, se deben suministrar al menos cantidades muy
pequefas de oxigeno para apoyar las reacciones enzimaticas que son esenciales para el crecimiento y dependen de
la presencia de oxigeno, por ejemplo, las monooxigenasas implicadas en la biosintesis del ergostyrol.

Preferentemente, el término "condiciones anoxicas" se refiere a 5 a 90 %, mas preferentemente 5 a 80 %, alun mas
preferentemente 5 a 60 % y mas preferentemente 5 a 40 % de la saturacidn de oxigeno que estaria presente en el
caldo de fermentacién bajo presién parcial de oxigeno atmosférico a la temperatura dada sin consumo de oxigeno.

Produccién durante la fase estacionaria de crecimiento

Se ha encontrado sorprendentemente en el estudio subyacente a la presente invencion que la produccion de acido o-
aminobenzoico por la levadura no estd acoplada al crecimiento. Por lo tanto, en una realizacion preferida del
procedimiento de la presente invencidon una cantidad considerable del acido o-aminobenzoico producido en el paso a)
del procedimiento se produce durante la fase estacionaria de crecimiento. Esta caracteristica de la levadura se utiliza
preferentemente en fermentaciones por lotes o alimentadas por lotes, que pueden adaptarse para durar durante la
fase estacionaria de crecimiento de las células. Ademas, la capacidad de la levadura para producir acido o-
aminobenzoico durante la fase estacionaria de crecimiento permite reciclar las células de levadura separadas de la
fermentacion para fermentaciones posteriores. Generalmente, la disociacion del crecimiento de la biomasa y la
formacion del producto en las células de levadura conduce a una utilizacién mas econdmica del sustrato porque se
consume menos sustrato para la acumulacion de biomasa y, por tanto, una mayor proporcion se canaliza hacia la
produccién de acido o-aminobenzoico.

El término "fase estacionaria de crecimiento” al que se hace referencia en la presente solicitud es una fase durante el
cultivo caracterizada por una estabilidad en la biomasa, es decir, ni aumento ni disminucion de la biomasa, que puede
ser desencadenada por las condiciones de fermentacion o se basa en limites de capacidad de nutriente(s) y/o espacio.
Esta precedida por una fase de crecimiento. Preferentemente, la biomasa durante la fase estacionaria de crecimiento
no cambia por proliferacion o muerte celular en mas de un 30 %, mas preferentemente no mas de un 20 % y mas
preferentemente no mas de un 10 % cada 5 horas.

pH del procedimiento

La levadura es capaz de crecer a valores de pH inferiores a 7,0. Por lo tanto, el paso a) del procedimiento se realiza
a un pH acido, es decir, a un pH inferior a 7,0. Se prefiere realizar el paso a) del procedimiento al pH mas bajo posible
que esté cerca del punto isoeléctrico del acido aminobenzoico y que aun permita el crecimiento de las células de
levadura o al menos la produccion de o-aminobenzoico durante la fase estacionaria de crecimiento. Dado que la
proporcion de acido o-aminobenzoico que esta presente en la forma neutra protonada aumenta con la disminucién del
pH, la solubilidad del 4cido 0-aminobenzoico disminuye con el pH con un minimo de solubilidad en el punto isoeléctrico
del 4cido 0-aminobenzoico. Una menor concentracion de acido o-aminobenzoico disuelto en el caldo de fermentacion
significa una menor toxicidad para las células de levadura. Ademas, una mayor proporcion de acido o-aminobenzoico
neutro protonado con baja solubilidad en agua facilita su separacién del caldo de fermentacion en el paso b) del
procedimiento.

El valor de pH durante el paso a) del procedimiento oscila preferentemente entre 2,0 y 6,0, aun mas preferentemente
entre 2,5y 5,5, aun mas preferentemente entre 3,0 y 5,5 y lo mas preferentemente entre 3,5y 4,0.

En una realizacion preferida del procedimiento de la presente invencion, se afladen cristales de acido o-aminobenzoico
al caldo de fermentacion como semillas de cristal para facilitar la cristalizacion. Preferentemente, los cristales se
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afaden en la ultima mitad, el ultimo tercio o el ultimo cuarto de una fermentacion por lotes. También es preferible que
los cristales se afladan en la ultima mitad, el ultimo tercio o el Ultimo cuarto de una fermentacion por lotes alimentada.
Los cristales de acido o-aminobenzoico pueden obtenerse de proveedores comerciales o pueden ser producto de una
produccién anterior del procedimiento de la presente invencion.

Separacion del acido o-aminobenzoico del caldo de fermentacion

En el paso b) del procedimiento puede utilizarse cualquier procedimiento para la separacién de particulas sélidas de
una fase liquida. Los procedimientos preferidos son la filtracion, la decantacion, los hidrociclones y la centrifugacion.
Dado que el acido o-aminobenzoico protonado es mas soluble en disolventes organicos tales como dodecanol,
undecilamina, diciclohexilamina, 2,6-dietilanilina, octiléster de &acido butanico, dodeciléster de acido acético,
dimetilftalato, bencilhexiléter, dietilelgilcol di-n-butiléter que, en agua, la extraccidn del acido o-aminobenzoico con uno
0 mas de los disolventes mencionados es otra realizacion preferida del paso b) del procedimiento.

Dado que la solubilidad del acido o-aminobenzoico en agua disminuye con el pH, se prefiere realizar la separacion a
un pH inferior a 7,0. Preferentemente, en el paso b) del procedimiento el pH es inferior a 6,0, mas preferentemente
inferior a 5,0 y mas preferentemente entre 3,4 y 4,0. Si se disminuye el valor del pH antes o durante el paso b) del
procedimiento, se prefiere el uso de acidos minerales fuertes tales como HCI o H;PO4. Como muestra la Figura 7, la
solubilidad del 4cido ortoaminobenzoico (0AB) en agua es especialmente baja en el intervalo entre pH 3,0 y pH 4,0.
De ahi que también se prefiera esta gama.

El caldo de fermentacion puede acidificarse en cualquier momento antes o durante el paso de separacién b). Sin
embargo, debido a la tolerancia acida inherente de las células de levadura, se prefiere realizar el procedimiento de
fermentacion completo, incluyendo los pasos a) y b) del procedimiento, a un pH comprendido entre 3,0 y 5,0, mas
preferentemente entre 3,0 y 4,0, y mas preferentemente entre 3,4 y 4,0.

En una realizacion preferida de la invencion, el pH se estabiliza en el intervalo definido anteriormente mediante la
adicion subestequiométrica de un tampédn alcalino. En una realizacion mas preferida, el pH se estabiliza en el intervalo
definido anteriormente sin utilizar un sistema tampon.

Si la fermentacion en el paso a) del procedimiento se realiza a un pH entre 3,0 y 4,0, se prefiere que el paso b) del
procedimiento se realice al mismo pH sin acidificacidén adicional porque la solubilidad del acido o-aminobenzoico en
agua en este intervalo de pH es suficientemente baja.

En el caldo de fermentacién estan presentes dos tipos de particulas: cristales de acido o-aminobenzoico y células de
levadura.

En una realizacion preferida, el acido o-aminobenzoico cristalizado se separa del caldo de fermentacion sin separar
las células de levadura del caldo de fermentacidn. Preferentemente, esto se consigue mediante procedimientos que
utilizan la diferente densidad de las células de levadura y el acido o-aminobenzoico cristalizado. La velocidad de
rotacién del agitador en el recipiente de fermentacion puede ajustarse de modo que sdlo las células de levadura se
mantengan en suspension, mientras que el 0AB cristalizado, que tiene una densidad superior a la de las células de
levadura, se deposita en el fondo del recipiente de fermentacién. A continuacion, el 0AB sdlido sedimentado puede
retirarse y seguir procesandose, por ejemplo, mediante filtraciéon y secado. De este modo, la separacion de 0AB de
las células de levadura y del caldo de fermentacién puede realizarse sin retirar el caldo de fermentacion del recipiente
de fermentacion.

La densidad de la levadura es del orden de 1,08-1,1 g/cm?® segun el ciclo celular. La densidad de 0AB a granel es de
1,41g/cm?®. El tamarfio de las particulas también es un parametro influyente. Las células de levadura tienen una
distribucion de tamafios que corresponde a una longitud caracteristica inferior a 10 micrometros. En la bibliografia (P.
Jorgensen et al. Science 297 395, 2002).

Las diferencias de tamafo y densidad conducen a diferencias en la velocidad de sedimentacion/flotacion, como puede
representarse para el caso simplificado de la ley de Stokes mediante la siguiente ecuacion:

v = glps—pod;
o 18

Ecuacion 1

vs la velocidad de sedimentacion
g aceleracion de la gravedad

L viscosidad del medio liquido
ps densidad sdlida
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pidensidad del liquido
dp diametro de la particula

Para un sistema agitado, la velocidad de rotacion minima para suspender una particula también depende del tamafio
y de la densidad de la particula, como se representa con la ecuacion de Zwietering; de acuerdo con la cual la relacién
entre la velocidad de rotacion para suspender dos particulas con densidades y tamafos diferentes puede

representarse como en
045 ;4 (02
rpSc _ [pc—m] (ﬁ)
Fpsy Py—Pi dpy

Ecuacion 2

rpscla velocidad critica de rotacidn de los cristales
rpsy la velocidad de rotacion critica para la levadura
pcdensidad de los cristales

py densidad de la levadura

pidensidad del liquido

dpc didmetro de los cristales

dpy didmetro de la levadura

Un procedimiento preferido para separar oAB del caldo de fermentacién en el paso b) del procedimiento se basa en
estos fendmenos. En la Figura 3 se muestra una representacion esquematica de esta realizacion. A los cristales
nacientes de 0AB en el fermentador se les da tiempo suficiente para que crezcan por encima de un tamafo
determinado, preferentemente por encima de 100 micrometros, mas preferentemente por encima de 500 micrometros.
El tamafio se selecciona definiendo el radio de corte del filtro utilizado en la filtracion F aguas abajo del fermentador.
Alcanzar tales tamafos facilita (i) su separacion de las células y (i) la deshidratacion de oAB para su posterior
procesamiento.

El filtrado puede reciclarse al recipiente de fermentacién, para permitir un mayor tiempo de residencia e introducir un
efecto de elutriacion. La velocidad de rotacion del agitador se ajusta de modo que esté por encima de la velocidad
minima para mantener suspendidas las células de levadura y por debajo de la velocidad minima para mantener
suspendidos los cristales con el tamafo de corte seleccionado. Las relaciones de velocidades minimas de suspension
para diversas combinaciones de tamafo y densidad figuran en la Tabla 1, que muestra que existe una amplia gama
de velocidades de rotacidn para satisfacer este criterio.

Tabla 1
Pec 1410 kg/m?
Oy 1080 kg/m®
doy micrémetros [d,c micrometros|p | Kg/m?® [relaciones de velocidades minimas de suspension
rpscIpsy
5 100 1000 4
40 100 1010 3
5 500 1020 6
40 500 1030 4
5 200 1040 6
40 200 1050 4

Este procedimiento de recuperacion puede realizarse en paralelo con la fermentaciéon o en un paso de recoleccion
posterior a la fermentacidn. En una realizacion preferida de la presente invencion, dicho paso de recoleccién se lleva
a cabo a valores de pH mas bajos, preferentemente por debajo de 5,0, mas preferentemente entre pH 3,0y 4,0, mas
preferentemente entre pH 3,4 y 4,0 para maximizar la recuperacién de cristales de oAB. La fermentacion y la
recoleccion pueden realizarse de forma continua, semilenta o discontinua. En una realizacion especialmente preferida
de la invencion, el procedimiento de separacion descrito anteriormente se utiliza en combinaciéon con un modo de
fermentacion continua.

Si la fermentacion se realiza como un procedimiento por lotes o por lotes alimentados, se prefiere aislar el 0AB solido
formado durante el procedimiento de fermentacion como se ha descrito anteriormente y aislar el 0AB soluble restante
en el caldo de fermentacion al final de la fermentacién mediante adsorcion y desorcion como se describe mas adelante
en esta solicitud.
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En otra realizacion preferida de la presente invencidn, tanto el acido o-aminobenzoico como las células de levadura
se separan del caldo de fermentacion en un solo paso o0 en dos pasos separados. Silas células de levadura y el acido
o-aminobenzoico se separan del caldo de fermentacion en un paso, es preferible afiadir al procedimiento un paso
adicional de separacion del acido o-aminobenzoico de las células de levadura. En esta realizacidn, la separacion se
lleva a cabo fuera del recipiente de fermentacion, es decir, el caldo de fermentaciéon que contiene células de levadura
y 0AB se extrae del recipiente de fermentaciéon y se somete a separacion de 0AB de las células de levadura y de los
constituyentes liquidos del caldo de fermentacion.

Para ello puede implementarse cualquier operacién unitaria basada en las diferencias de movimiento de las particulas
en el flujo, en el campo gravitatorio o centrifugo. Por ejemplo, las balsas de decantacion, las centrifugadoras, los
hidrociclones, etc. La filtracion también puede disefarse, como por ejemplo en Perry's Chemical Engineers' Handbook,
octava edicién

La Figura 4 representa esquematicamente el procedimiento. El caldo de fermentacion que contiene células de levadura
y 0AB se retira del procedimiento de fermentacion B y se somete a una separacion D que emplea al menos uno de los
medios descritos anteriormente. Para recuperar mas oAB disuelto en el caldo de fermentacion y que no puede
separarse por los medios y procedimientos descritos, el caldo de fermentacion puede someterse a otro paso de
adsorcion y desorcion E. Alternativamente, el caldo de fermentacion resultante de la separacion D puede devolverse
al recipiente de fermentacion.

Incluso en el minimo de solubilidad del 0AB a un pH comprendido entre pH 3,0 y pH 4,0, aproximadamente 5 g/l de
0AB permanecen disueltos en el caldo de fermentacion. El 0AB solido s6lo se forma en presencia de concentraciones
mas elevadas de 0AB. Asi pues, los procedimientos de separacidn sélido/liquido no pueden utilizarse para recuperar
0AB en concentraciones inferiores a 5,0 g/l, lo que conlleva una pérdida potencial de 0AB en el caldo de fermentacion
desechado. Para recuperar el 0AB disuelto, la adsorcion a una fase sélida adecuada seguida de desorcidén es un
procedimiento de aislamiento que puede utilizarse solo 0 en combinacion con otros procedimientos en diversas
realizaciones de la presente invencion.

En cualquier realizacion del paso b) del procedimiento que dé lugar a la separacion de las células de levadura del
caldo de fermentacion por separacion liquido/sélido o solido/sélido/liquido, se prefiere devolver al menos una parte de
las células de levadura separadas al caldo de fermentacion original o afiadirlas a caldo de fermentacién fresco. Dado
que las células de levadura son capaces de producir o-aminobenzoico desacoplado del crecimiento de la biomasa, las
células de levadura existentes pueden utilizarse en fermentaciones posteriores sin necesidad de gastar sustrato para
la produccién de nueva biomasa.

En otra realizacion preferida del paso b) del procedimiento de la presente invencion, la separacién de 0AB de las
células de levadura y del caldo de fermentacion en el paso b) del procedimiento se realiza mediante extracciéon con un
disolvente adecuado. Este procedimiento también se denomina extraccion liquida de oAB.

Los disolventes adecuados son aquellos que no son solubles en agua, tienen una gran diferencia de densidad con el
agua y tienen un punto de fusién por debajo de 25 °C. Preferentemente, un disolvente adecuado tiene ademas un
punto de ebullicion superior al de la anilina. Los disolventes preferidos son el dodecanol, la undecilamina, la
diciclohexilamina, la 2,6-dietilamina, el octiléster del acido butanico, el dodeciléster del acido acético, el éter hexilico
de bencilo, el dietilenglicol, el éter di-n-butilico. Se prefiere especialmente el dodecanol.

En una realizacion preferida del procedimiento de extraccion, la extraccion se realiza afadiendo el disolvente al
recipiente de fermentacion. El disolvente puede afadirse y retirarse continuamente del recipiente de fermentacion para
que siempre haya una cantidad constante de disolvente. Dado que el disolvente que transporta los 0AB disueltos se
sustituye continuamente por disolvente fresco, el disolvente presente en el recipiente de fermentacion nunca se satura
de 0AB, lo que mantiene bajos los niveles de 0AB en la fase acuosa. Esto mitiga el problema de la toxicidad del 0AB
para las células de levadura. Sin embargo, las células de levadura deben ser capaces de tolerar el disolvente utilizado.
Esta realizacion es especialmente adecuada para un procedimiento de fermentacién continua.

Este procedimiento se representa esquematicamente en la Figura 5. El 0AB que lleva disolvente se retira de la
fermentacion B a través de la corriente 19 y se somete a descarboxilacion G. Opcionalmente, en un procedimiento
continuo o por lotes alimentados, el caldo de fermentacion sin disolvente se retira de la fermentacion a través de la
corriente 7 y se somete a separacion liquido/sélido para obtener caldo de fermentacidon puro. Dicho caldo de
fermentacion puro se somete preferentemente a adsorcion y desorcion E para recuperar el oAB que permanece
disuelto en la fase acuosa.

En otra realizacion preferida del procedimiento de extraccion, el disolvente se afiade al caldo de fermentacion que se
ha retirado del recipiente de fermentacion. Las células de levadura pueden retirarse del caldo de fermentacion antes
de afadir el disolvente. Sin embargo, es igualmente preferible realizar la extraccion liquida de oAB con el caldo de
fermentacion que incluye las células de levadura.

En la Figura 6 se representa esquematicamente una realizacion preferida de este procedimiento. El caldo de
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fermentacion que contiene células de levadura y 0AB se retira de la fermentacién B. La biomasa (corriente 17) se
separa de la fase liquida y la fase liquida se somete a extraccion liquida L. La fase acuosa resultante de la extraccidon
liquida, es decir, el caldo de fermentacion sin células y con una cantidad residual de oAB disuelta, se somete
preferentemente a adsorcion y desorcion E para recuperar el 0AB residual. Cabe sefalar que la separacion de la
biomasa D también puede omitirse, de modo que todo el caldo de fermentacion se someta a extraccion liquida.

El uso de levaduras en lugar de bacterias aerobias para la produccion de acido o-aminobenzoico a partir de sustratos
fermentables tiene varias ventajas:

(i) La levadura sobrevive e incluso prolifera en condiciones anédxicas. Asi, la disminucion de las concentraciones
de oxigeno durante el procedimiento de fermentacion no disminuye el rendimiento del producto, por lo que pueden
omitirse o reducirse los medios de aireacidn del caldo de fermentacién. Esto reduce el coste y la complejidad del
recipiente de fermentacion.

(i) La levadura sobrevive e incluso prolifera en condiciones acidas. Esto disminuye la solubilidad del acido o-
aminobenzoico en el agua, por lo que las células estan expuestas a concentraciones mas bajas de acido o-
aminobenzoico disuelto que a pH neutro. Esto mitiga el problema de la toxicidad del producto. Ademas, la cantidad
de base que hay que afadir para mantener estable el pH del caldo de fermentaciéon es menor, lo que disminuye
la cantidad de sal producida en el procedimiento.

(iii) Si el procedimiento se realiza a pH acido, lo que solo es posible con levadura, se facilita el paso de separacion
b). Dado que la solubilidad del acido o-aminobenzoico disminuye con el pH, debe afiadirse menos acido, o incluso
ninguno, antes del paso b) del procedimiento, disminuyendo asi alin mas la cantidad de sal producida por el
procedimiento. Ademas, si se alcanzan concentraciones suficientes de producto, se forma acido o-aminobenzoico
cristalizado durante el paso de fermentacion a) y puede eliminarse del caldo de fermentacién mientras continla
el paso de fermentacion a). Esto permite la integracidn de fermentaciones basadas en levaduras en varios
conceptos de procedimiento ventajosos que se describen mas adelante en esta aplicacion.

(iv) Se ha descubierto sorprendentemente que la formacion de acido o-aminobenzoico por la levadura no esta
acoplada al crecimiento de la biomasa y, por lo tanto, continia con tasas aceptables durante la fase estacionaria
de crecimiento. Los conceptos de procedimiento que implican el uso de células de levadura durante la fase de
crecimiento estacionario tienen la ventaja de que una menor proporcidon del sustrato fermentable se desvia al
crecimiento de la biomasa en comparacion con los conceptos de procedimiento que utilizan células sélo en la fase
de crecimiento exponencial. Esta es una ventaja particular del procedimiento de la presente invencién sobre los
procedimientos basados en bacterias conocidos en la técnica anterior.

En una realizacién preferida, la presente invencion se refiere a la transformacion posterior del acido o-aminobenzoico
producido de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente en anilina. Asi, la presente invencion se refiere a
un procedimiento para producir acido o-aminobenzoico o anilina, en el que el acido o-aminobenzoico se produce como
se ha expuesto anteriormente en esta solicitud y la conversion del acido o-aminobenzoico en anilina se lleva a cabo
mediante los pasos adicionales del procedimiento que se definen a continuacion.

Preferentemente, el 4cido o-aminobenzoico se convierte en anilina por procedimientos puramente quimicos, es decir,
sin utilizar microorganismos o enzimas como catalizadores. Un procedimiento quimico preferido es la descarboxilacién
térmica del acido 0-aminobenzoico.

La descarboxilacién térmica se realiza preferentemente en presencia de un catalizador. Un catalizador es un
catalizador de zeolita, en el que dicho catalizador de zeolita es preferentemente zeolita H-Y (por ejemplo, la obtenida
de Zeolyst International, numero de catalogo CBV600). La zeolita catalizadora acida H-Y (SiO./Al,O; puede estar
comprendido entre 5y 7, preferentemente es 5,5) posee un caracter acido especialmente elevado y tiene un tamafio
de poro mas amplio (0,7-0,8 nm) que, por ejemplo, ZSM5-27 (por ejemplo, tal como se obtiene de Clariant
SuedChemie, numero de catalogo MFI-27, SiO2/A1203 = 27), que también posee un fuerte caracter acido, pero que
tiene un tamano de poro mas pequefio (0,5 nm), de modo que las moléculas de acido o-aminobenzoico no pueden
penetrar eficazmente en ellos y, en consecuencia, no tienen facil acceso a los sitios activos del catalizador acido, lo
que reduce su eficacia.

Preferentemente, la descarboxilaciéon térmica se realiza en un disolvente organico. El acido O-aminobenzoico, por
ejemplo, en forma de cristales, con o sin humedad residual, se descarboxila térmicamente, preferentemente
alimentando el acido a un reactor de descarboxilacion. La descarboxilacion térmica puede realizarse a una temperatura
entre 150 °C y 250 °C, preferentemente entre 160 °C y 220 °C, mas preferentemente entre 180 °C y 200 °C. La
descarboxilacion térmica puede realizarse durante el tiempo suficiente para que el acido 0-aminobenzoico reaccione
con la anilina. Preferentemente, la descarboxilacidon térmica se realiza durante 0,5 horas a 3 horas.

La descarboxilacion térmica puede realizarse en presencia de un catalizador acido para acelerar la descarboxilacion
térmica.

La descarboxilacion térmica puede realizarse en un disolvente tal como agua, anilina, o en 1-dodecanol,
preferentemente en 1-dodecanol, 0 en una mezcla de 1-dodecanol y anilina.
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Ademas, la descarboxilacion térmica puede realizarse en un reactor, en el que la presion en el reactor puede
seleccionarse en funcidn de la cantidad de fase liquida que se permite evaporar durante la reaccion y salir del reactor
con el didxido de carbono (CO>) que es un producto de la descarboxilacion.

En otra realizacién del procedimiento de acuerdo con la invencion, la descarboxilacion térmica va seguida de otro paso
de purificacién de la anilina, preferentemente por destilacion.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a una célula de levadura recombinante que comprende una
modificacién de la actividad de la antranilato fosforribosiltransferasa que disminuye dicha actividad enzimatica.

Las especies de levadura preferidas para el procedimiento de la presente invencidn son Ashbya gossypii, Pichia
pastoris, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces bailii y Saccharomyces cerevisiae. Lo mas
preferible es que la levadura sea Saccharomyces cerevisiae.

El término actividad antranilato fosforribosiltransferasa se refiere a una actividad enzimatica que cataliza la conversion
de o-aminobenzoato en N-(5-fosfo-D-ribosil)-antranilato. En una realizacion preferida de la presente invencion, la
actividad antranilato fosforribosiltransferasa esta mediada por Trp4 (YDR354W).

La disminucién descrita anteriormente de la actividad de la antranilato fosforribosiltransferasa puede lograrse de tres
maneras principales: (i) La regulacion de la expresion del gen trp4 en la levadura puede modificarse de modo que la
transcripciéon del gen disminuya o desaparezca. (ii) La secuencia de acido nucleico del gen trp4 puede modificarse
para que la enzima codificada por el gen modificado tenga una actividad especifica menor. (iii) El gen trp4 puede
sustituirse por un gen derivado de un organismo distinto de la levadura y que tenga una actividad antranilato
fosforribosiltransferasa especifica inferior a la de Trp4.

En una realizaciéon especialmente preferida de la presente invencion, la célula de levadura no tiene actividad residual
de antranilato fosforribosiltransferasa. Preferentemente, esto se consigue aboliendo la expresion del gen frp4 en la
célula de levadura o modificando la secuencia de acido nucleico del gen #rp4 de tal manera que resulte una proteina
sin actividad antranilato fosforribosiltransferasa. Una cepa resultante de tal modificacion también se conoce en la
técnica como "cepa desactivada". Obviamente, tal cepa es auxotrofica para el L-triptéfano.

La célula de levadura recombinante puede incluir otras modificaciones genéticas que aumenten la disponibilidad de
precursores para la sintesis del acido o-aminobenzoico.

En otra realizacion, la presente invencidn se refiere al uso de la célula de levadura recombinante para producir acido
0-aminobenzoico a partir de al menos un sustrato fermentable.

En una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, la célula de levadura recombinante se utiliza en
el procedimiento descrito anteriormente.

Breve descripcion de las cifras

Figura 1: Resultados de una fermentacion por lotes alimentada aerédbicamente con levadura como la descrita en el
ejemplo 1.

Figura 2: Resultados de una fermentacion anaerébica por lotes con levadura como la descrita en el ejemplo1.

Figura 3: Representacion esquematica de la separacion de oAB soélido en el recipiente de fermentacion. A:
esterilizacion; B: fermentacion; C: compresion de aire; D: separaciéon de biomasa; E1 y E2: adsorcién y desorcion; F:
filtracion; G: descarboxilacion; H: destilacion; I: filtracion; J: cristalizacién.

1: fuente de carbono (por ejemplo, azucar); 2: fuentes de nitrogeno (por ejemplo, NHz); 3: solucion tampdn (por
ejemplo, NaOH); 4. aire; 5A y 5B: puntos de alimentacion de HCI, pueden utilizarse alternativamente o combinados;
6: aire de escape; 7: suspensidon de biomasa; 8: suspension de cristales de OAB; 9: eluyente, por ejemplo, NaOH
diluido; 10: HCI; 11: aguas residuales; 12: aguas residuales; 13: CO3; 14: residuo; 15: residuo; 16: producto de anilina;
17: biomasa

Figura 4: Representacion esquematica de la separacion de 0AB sdlido del caldo de fermentacidn fuera del recipiente
de fermentacion. A: esterilizacion; B: fermentacion; C. compresion de aire; D: separacion sélido/sdlido/liquido; E1 y
E2. adsorcion y desorcidn; F: filtracidn; G: descarboxilacién; H: destilacion; I: filtracién; J: cristalizacion.

1: fuente de carbono (por ejemplo azucar); 2: fuentes de nitrégeno (por ejemplo NH3); 3: solucién tampédn (por ejemplo
NaOH); 4. aire; 5 A 'y 5B y 5C: puntos de alimentacion de HCI, pueden utilizarse alternativamente o combinados; 6:
aire de escape; 7: caldo de fermentacion (biomasa, agua, 0AB); 8: suspension de cristales de 0AB; 9: eluyente, por
ejemplo NaOH diluido; 10; HCI; 11; aguas residuales; 12; aguas residuales; 13; COs; 14: residuo; 15: residuo; 16:
producto de anilina; 17: biomasa
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Figura 5: Representacion esquematica de la extraccion liquida de 0AB realizada en el interior del recipiente de
fermentacion. A: esterilizacion; B: fermentacion; C. compresidn de aire; D: separacion de biomasa; E1 y E2: adsorcidn
y desorcion; G: descarboxilacion; H: destilacion; I: filtracion; J. cristalizacion.

1: fuente de carbono (por ejemplo, azucar); 2: fuentes de nitrogeno (por ejemplo, NHz); 3: solucion tampdn (por
ejemplo, NaOH); 4. aire; 5A y 5B: puntos de alimentacidn para HCI, pueden utilizarse alternativamente o combinados
6: aire de escape; 7: suspension de biomasa; 9. eluyente, por ejemplo, NaOH diluido; 10: HCI; 11: aguas residuales;
12: aguas residuales; 13: CO,; 16 producto de anilina; 17: biomasa; 18: disolvente; 19: solucién 0AB en disolvente
para alimentar la reaccion; 20: purga de disolvente; 21: reposicion de disolvente.

Figura 6: Representacion esquematica de la extraccion liquida de oAB realizada fuera del recipiente de fermentacion.
A esterilizacidn; B: fermentacion; C: compresion de aire; D: separacidon de biomasa; E1 y E2: adsorcion y desorcion;
G: descarboxilacién; H: destilacion; I: filtracién; J: cristalizacion; L: extraccion de liquidos.

1: fuente de carbono (por ejemplo, azucar); 2: fuentes de nitrogeno (por ejemplo, NHz); 3: solucion tampdn (por
ejemplo, NaOH); 4: aire; 5Ay 5B y 5C y 5D y 5E: puntos de alimentacion para HCI, pueden utilizarse alternativamente
0 combinados 6: aire de escape; 7. caldo de fermentacion (biomasa, agua, 0AB); 9: eluyente, por ejemplo, NaOH
diluido; 10: HCI; 11: aguas residuales; 12: aguas residuales; 13: COs; 16: producto de anilina; 17: biomasa; 18:
alimentacion de disolvente al extractor; 19: solucion de 0AB en disolvente para alimentar la reaccion; 20: purga de
disolvente; 21: reposicion de disolvente

Figura 7: Diagrama que muestra la solubilidad de la 0AB en el agua en funcién del pH. Se observa que la solubilidad
alcanza su minimo entre pH 3 y pH 4.

Los siguientes ejemplos solo pretenden ilustrar la invencion. No limitaran en modo alguno el alcance de las
reivindicaciones.

Ejemplos

Ejemplo 1 (inventivo): Produccion de acido o-aminobenzoico con levadura
Cepas, medios y condiciones de crecimiento.

La cepa Saccharomyces cerevisiae TRP4 desactivada se adquirié a GE Healthcare Dharmacon Inc. Si no se indica lo
contrario, todos los productos quimicos se adquirieron a Sigma-Aldrich (Sternheim). Saccharomyces cerevisiae se
cultivd en condiciones estériles a 30 °C en caldo YPD (peptona bacteriologica, 20 g/L, extracto de levadura, 10 g/L,
glucosa, 20 g/L) suplementado con G418 (200 ug/mL) o en Base Nitrogenada de Levadura (YNB) definida sin Medio
Mineral de Aminodcidos (sulfato de amonio, 5,0 g/L, biotina, 2,0 ug/L, pantotenato de calcio, 400 ug/L, acido félico, 2,0
Mg/L, inositol, 2,0 mg/L, acido nicotinico, 400 ug/L, p-aminobenzoico acido, 200 ug/L, piridoxina HCI, 400 ug/L,
riboflavina, 200 ug/L, tiamina HCL, 400 ug/L, acido citrico, 0,1 g/L, acido bdrico, 500 ug/L, sulfato de cobre, 40 ug/L,
yoduro de potasio, 100 ug/L, cloruro férrico, 200 pg/L, sulfato de magnesio, 400 ug/L, molibdato de sodio, 200 ug/L,
sulfato de zinc, 400 ug/L, fosfato monobasico de potasio, 1,0 g /L, sulfato de magnesio, 0,5 g/L, cloruro de sodio, 0,1
g/L, cloruro de calcio, 0,1 g/L) suplementado con suplementos de medio de abandono sintético de levadura sin
triptofano (adenina, 18 mg/L, mioinositol, 76 mg/L, acido p-aminobenzoico, 8 mg/L, uracilo, 76 mg/L, L-leucina, 380
mg/L, L-alanina, L-arginina, L-asparagina, L-cisteina, L-histidina, L-isoleucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-
prolina, L-serina, L-treonina, L-tirosina, Lvalina, 76 mg/l, cada uno), G418 (200 ug/ml), a-D-glucosa (20 g/L) y
cantidades limite de L-triptofano (5 mg/L para condiciones aerdbicas y 1,5 mg/L para condiciones anaerobicas,
respectivamente). La cepa se caracterizé en fermentadores (alimentacién)-lote(OmniFerm, HiTec Zang, Herzogenrath,
Alemania) con un volumen de cultivo de 1 L. Los precultivos se inocularon a partir de un caldo de glicerol [15 % (v/v)
de glicerol] almacenado a -80 °C. El tren de siembra comprende un cultivo YPD de 3 ml en un tubo de ensayo a
agitacién constante a 200 rom durante 12 h (precultivo I), un cultivo YPD de 50 ml en un matraz Erlenmeyer de 1000
ml en un agitador rotatorio a agitacién constante a 200 rpm durante 8 h (precultivo 1) y un cultivo YNB de 50 ml en un
matraz Erlenmeyer de 1000 ml en un agitador rotatorio a agitacion constante a 200 rpm durante 12 h (precultivo IlI).
El precultivo Il se inoculd transfiriendo 1 ml del precultivo | al medio YPD estéril fresco del precultivo 1. El precultivo 111
se inoculd hasta una densidad dptica a 600 nm (ODgoo) de 1 transfiriendo una cantidad adecuada de células a un tubo
de centrifuga coénico estéril. Tras la centrifugacion (1.500 x g, 5 min, RT), las células se suspendieron en 1 ml de
solucion salina estéril (9 g/L de cloruro sodico) y se transfirieron al medio YNB estéril del precultivo lll. El procedimiento
para inocular el fermentador a un ODggo de 1 a partir del precultivo 11l fue el mismo que el descrito para la inoculacion
del precultivo 1. Para el cultivo de levaduras en condiciones aerobicas, la velocidad inicial de agitacion se fijé en 500
rpm y se suministré aire a 0,2 L/min. Para las condiciones anaerobicas se utilizé una velocidad de agitacion constante
de 300 rpmy se suministrd N> a 0,2 L/min. Los niveles de oxigeno y diéxido de carbono en los gases de escape de
los fermentadores se controlaron continuamente en linea mediante un analizador de gases de escape (HiSense, HiTec
Zang, Herzogenrath, Alemania). Para las condiciones aerobias, el oxigeno disuelto se mantuvo en >30 % de saturacion
de aire mediante el ajuste automatico de la velocidad de agitacién. Para cada condicion se midié el pH (Easyferm Plus
VP 225, Hamilton Hochst, Alemania) y se mantuvo a 4,0 mediante la adicién automatica de 1,0 M (NH,)OH y 1 M HCI.
Para cada condicion se mantuvo la temperatura a 30 °C. Durante la fermentacién se tomaron muestras de 1,5 ml.
Para las mediciones de densidad 6ptica se utilizé un Biofotdmetro Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo). Se centrifugo
una alicuota de 1 mL de cada muestra durante 5 min a 16.000 x g (5415R; Eppendorf, Hamburgo). La concentracion
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de glucosa, o-aminobenzoato y etanol en el sobrenadante se determind con un analizador bioquimico CuBiAn XC
(tecnologia Optocell), HPLC-DAD (1100; Agilent Technologies, Santa Clara, EE. UU.), y GC-FID (7890A Agilent
Technologies, Santa Clara, EE.UU.),respectivamente.

Cromatografia liquida de alta resolucion

Se utilizé un sistema HPLC-DAD Agilent serie 1100 [con detector de matriz de diodos; Agilent Technologies, Santa
Clara (EE. UU))] para cuantificar la concentracion de o-aminobenzoato en los sobrenadantes de cultivo. Como fase
estacionaria se utilizd una columna C18 Luna HPLC-column (4,6 x 250 mm; 3 pm; Phenomenex) a 20 °C con un
sistema de disolventes binario consistente en metanol (disolvente B) y agua con un 0,1 % (v/v) de acido férmico
(disolvente A). Se aplicaron 10 ul de sobrenadante de cultivo diluido. La separacion se logré mediante el siguiente
gradiente a un caudal de 0,5 mL/min: 0-1 min, 2 % B; 1-2 min, 2-10 % B, 2-12 min, 10-70 % B; 12-23 min, 70-90 % B;
23-25 min, 90 -98 % B, 25-27 min, 98 % B; 27-27,5 min, 98 %-2 % B; 27,5-30 min, 2 % B. La concentracion de o-
aminobenzoato se determind por integracién de pico a 254 nm (tiempo de retencidn: 18,9 min) y comparando con una
curva de calibracion externa.

Cromatografia de gases

Se utilizé un sistema GC Agilent 7890A [Agilent Technologies, Santa Clara (EE. UU.)] para cuantificar la concentracion
de etanol en los sobrenadantes de cultivo. Se utilizé una columna Stabiwax-DB (30 m x 0,32 mm, ID 1 ym, Restek).
La separacion se logré mediante el siguiente programa de horno: 0-3 min, 30 °C; 3-6 min, 40-150 °C; 6-8,4 min, 150-
220 °C. Se aplico 1 ul de sobrenadante de cultivo diluido. El inyector se ajusto a 250 °C con un flujo total de 787,43
mL/min y una relacion de division de 100:1, lo que resulta en un flujo de 7,7666 mi/min. Las sefiales se detectaron
mediante FID ajustado a 300 °C.

Resultados y debate

La cepa de levadura desactivada Saccharomyces cerevisiae TRP4 produjo 320 mg/L de acido o-aminobenzoico en
condiciones aerobicas después de 75 h de cultivo segun se determind por HPLC-DAD (254 nm). En condiciones
anaerobias produjo 92 mg/L de acido o-aminobenzoico tras 73 h de cultivo. La produccién no parece estar acoplada
al crecimiento, ya que se observo una acumulacion constante de o-amonibenzoato durante el crecimiento, asi como
en la fase estacionaria. Asumiendo que un ODgge de 1 se correlaciona con un peso seco de 0,45 g/L, la productividad
especifica del acido o-aminobenzoico en la fase estacionaria fue de aproximadamente 1,0 y 1,3 mg gDW' h', bajo
condiciones aerdbicas y anaerobicas, respectivamente. Como era de esperar, en condiciones anaerébicas se produjo
una cantidad significativa de etanol, tal y como determiné la GC-FID.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir acido o-aminobenzoico que comprende los pasos de

a) fermentar al menos un sustrato fermentable en un recipiente de fermentacion a un pH inferior a 7,0
utilizando una célula de levadura capaz de convertir el al menos un sustrato fermentable en acido o-
aminobenzoico; y

b) separar el acido o-aminobenzoico producido del caldo de fermentacion.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la separacion del acido o-aminobenzoico en el paso
b) del procedimiento se realiza después de bajar el pH del caldo de fermentacion

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén 1 0 2, en el que la separacion del acido o-aminobenzoico solido
producido en el paso b) del procedimiento se realiza ajustando la velocidad de rotacién de un agitador en el recipiente
de fermentacion.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, en el que la separacion del acido o-aminobenzoico sélido
producido en el paso b) del procedimiento se realiza por filtracidn, sedimentacion, hidrociclones y centrifugacion

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacidon 1 0 2, en el que la separacion del acido o-aminobenzoico
producido en el paso b) del procedimiento se realiza mediante extraccidén con un disolvente adecuado

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el acido o-aminobenzoico se extrae del caldo de fermentacién que
se ha retirado del recipiente de fermentacion.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el disolvente se afade al caldo de fermentacion en el recipiente
de fermentacion.

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la fermentacion en el paso
a) del procedimiento se realiza en condiciones anoxicas.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la fermentacion en el paso
a) del procedimiento se realiza a un pH entre 2,0 y 6,0.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que una parte del acido o-
aminobenzoico se produce durante la fase estacionaria de crecimiento de las células de levadura.
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Solubilidad de 0AB en agua
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