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Patentanspriche:

1. Verfahren zur Verhinderung oder Reduzierung von Schaumbildung in einer Fermentationsbriihe,
dadurch gekennzeichnet, daR man zur Briihe eine wirksame Menge einer Verbindung der
allgemeinen Formel

RO(EtO),(PrO)H

gibt, in der R einen C4—C;p-Kohlenwasserstoffrest, EtO eine Ethoxygruppe, PrO eine
Propoxygruppe bedeutet, n einen Wert von 10 bis 40 und m einen Wert von 20 bis 80 hat.
2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf R einen unsubstituierten n-Alkylrest
bedeutet.
Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daf3 R 8 bis 18 Kohlenstoffatome aufweist.
Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da R 12 bis 16 Kohlenstoffatome aufweist.
Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB n einen Wert von 10 bis 30 hat,
Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daR n einen Wert von 15 bis 25 hat.
Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da m einen Wert von 30 bis 50 hat.
Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daR m einen Wert von 35 bis 45 hat.
Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR n einen Wert von 10 bis 30 und m einen
Wert von 30 bis 50 hat.
10. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf n einen Wertvon 15 bis 25 und m einen
Wert von 35 bis 45 hat.
11. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daf die Fermentationsbriihe zur
Herstellung eines Arzneistoffes dient.

OONOO AW

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Anwendung der vorliegenden Erfindung erfolgt auf dem Gebiet der Fermentation, z.B. zur Gewinnung von Arzneistoffen.,

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Schaumbildung ist in vielen Systemen ein unerwiinschter Nebeneffekt. Obwohl einige Theorien zur Schaumbildung entwickelt
wurden, ist wenig dar(iber bekannt, warum einige Verbindungen die Schaumbildung unterdriicken, wihrend andere das nicht
tun. Besonders frustierend fir die Fachleute auf diesem Gebiet ist die Tatsache, daB jedes Problem der Schaumkontrolle
einzigartig ist, so daR immer wieder eine andere Verbindung fir die wirksame Schaumkontrolle erforderlich ist, Einige Stoffe
sind nur bei der Verhinderung der Schaumbildung wirksam (Antischaummittel), wahrend andere nur zur Reduzieru ngvon schon
gebildetem Schaum verwendbar sind (Entschiumer). Es hat sich herausgestelit, dal es nicht moglichist vorauszusagen, welche
Verbindung in einem bestimmten System wirksam sein wird. Daher ist die Schaumkontrolle im wesentlichen ein em pirisches
Verfahren,

Gemil Marshall Ottin ,Foam Control, A Misunderstood Concept; Household & Personal Products Industry, Februar 1978,
stehen zur Zeit etwa 300000 chemische Verbindungen zur Verfligung, von denen Tausende als Entschaumer in bestimmten
Systemen wirksam sind. Daher sei es schwierig, exakt festzulegen, welcher Entschdumer wo und warum wirksam ist, so dal®
dieses Problem am besten den Fachleuten liberlassen bliebe. Eine weitere Schwierigkeit liege darin, daR eine Vielzahl von
Variablen beachtet werden miisse, wenn man Entschdumer zur Verfiigung stellt, die mit den Produktionssystemen vertréglich
sind.

In Encyclopedia of Polymer Science and Technology”, Bd.2 (1964), S. 164 (Antifoaming Agents) wird festgestellt, daR aufgrund
der Vielzahl von Materialien, die entschiumt werden miissen, und den extremen Arbeitsbedingungen, kein einzelnes Material
universell als chemisches Antischaummittel angewendet werden kénne. Einige Systeme seien hauptséchlich wifrig, wahrend
andere als organische Gemische mit nur einem geringen Anteil Feuchtigkeit vorlagen. In anderen Systemen spiele die
Abwesenheit oder Gegenwart von Feststoffen eine Rolle. Die Arbeitsbedingungen variierten von Hochdruckdampferzeugung
bis zur Vakuumdestillation; Diisentreibstoffe kdnnten beim Flugzeugstart schiumen und niedrig siedende Substanzen kénnten
beim Abpumpen gasformiger Erddirohstoffe aus einer Erddlquelle Schaumbildung verursachen. Was das Ganze noch
besonders erschwere, sei die Tatsache, daB ein Mittel das fiir ein System ein Antischaummittel ist in einem anderen System ein
schaumbildendes Mittel sein kann,

GemiB der , Encyclopedia of Chemical Technology”, Bd.7 (1979), Seite 433 (Defoamers) werden in einer Papierfabrik chne
weiteres sechs oder mehr Entschdumer in der routineméaBigen Herstellung von beschichtetem Papier eingesetzt. Das gelte
ebenso flir andere Anwendungen von Entschdumern. Beispielsweise setze ein Farbhersteller verschiedene Entschiumer fiir die
einzelnen Phasen der Farbherstellung ein, wie beim Pigment-Zermahlen, Absetzen, Einfiillen in Behilter und beim Abwasser.
Auchdie Herstellung von Textilien, von Zucker aus Zuckerriiben und von Diingemitteln erfordere verschiedene Entschaumer fiir
die unterschiedlichen Stufen der Hersteliung.
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Gemal} ,Mechanisms of Foam Stabilization and Antifoaming Action” von S.Ross, Rensselaer Polytechnic Institute, Chemical
Engineering Progress. Bd.63, Nr. 9, Seite 46, bestehe eine der Erfolgsaussichten in diesem schwierigen Verfahren darin, den
Empirismus zu verringern, der gegenwdrtig kennzeichnend fiir die Suche nach einem optimalen Antischaummittel sei.
R.D.Kulkarni et al. stellen in ihrem Artikel ,,Mechanism of Antifoaming Action” in J. of Colloid and Interface Science, Bd. 59, Nr. 3,
Mai 1977, fest, dal® das Verhalten eines Antischaummittels oder Entschiumers stark von der Art des Schaumsystems abhinge.
Es sei jedoch wenig Uber die spezifischen Parameter bekannt, die die Antischaum-Wirksamkeit beeinflussen.

In ,, The Foams of Fermentation Broths” von Laszlo Szarka, Biotechnology & Bioengineering, Bd. X1 (1969), Seite 701, wird als ein
wichtiges Problem iiblicher aerober Fermentationsverfahren die Schaumbildung der Medien und ihre Unterdrickung genannt.
Fir die Fermentation von Antibiotika sei es besonders wichtig, die richtige Methode fir die Unterdrickung der Schaumbildung
zu wéhlen und ein geeignetes Antischaummittel auszusuchen.

Die Schaumbildung in Fermentationsbriihen ist besonders problematisch, da das Material so ausgew&hlt werden muR, daR es
Sterilisationsverfahren aushalt, fiir die bei der Fermentation eingesetzten Organismen nicht toxisch ist, nicht den Extrakt des
gewiinschten Fermentationsprodukts ungiinstig beeinflult und auch ein wirksames Mittel zur Kontrolle der Schaumbildung
darstellt. Besonders in der pharmazeutischen industrie besteht ein groes Bedirfnis nach wirksamen Mitteln zur Kontrolfe der
Schaumbildung.

Vom technischen Standpunkt aus gibt es eine gro8e Zahl von Fallen, wo Silikone als Mittel zur Kontrolle der Schaumbildung
wegen ihrer hervorragenden Eigenschaften bevorzugt sind. Da jedoch Silikone oft 3- bis 10mal teurer sind als andere
Verbindungen zur Kontrolle der Schaumbildung, werden Nicht-Silikone aus 6konomischen Griinden bevorzugt, auch wenn ihre
Wirksamkeit geringer ist. Es wére daher wiinschenswert, hochwirksame und vom dkonomischen Gesichtspunkt her geeignete
Mittel zur Kontrolle der Schaumbildung zur Verwendung in Fermentationsbriihen zur Verfiigung zu stellen.

Die Unterdriickung der Schaumbildung in Fermentationsbriithen ist bekannt. Beispiele von tiblicherweise verwendeten
Verbindungen sind Silikonemulsionen, Silikadispersionen, reine Silikondle, Palypropylenglykol und verschiedene
Blockcopolymere aus Propylenoxid und Ethylenoxid.

US 3,862,243 (Bellos — Petrolite) offenbart Verbindungen der allgemeinen Formel

RO(Et0),(BuO),H

in der R einen Kohlenwasserstoffrest, EtO eine Ethoxygruppe, BuO eine Butoxygruppe bedeutet, n einen Wert von 3 bis 30 und
m einen Wert von 2 bis 20 aufweist. GemaR der Lehre des Patents sind diese Verbindungen wertvoll fiir die Kontrolle der
Schaumbildung in vielen verschiedenen Systemarten. Sie kontrollieren die Schaumbildung, die bei Gasbehandlungssystemen
auftritt, in welchen ein Gemisch aus Glykolen und Alkanolaminen zur Dehydratisierung und Reinigung von Erdgas verwendet
wird, in aktiviertem Schlamm-Verfahren in Abwésseranlagen, insbesondere auf Belliftungsbasis und anderswo; in Protein-
Klebeldsungen, wie Casein- und Sojabohnen-Klebeldsungen, wie sie in der Sperrholzindustrie verwendet werden; in Latex-
Klebeldsungen, Druckfarben, warigen Emulsionsfarben, etc.

Ahnlich der Lehre des obigen Patents stehen auch handelsiibliche Produkte zur Verfiigung, die die allgemeine Formel

RO(EtO)n(PrO)H

aufweisen, in der PrO eine Propoxygruppe bedeutet. Diese Verbindungen werden als Antischaummittel fir Reinigungssysteme
verkauft, wie Geschirrsplilmittel, Zusatze fir Spllwasser und Verbindungen fur Metallspray-Reinigungsmittel; Reinigungsmittel
auf Laugenbasis und Walzdél-Formulierungen.

Es sind zahlreiche weitere polyalkoxylierte Verbindungen bekannt und viele dieser Verbindungen sind bekannt als Mittel zur
Schaumkontrolle.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, Verbindungen zur Verfiigung zu stellen, die die Schaumbildung in Fermentationsbriihen verhindern
bzw. reduzieren.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bereitzustellen, bei dem die Schaumbildung in einer
Fermentationsbrihe verhindert oder reduziert wird.
Die Erfindung betrifft ein Verfahren, bei dem durch Zugabe von Verbindungen der Formel

RO(EO},(PrO)-H,

in der R einen C4—Cso-Kohlenwasserstoffrest, EtO eine Ethoxygruppe, PrO eine Propoxygruppe bedeutet, n einen Wertvon 10 bis
40 und m einen Wert von 20 bis 80 aufweist, die Schaumbildung in Fermentationsbriihen wirksam verhindert oder reduziert
werden kann.

Ristals ein Kohlenwasserstoffrest definiert, der in bevorzugten Ausfiihrungsformen nur Kohlenstoff und Wasserstoff enthétt. In
anderen Ausfiihrungsformen kann R auch einige Substituenten aufweisen, vorausgesetzt, dald solche Substituenten den
gewlnschten EinfluB des Moleklls auf die Kontrolle der Schaumbildung nicht beeintrdchtigen. Exakter formuliert sollte R daher
ein substituierter Kohlenwasserstoffrest genannt werden. R ist wiinschenswerterweise ein unsubstituierter
Kohlenwasserstoffrest, wie Alkyl, Atkenyl, Aryl, Cycloalkyl, Alkaryl, insbesondere Alkyl, vorzugsweise geradkettig. R weist 4 bis
30, varzugsweise 6 bis 22, insbesondere 8 bis 18, besonders bevorzugt 12 bis 16 und am meisten bevorzugt 14 Kohlenstoffatome
auf.
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EtOisteine Ethoxygruppe, die vorzugsweise von Ethylenoxid stammt. Die EtO-Gruppeistn-mal vorhanden, wobei n einen Wert
von 10 bis 40, vorzugsweise 10 bis 30 und besonders bevorzugt 15 bis 25 hat.

PrO ist eine Propoxygruppe, die vorzugsweise von Propylenoxid stammt. Die PrO-Gruppe ist m-mal vorhanden, wobei m einen
Wert von 20 bis 80, vorzugsweise 25 bis 60, besonders bevorzugt 30 bis 50 und am meisten bevorzugt 35 bis 45 hat.

Die erfindungsgemaB eingesetzten Verbindungen werden nach iiblichen Verfahren hergestellt, die dem Fachmann bekannt
sind. Beispielsweise wird der Alkohol, der R entspricht, mit einer katalytischen Menge eines Alkalimetalthydroxids versetzt, das
Gemisch erwarmt und dann mit Ethylenoxid zur Umsetzung gebracht, anschlieBend wird mit Propylenoxid umgesetzt.

Die Verbindungen werden in einer Fermentationsbriihe eingesetzt. Unter , Fermentationsbriihe” wird eine waélrige Dispersion
von einzelnen Zellen und Nahrstoffen fiir diese Zellen verstanden, aus der ein Stoffwechselprodukt oder eine Zellkultur
gewonnen wird, oder eine witrige Dispersion der Nahrstoffe alleine, bevor die Zellen zugesetzt werden. Obwohl die Zellen von
vielzelligen Organismen stammen kénnen (insbesondere solche von , unsterblichen” Zellinien, oder solche, die Viruskulturen
zugesetzt werden), stammen die Zellen vorzugsweise von Bakterien oder Pilzen. Aus der Brithe wird das gewtinschte
Stoffwechselprodukt oder die Zellkultur gewonnen, vorzugsweise ein Stoffwechselprodukt, insbesondere ein Arzneistoff. Mit
«Arzneistoff” ist eine Substanz (kein Nahrungsmittel) gemeint, das einem Séuger zur Diagnose, Heilung, Vorbeugung oder
Behandlung einer Krankheit verabreicht werden kann. Beispiele fiir Arzneistoffe sind Antibiotika, Hormone, Steroide und Mittel,
die die Immunantwort beeinflussen kénnen. Bevorzugte Arzneistoffe sind Antibiotika.

AuBer Wasser und gegebenenfalls der Zellinie enthilt die Fermentationsbrithe Nihrstoffe flir die Zellen. Im allgemeinen
umfassen die Ndhrstoffe eine Kohlenstoffquelle, Stickstoffquelle, Spurenelemente (Salze) und organismusspezifische Zusitze.
Kohlenstoffquellen umfassen Monosaccharide, Disaccharide, Polysaccharide, Alkohole, Carbonsauren, Fette und
Kohlenwasserstoffe. Stickstoffquellen umfassen oft auch Kohlenstoff, Beispiele sind Ammoniak, Harnstoff, Bohnenmehl,
Getreidemehl, Kérnermehl, Fischmeh!, Maisquellwasser und Hefeextrakte. Spurenelemente kénnen extra zugefligt werden
(Gblicherweise in Form von Salzen), werden aber oft auch durch Verwendung von Quellwasser oder normalem Leitungswasser
zugefligt. Einige Organismen erfordern auch den Zusatz spezifischer Verbindungen, die sie nicht selbst synthetisieren kdnnen.
Beispiele daflir sind Aminosauren, Purine oder Pyrimidine. Die Nihrstoffe in Fermentationsbriihen sind dem Fachmann bekannt.
Die oxyalkylierten Verbindungen, die erfindungsgemig eingesetzt werden, werden den Fermentationsbriihen zugesetzt, um die
Schaumbildung zu verhindern (Antischaummittel} oder um schon gebildeten Schaum zu reduzieren (Entschdumer). Zur
Verwendung als Antischaummittel werden Verbindungen einfach mit der Briihe vermischt und zur Verwendung als Entschiumer
werden die Verbindungen einfach in den Schaum eingetropft oder eingespriiht. Die Verwendung von Verdiinnungsmitteln ist
nicht notwendig und ist auch nicht wiinschenswert, da sie méglicherweise den Fermentationsproze oder die Wirksamkeit der
Entschdumer/Antischaummittel beeinflussen.

Damit sie als Antischaummittel wirken, werden die polyalkoxylierten Verbindungen in einer wirksamen Menge zugesetzt, d.h.in
einer Menge, die ausreicht, um die Bildung von Schaum in der Brithe zu hemmen. Obwohl die genaue Menge von der
Zusammensetzung der Brihe und der Wahl der polyalkoxylierten Verbindung abhingt, wirdim allgemeinen die polyalkoxylierte
Verbindung in einer Menge von 5 bis 5000, vorzugsweise 25 bis 3000, insbesondere 25 bis 2000 und besonders bevorzugt 50 bis
1000 ppm auf Gewichtsbasis zugesetzt.

ZurVerwendung als Entschaumer werden die polyalkoxylierten Verbindungen in einer wirksamen Menge zugesetzt, d.h. in einer
Menge, die ausreicht, um das Volumen des auf der Brithe vorhandenen Schaums zu reduzieren. Da die genaue Menge nicht nur
von der Zusammensetzung der Briihe und der Wahl der polyalkoxylierten Verbindung, sondern auch von dem Volumen des
schon vorhandenen Schaums und der Gegenwart anderer Antischaummittel abhéngt, ist es schwierig, enge Bereiche fiir die
Menge der verwendeten polyalkoxylierten Verbindung anzugeben. Im allgemeinen wird jedoch die polyalkoxylierte Verbindung
in einer Menge von 5 bis 5000, varzugsweise 25 bis 3000, insbesondere 25 bis 2000 und besonders bevorzugt 50 bis 1000 ppm
auf Gewichtsbasis zugesetzt.

Die Erfindung istin den folgenden Beispielen weiter erlautert. In den Beispielen sind alle Teile und Prozentangaben pro Gewicht
angegeben, soweit nicht anders erldutert. Alle FuRnoten befinden sich am Ende der Beispiele.

Ausfihrungsbeispiele

Beispiel 1

Eine gesetzlich geschiitzte aber im Handel erhéltliche Fermentationsbriihe (Verwendung in der Antibiotika-Produktion) wurde

von dritter Seite zur Bewertung zur Verfligung gestellt. Die Brithe war sterilisiert worden, wurde jedoch méglicherweise wihrend

der Probeentnahme verunreinigt. Die Brihe wurde nicht mit Absicht beimpft.

Die Wirkung als Antischaummittel wurde gemiR folgender Verfahren bewertet:

1. Alle Apparate wurden griindlich gereinigt, um jede Spur von Chemikalien von fritheren Experimenten zu entfernen.

2. 100ml der Brithe wurden bei Raumtemperatur in einen 500-mI-MeRBzylinder gegeben.

3. Eine Luftpumpe wurde mit einem Gasmesser verbunden, welcher mit einer Pyrex® «12c"-Gasdispersionsréhre (ASTM 40-60,
maximaler Porendurchmesser 25-50 um) verbunden war, und der Luftstrom auf 2000 ml/Minute eingestellt. Die

" Dispersionsréhre wurde am Boden des MeRzylinders in die Briihe gelegt.

4. Die Héhe des Schaums wurde nach 0,5, 1, 3 und 5 Minuten gemessen. Da der MeRzylinder nur 500 ml faRt, konnten
Schaummessungen (iber 400ml nicht durchgefiihrt werden.

5. Das Verfahren wurde dann unter Zusatz (vorsichtiges Mischen) verschiedener Verbindungen wiederholt, gefolgt vom
Reinigungsschritt gemaf Schritt 1. Die Ergebnisse sind in Tabelle | gezeigt. In den Tabellen bedeutet z.8. die Bezeichnung
»14-30E-50P" einen Cy4 n-Alkohol (14), der mit 30 Molen Ethylenoxid {30 E) und dann mit 50 Molen Propylenoxid (50 P)
umgesetzt wurde,



Tabelle |
Ver- Ent-
din- schaumer Schaum-Hohe bei X min (mi)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 3 5
Lauf schdaumer mittel {ppm) min min min min
1% - 0 140 160 200 215
2% PPG-2000' 200 15 20 65 135
3* PPG-2000" 200 15 25 75 125
4% PPG-2000" 300 15 15 35 85
5% PPG-2000' 500 15 10 15 30
6% PPG-2000" 500 5 5 15 35
7 14-25E-50P 30 0 0 25 60
8 14-25E-50P 50 0 0 5 5
3 14-25E-50P 100 0 0 Q 5
10 14-25E-50P 200 0 0 0 0

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 2
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Die Briihe von Beispiel 1 wurde einen Tag bei 35°C stehengelassen und dann wieder untersucht. Die Ergebnisse sind in

Tabelle |l gezeigt.

Tabelle Il

Ver- Ent-

din- schdumer Schaum-H6he bei X min (ml)

Ent- nungs- Dosis 0,5 1 3 5

Lauf schaumer mittel (ppm) min min min min
1* - 0 215 225 225 230
2% PPG-2000’ 200 35 40 115 190
3* PPG-2000' 500 5 15 50 115
4% PPG-2000' 800 0 5 35 75
5 14-25E-50P 50 0 0 15 50
6 14-25E-50P 100 0 0 5 15
7 14-25E-50P 200 0 0 0 0
8 14-25E-50P 1000 0 5 15 15
g 14-25E-50P 3000 35 40 115 140

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 3

26 Liter der Brithe von Beispiel 2 wurden mit 200ppm des 14-25 E-50P-Produkts behandelt, 5 Minuten bei 120°C sterilisiert
und dann abgekiihlt. Schaum, der vor der Zugabe der Verbindung vorhanden war, verschwand und es bildete sich kein neuer

Schaum.

Beispiel 4

Ein dhnlicher Schaum wie in Beispiel 1, bei dem aber gréflere Schaumungsprobleme auftraten, wurde wie in Beispiel 1
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle [l gezeigt.

Tabelle Il
Ver- Ent-
din- schdumer Schaum-Hohe bei X min (ml)}
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 3 5
Lauf schaumer mittel {ppm) min min min min
1% - 0 230 315 355 -
{2 min)
2% PPG-2000" 1000 40 60 290 340
3* PPG-2000" 2000 15 30 85 285
4* PPG-2000' 3000 10 15 130 275
5% PPG-2000' 4000 5 20 90 240
6 14-25E-50P 300 65 100 130 105
7 14-25E-50P 500 5 15 25 35
8 14-25E-50P 700 10 15 20 20

* Kein Beispiel der Erfindung.
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Beispiel 5
In @hnlicher Weise wie in Beispiel 2 wurde die Briihe von Beispiel 3 einen Tag bei 27°C stehengelassen und dann wieder
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV gezeigt.

Tabelle IV

Ver- Ent-

din- schdumer Schaum-Héhe bei X min (ml)

Ent- nungs- Dosis 0,5 1 3 5

Lauf schaumer mittel (ppm) min min min min
1% - 0 +365 - - -
2% PPG-2000" 250 115 165 265 -
3* PPG-2000" 500 70 165 265 -
4* PPG-2000" 1000 30 55 265 305
5 14-25E-50P 500 5 5 0 0

* Kein Beispie! der Erfindung.

Beispiel 6

Eine gesetzlich geschutzte, im Handel erhiltliche Fermentationsbrithe mit 7% ungeldsten Feststoffen (Verwendung fiir die
Antibiotika-Produktion) wurde in ghnlicher Weise wie in Beispiel 1 beschrieben behandelt, mit der Ausnahme, daR die
Fermentationsbrihe auf 30°C erhitzt wurde und der Luftstrom 5,5 SCFH (2600 mi/min) betrug. Die Ergebnisse sind in Tabelle V
gezeigt.

Tabelle V
Ver- Ent-
din- schdumer Schaum-Héhe bei X min (ml)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5
Lauf schdumer mittel {ppm) min min min min min
1% - 0 > 400 - - - -
2 14-25E-50P 50 45 35 30 30 30
3 14-25E-50P 50 10 10 10 15 30
4 14-25E-50P 2 100 35 30 35 45 75
5 14-30E-50P 50 50 15 40 50 125
6 14-27E-45P 50 35 10 10 15 25
7 14-27E-45P 3 75 55 35 35 60 175
8 14-27E-55P 75 60 25 25 30 55
9 14-36E-72P 3 75 > 400 - - - -
10*% 14-52E-58P 3 75 > 400 - - - -
11* 14-36E-OP 3 75 > 400 - - - -
12 14-30E-55P 3 75 60 25 10 20 25
13 14-30E-65P 3 75 60 30 35 30 25

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 7
Die Briihe von Beispiel 6 wurde einen Tag bei 30°C stehengelassen und wieder untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle Vi
enthalten.
Tabelle VI
Ver- Ent-
din- schidumer Schaum-Hdhe bei X min {ml)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5
Lauf schdumer mittel {ppm) min min min min min
1% - 0 > 400 - - - -
2 14-25E-50P 50 15 15 25 45 35
3 14-25E-50P 100 15 10 15 25 55
4 14-25E-50P 200 15 10 10 10 10
5% PPG-2000 100 40 35 40 45 50
6% PPG-2000 200 35 10 10 10 10
7* PPG-2000 200 30 25 20 25 40
8% PPG-2000 300 35 25 30 30 30
9% PPG-2000 400 10 10 10 10 10
10* DF-60P* 100 10 35 85 120 170
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Fortsetzung Tabelle VI

Ver- Ent-

din- schaumer Schaum-Hdhe bei X min {ml)

Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5

Lauf schdumer mittel (ppm) min min min min min
11% DF-60P* 200 40 35 15 20 30
12* DF-60P* 400 0 0 10 35 . 60
13* PA-188° 200 200 185 205 210 235
14* T-701%(BASF) 200 20 60 160 185 210
15% T-15017 (BASF) 200 225 225 235 235 235

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 8
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GemafR dem Verfahren von Beispiel 6 wurde eine andere dhnliche Briithe mit 2% Feststoffen, niedriger Viskositdt und einer
grof3eren Teilchengrée bei 36°C bewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle Vli gezeigt.

Tabelle Vii
Ver- Ent-
din- schdumer Schaum-Hgdhe bei X min (ml}
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5
Lauf schaumer mittel {ppm) min min min min min
1% - 0 135 165 185 220 245
2 14-25E-50P 50 10 10 15 20 25
3 14-30E-50P 3 50 15 20 25 35 70
4 14-30E-50P 3 75 15 25 25 25 45
5 14-30E-50P 50 30 35 40 40 50
6 14-27E-55P 3 75 15 15 20 25 25
7 14-36E-72P 3 75 130 160 185 215 235
8 14-52E-58P 3 75 125 140 185 205 240
9 14-35E-50P 3 75 30 30 30 35 35
10 14-27 E-45P 3 75 10 10 10 10 30
11* 14-36E-OP 3 75 185 205 215 235 250
12* PPG-2000 50 175 175 195 225 295
13* DF-60 P® 50 65 125 235 245 260

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 9
Die Briihe von Beispiel 8 wurde einen Tag bei 36°C stehengelassen und wieder untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle Viil
enthalten.
Tabelle VI
Ver- Ent-
din- schaumer Schaum-Héhe bei X min {ml)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5
Lauf schadumer mittel (ppm) min min min min min
1* - 0 > 400 - - — -
2 14-25E-50P 50 10 10 135 160 305
3 14-25E-50P 100 20 20 20 20 35
4 14-25E-50P 1000 10 10 10 10 10
5* PPG-2000" 100 95 175 245 >400 -
6% PPG-2000" 500 50 95 105 135 175
7* PPG-2000" 1000 50 70 85 85 g5
8* PPG-2000’ 1500 45 55 85 90 115
g* PPG-2000" 2000 45 60 65 S0 125
10* DF-60P* 100 70 205 335 > 400 -
11%* DF-60P* 500 20 30 75 160 245
12% DF-60P* 1000 10 15 25 105 195
13* DF-60P* 1500 10 20 25 40 85
14* DF-60 P* 2000 10 10 10 10 10
15% PA-188° 100 85 105 110 115 145
16* L-61(BASF)® 100 85 185 > 400 - -
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Fortsetzung Tabelle Vil
Ver- Ent-
din- schaumer Schaum-Hoéhe bei X min (ml)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5
Lauf schaumer mittel (ppm) min min min min min
17% T-701 (BASF)® 100 50 165 200 245 300
18 14-27E-55P 100 10 10 10 25 40
19* Mineraldlund
Silikonfluid 100 > 400 - - - -
20 Kerosinund
Silikonfluid 100 > 400 - - - -
21% Silikonemulsion 100 130 145 150 160 190
22% TRANS 245° 100 125 160 295 335 > 400
23* Kurita 322" 100 235 225 235 235 285
24* PX-97™" 100 165 160 145 145 70
25* PA-01™ 100 55 75 130 160 230
26* SDF-110L"? 50 > 400 - - - -

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 10

296 966

In &hnlicher Weise wie in Beispiel 6 wurde eine im Handel erhéltliche, gesetzlich geschiitzte Briihe, die filamentése Bakterien
enthielt (Verwendung zur Herstellung eines Antibiotikums), die sich nahe dem Ende des Fermentationszyklus befanden,
untersucht. Die Briihe enthielt bereits 200 ppm SAG 471 {ein Silikon von Union Carbide) und 1400 ppm UCON LB 625 (ein

Polyglykol von Union Carbide). Trotz der Gegenwart dieser beiden handelsiiblichen Antischaummittel ergab der Blin
Produktion von 280 ml Schaum nach 5 Minuten. Die Testergebnisse sind in Tabelle IX gezeigt.

Tabelle IX
Ver- Ent-
din- schaumer Schaum-Hohe bei X min (ml)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5
Lauf sch&dumer mittel {(ppm) min min min min min
1% - 0 190 225 255 285 280
2 14-25E-50P 50 95 105 125 140 145
3 14-25E-50P 100 115 115 140 160 210
4 14-25E-50P 200 0 10 30 35 75
5 14-25E-50P 300 0 10 50 75 110
6 14-25E-50P 500 5 10 50 70 95
7* UCONLB 625 500 130 130 105 80 60
8 14-27E-50P 3 200 20 30 35 45 60
9 14-27E-50P 3 500 10 15 20 25 30
10 14-25E-55P 3 500 10 10 10 15 20
i 14-36E-72P 3 500 150 155 155 100 95
12 14-30E-65P 3 500 15 20 25 25 25
13 14-30E-65P 3 200 30 30 30 25 30

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 11

dwert eine

Eine Brlhe, 8hnlich der in Beispiel 10, die sich aber niher zum Beginn des Fermentationszyklus befand und kein UCON LB 625

enthielt, wurde untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle X gezeigt.

Tabelle X
Ver- Ent-
dun- schdumer Schaum-Hoéhe bei X min (ml)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5
Lauf schaumer mittel {(ppm) min min min min min
1* - 0 155 205 225 225 205
2 14-25E-50P 200 0 0 0 0 0

* Kein Beispiel der Erfindung.
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Beispiel 12
Eine eine Sduger-Zelikultur fir die Produktion von Tissue-Plasminogen-Aktivator enthaltende Brithe wurde untersucht. Es war
bekannt, daB diese Brihe einen hohen Proteingehalt aber keine Ole enthielt. Die Ergebnisse sind in Tabelle Xl gezeigt.

Tabelle X!

Ver- Ent-

diin- schaumer Schaum-Héhe bei X min (ml)

Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 5

Lauf schdumer mittel {ppm) min min min min min
1* - 0 > 400 - - - -
2 14-25E-50P 200 0 0 5 10 20
3 14-25E-50P 100 10 15 10 10 10
4 14-25E-50P 50 10 5 5 0 5
5 14-25E-50P 25 10 10 5 5 0
6 14-25E-50P 10 185 175 160 145 135
7 14-30E-65P 200 15 35 25 10 15
8 14-30E-65P 1000 185 85 125 185 215

* Kein Beispiel der Erfindung.

Beispiel 13
Die Briihe von Beispiel 12 wurde begast, so daRR 400 ml Schaum entstanden. 25 ppm 14-25E-50P wurden auf den Schaum
getropft, wodurch erin weniger als 3 Sekunden vollstandig verschwand.

Beispiel 14
Mehrere weitere Brihen, dhnlich denen, die in den Beispielen 1 bis 3 verwendet wurden, wurden untersucht, wobei dhnliche
Ergebnisse erhalten wurden.

Vergleichsbeispiel 1

Mehrere bei der Herstellung von Schweineinsulin verwendete Flissigkeiten wurden untersucht. Diese Flissigkeiten waren keine
Fermentationsbriihen. Die Verbindungen, die erfindungsgeman eingesetzt wurden, zeigten nur geringe Wirkung, wéhrend
verschiedene Silikonprodukte eine gute Wirkung ergaben.

Beispiel 15
Eine handelsiibliche Fermentationsbriihe, die zur Antibiotika-Produktion verwendet wird, wurde nach Erwérmen auf 30°C
untersucht. Die Briihe war weder sterilisiert noch beimpft. Die Ergebnisse sind in Tabelle Xl gezeigt.

Tabelle XlI
Ver- Ent-
din- schaumer Schaum-Hdhe bei X min (ml)

Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 4 5
Lauf schaumer mittel {ppm) min min min min min min
1* - 0 > 400 - - - - -
2 14-10E-40P 100 35 20 25 35 35 45
3 14-10E-50P 100 35 25 25 30 35 35
4 14-10E-60P 100 110 60 25 25 30 35
5 14-15E-40P 100 30 35 40 45 30 55
6 14-15E-50P 100 25 20 30 35 35 35
7 14-15E-60P 100 25 20 25 30 35 40
8 14-17.5E-40P 100 15 25 35 35 35 45
9 14-17.5E-50P 100 25 30 35 40 40 40
10 14-17.5E-60P 100 15 20 25 30 30 35
11 14-20E-20P 100 50 60 130 225 > 400 -
12 14-20E-30P 100 20 20 20 20 15 15
13 14-20E-40P 100 20 15 15 15 15 15
14 14-20E-50P 100 5 10 10 10 10 10
15 14-20E-50P 100 10 15 15 15 15 15
16 14-20E-60P 100 10 10 15 20 20 15
17 14-25E-40P 100 35 35 35 50 60 65
18 14-25E-50P 100 45 35 35 35 35 35
19 14-25E-50P 100 20 25 35 40 45 50
20 14-25E-60P 100 35 30 35 40 45 45
21 14-30E-40P 100 60 60 55 60 65 75
22 14-30E-50P 100 > 400 - - - - -
23 14-30E-60P 100 > 400 240 250 260 280 280

* Kein Beispiel der Erfindung.
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Beispiel 16
Eine Briihe dhnlich der von Beispiel 15 wurde bei 36°C untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle Xlii gezeigt.
Tabelle Xilt
Ver- Ent-
din- schdumer Schaum-Héhe bei X min (ml)
Ent- nungs- Dosis 0.5 1 2 3 4 5
Lauf schaumer mittel {(ppm) min min min min min min
1* - 0 > 400 - - - - -~
2 14-10E-40P 100 25 30 40 45 60 60
3 14-10E-50P 100 20 20 35 45 50 60
4 14-10E-60P 100 20 25 30 45 55 60
5 14-15E-40P 100 20 30 45 70 115 260
6 14-15E-50P 100 15 20 30 45 55 60
7 14-15E-60P 100 20 20 25 45 60 85
8 14-17.5E-40P 100 10 20 40 60 160 210
9 14-17.5E-50P 100 25 30 50 60 110 245
10 14-17.5E-60P 100 10 10 20 35 40 50
11 14-20E-20P 100 35 85 > 400 - - -
12 14-20E-30P 100 25 30 30 35 60 85
13 14-20E-40P 100 25 35 45 55 50 45
14 14-20E-50P 100 25 25 30 35 35 40
16 14-20E-60P 100 25 25 25 30 35 35
17 14-25E-40P 100 40 50 70 235 360 400
18 14-25E-50P 100 45 45 45 45 55 140
20 14-25E-60P 100 25 35 40 35 40 45
21 14-30E-40P 100 100 110 115 115 125 180
22 14-30E-50P 100 160 160 120 125 185 235
23 14-30E-50P 100 35 35 50 65 110 210
24 14-30E-60P 100 70 85 75 70 45 50
* Kein Beispiel der Erfindung.
Beispiel 17
Eine weitere Brihe, dhnlich der von Beispiel 15 wurde bei 36°C untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle XIV gezeigt.
Tabelle XIV
Ver- Ent-
din- schdumer Schaum-Hdhe bei X min (mt)
Ent- nungs- Dosis 0,5 1 2 3 4 5
Lauf schdumer mittel (ppm) min min min min min min
1% - 0 >400 - - -~ - -
2 14-20E-40P 100 15 20 25 25 25 25
3 14-20E-50P 100 20 15 20 20 20 20
4 14-20E-60P 100 25 25 20 15 20 20
5 14-20E-60P 30 25 25 35 55 70 95
6 14-10E-40P 100 35 35 45 50 60 80

* Kein Beispiel der Erfindung.
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. Polypropylglykol mit einem Molekulargewicht von 2000.

50 % Wirkstoff und 50% Methanol.

. 66% Festprodukt, 20% Methano!, 14% Wasser.

. Ein Polyalkylenglykol umgesetzt mit Propylenoxid und Ethylenoxid, verkauft von Mazer Chemical.
. Hydrophaobiertes Silika in Paraffiné!, verkauft von U.S. Movidyn.

- Polyethoxyliertes polypropoxyliertes Ethylendiamin (Molekulargewicht 3600), verkauft von BASF.
. Polyethoxyliertes polypropoxyliertes Ethylendiamin {Molekufargewicht 7900), verkauft von BASF.
. Propoxyliertes ethoxyliertes Dipropylenglykol {Molekulargewicht 2000), verkauft von BASF.

. Unbekannte Zusammensetzung, verkauft von Trans-Chemco, Inc.

. Ester der Olsiure und Polyoxyalkylenglykol (Molekulargewicht 2000 bis 3000), verkauft von Kurita Water Co.
. Unbekannte Zusammensetzung, verkauft von U.S. Movidyn Co.

. Acetylen-diolverbindung, hergestelit von Air Products.
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