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“SOLUGAO E PROCESSO”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencgdo € direcionada a um processo para
formacao de fibras de poli(a(1—3) glucano) pela fiagdo de solugcdo de uma
solucdo de poli(a(1—3) glucano) xantado em um hidréxido de metal alcalino
aquoso e a solucdo propriamente dita. O poli(a(1—3) glucano) empregado foi
sintetizado por fermentagéo.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] Polissacarideos sdo conhecidos desde os primérdios da
civilizacdo principalmente na forma de celulose, um polimero formado da
glicose através de processos naturais via ligacdes 3(1—4) glicosideo; vide, por
exemplo, Applied Fibre Science, F. Happey, Ed., Chapter 8, E. Atkins,
Academic Press, New York, 1979. Numerosos outros polimeros de
polissacarideo também sao aqui descritos.

[003] Apenas celulose entre o0s muito conhecidos
polissacarideos obteve proeminéncia comercial como uma fibra.
Particularmente, algoddo, uma forma altamente pura de celulose de ocorréncia
natural, € muito conhecido por seus atributos benéficos em aplicacfes téxteis.

[004] Sabe-se ainda que a celulose exibe extensao de cadeia
suficiente e rigidez de cadeia principal em solugdo para formar solucdes
cristalinas liquidas; vide, por exemplo O'Brien, U.S. Pat. No. 4,501,886. Os
ensinamentos do estado da arte sugerem que a extensdo de cadeia de
polissacarideo suficiente pode ser obtida apenas em polissacarideos B(1—4)
ligados e que qualquer desvio importante dessa geometria de cadeia principal
reduziria a razdo de aspecto molecular para abaixo daquele exigida para a
formacao de uma fase ordenada.

[005] Mais recentemente, polimero de glucano, caracterizado

por ligacdes a(1—3) glicosideo, foi isolado pelo contato com uma solucao
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aguosa de sucrose com GtfJ glucosiltransferase isolado de Streptococcus
salivarius, Simpson et al., Microbiology, vol 141, pp. 1451-1460 (1995). Filmes
de peso molecular baixo, altamente orientados, altamente cristalinos de
a(1—3)-D-glucano foram fabricados para fins de analise de difracdo de raio-X,
Ogawa et al., Fiber Diffraction Methods, 47, pp. 353-362 (1980). Em Ogawa, 0
polimero de glucano insoluvel é acetilado, o glucano acetilado dissolveu para
formar uma solugdo a 5% em cloroférmio e a solugéo fundiu em um filme. O
filme é em seguida submetido ao estiramento em glicerina a 150° C. que
orienta o filme e estira-o em um comprimento 6.5 vezes o comprimento original
do filme fundido em solucdo. Apos o estiramento o filme é desacetilado e
cristalizado por tempera em agua superaquecida a 140° C. em um recipiente
de pressdo. E bastante conhecido no estado da técnica que a exposi¢ido de
polissacarideos em tal ambiente aquoso quente resulta em clivagem de cadeia
e perda de peso molecular com degradagdo concomitante de propriedades
mecanicas.

[006] Polissacarideos baseados em glicose e glicose
propriamente dita sdo particularmente importantes devido ao seu papel proeminente
em processos de fotossintese e metabdlicos. Celulose e amido, ambos baseados
em cadeias moleculares de polianidroglicose séo os polimeros mais abundantes na
terra e sdo de grande importancia comercial. Tais polimeros oferecem materiais que
sdo compativeis ao meio ambiente por todo o seu ciclo de vida e sdo construidos a
partir de energia renovavel e fontes de matéria prima.

[007] O termo “glucano” é um termo do estado da técnica que se
refere a um polissacarideo compreendendo unidades de mondémero de beta-D-
glicose que sao ligadas em oito possiveis modos. A celulose € um glucano.

[008] Dentro de um polimero de glucano as unidades
monomeéricas de repeticdo podem ser ligadas em uma variedade de configuracbes

seguindo um padrao de encadeamento. A natureza do padrdo de encadeamento
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depende em parte de como o anel fecha quando um anel aldohexose fecha para
formar um hemiacetal. A forma de cadeia aberta de glicose (um aldohexose)
apresenta quatro centros assimétricos (vide a seguir). Por isso existem 24 ou 16
formas de cadeia aberta possiveis das quais D e L glicose sao duas. Quando o anel
estd fechado um novo centro assimétrico € criado em C1 produzindo assim 5
carbonos assimétricos. Dependendo de como o anel fecha, para glicose, polimero
a(1—4)-ligado, por exemplo amido, ou polimero B(1—4)-ligado, por exemplo
celulose, pode ser formado apds posterior condensacdo formando polimero. A
configuracdo em C1 no polimeroo determina se ela é um polimero alfa- ou beta-

ligado e os numeros entre paréntese seguindo alfa ou beta referem-se aos atomos

de carbono através dos quais 0 encadeamento ocorre.

1 1

CHO CHO
2 | * 2 | *
H—C OH H—C—OH
3 | e 3 | #
HO—C—H HO—C—
4 | * 4 | #
H—C OH H—C—OH
5 * 5 *
H—C OH Ho—qc—
6 6
CH,OH CH,OH
D-Glucose L-Glucose

H OH H OH
a-D Glucose p-D Glucose

* asymmetric carbon center

[009] As propriedades exibidas por um polimero de glucano

sdo determinadas pelo padrdo de encadeamento. Por exemplo, as
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propriedades muito diferentes de celulose e amido sdo determinadas pela
respectiva natureza das suas configuragbes de encadeamento. Amido ou
amilose consiste em glicose a(1—4) ligada e ndo forma fibras entre outras
coisas pois ela € intumescida ou dissolvida pela agua. Por outro lado, a
celulose consiste em glicose B(1—4) ligada e produz um material estrutural
excelente sendo tanto cristalino como hidrofébico e é comumente usado para
aplicacoes téxteis como fibra de algodao, assim como para estruturas na forma
de madeira.

[010] Como outras fibras naturais, o algodé&o foi desenvolvido
sob limitacdes sendo que a estrutura do polissacarideo e propriedades fisicas
nao foram otimizadas para aplicacOes téxteis. Particularmente, fibra de algodéo
€ de comprimento de fibra curto, variacdo limitada em secdo transversal e
finura de fibra e é produzida em um processo de intensiva méo de obra e uso
intensivo do solo.

[011] O’Brien, documento patentario US No. 7,000,000
descreve um processo de preparacao de fibra de solucdes cristalinas liquidas
de poli(a(1—3) glucano) acetilado. A fibra assim preparada foi em seguida des-
acetilada em uma fibra de poli(a(1—3) glucano).

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[012] Beneficio consideravel aumenta o processo deste que
melhora uma fibra de poli (a(1->3) glucano) altamente orientada e cristalina
sem sacrificio de peso molecular pela fiacdo de solucdo de fibra da nova
solucéo deste.

[013] Em um aspecto a presente invengédo é direcionada a
uma solugdo compreendendo 0.75 a 2 molar de hidroxido de metal alcalino
aquoso e um teor de soélidos de 5 a 20% em peso de poli(a(1—3) glucano)
xantado; sendo que o peso molecular numérico ponderal do poli(a(1—3)

glucano) xantado é de pelo menos 10,000 Daltons; e, sendo que o grau de
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xantogenac¢ao do poli(a(1—3) glucano) xantado situa-se na faixa de 0.1 a 1.

[014] Em outro aspecto, a presente invencgédo é direcionada a
um processo compreendendo a formagdo de uma solugéo por dissolucdo em
0.75 a 2 molar de hidroxido de metal alcalino aquoso, CS2, e 5 a 20% em peso
do peso total da solucdo resultante de poli(a(1->3) glucano) caracterizado por
um peso molecular numérico ponderal de pelo menos 10,000 Da, fazendo om
que dita solucdo escoe através de uma fieira, formando assim uma fieira; e
colocando dita fibora em contato com um coagulante liquido &cidico; sendo que
em dito processo a razdo em peso de CS: para poli(a(1->3) glucano) situa-se
na faixa de 0.1 al.0.

BREVE DESCRICAO DO DESENHO

[015] A figura 1 é um diagrama esqueméatico de um
equipamento adequado para abertura de ar ou fiacdo por via Umida das
solucdes de hidroxido de metal alcalino aquoso de PAGX deste.

DESCRICAO DETALHADA

[016] Quando uma faixa de valores é aqui provida, pretende-
se com isso englobar os pontos finais da faixa desde que néao conste indicacéo
expressamente diferente. Valores numeéricos aqui usados apresentam a
precisdo do numero de figuras importantes providas, seguindo o protocolo
padrdo em quimica para figuras importantes conforme destacado na norma
ASTM E29-08 secédo 6. Por exemplo, o numero 40 engloba uma faixa de 35.0 a
44.9, enquanto o numero 40.0 engloba uma faixa de 39.50 a 40.49.

[017] O termo “teor de solidos” é um termo do estado da
técnica. Ele € usado aqui para referir-se a porcentagem em peso de
poli(a(1=>3) glucano) xantado (PAGX) na solugdo de hidroxido de metal

alcalino aquoso deste (MOH (aq). Ele é calculado a partir da férmula:

B Wt(PAGX)
Wt(PAGX) +Wt(MOH(aq)) X100

Peticéo 870190136614, de 19/12/2019, pag. 14/86



6/35

onde SC representa “teor de sélidos” e Wt(PAGX), Wt(MOH(aq))
sao respectivamente pesos do poli(a(1—3) glucano) xantato(PAGX), e do
hidréxido de metal alcalino aquoso. O termo “teor de sélidos” é sinbnimo com a
concentracdo em peso de poli(a(1—3) glucano) xantado com relagédo ao peso
total da solugéo.

[018] Porcento em peso é representado pelo termo “% em
peso.”

[019] A férmula “MOH” deve ser empregada para referir-se ao
hidréxido de metal alcalino adequado para a préatica da invencdo. A férmula
“MOH(aq)” deve ser empregada para referir-se a solucéo de hidréxido de metal
alcalino aquoso adequado para a pratica da invencdo. Entende-se que a
expressado “concentracdo do MOH(aq)” refere-se a molaridade da solugcédo de
hidréxido de metal alcalino aquoso deste.

[020] Um polimero, incluindo glucano, e poli(a(1—3) glucano)
(PAG) particularmente, é constituido de uma pluralidade de assim chamadas
unidades de repeticdo covalentemente ligadas entre si. As unidades de
repeticdo em uma cadeia polimérica séo dirradicais, sendo que a forma radical
prové a ligagdo quimica entre unidades de repeticdo. Para fins da presente
invencdo, o termo “unidades de repeticdo de glicose” refere-se a forma
dirradical de glicose que é ligada a outros dirradicais na cadeia polimérica,
formando assim dita cadeia polimérica.

[021] O termo “glucano” refere-se a polimeros, incluindo
oligbmeros e polimeros de baixo peso molecular que sao inadequados para a
formacdo de fibra. Para fins da presente invencdo, o polimero glucano
adequado para a pratica da invencdo é um poli(a(1—3) glucano) ou
poli(a(1—3) glucano) xantado, caracterizado por um peso molecular numeérico
ponderal de pelo menos 10,000 Daltons, preferivelmente de pelo menos 40,000

- 100,000 Daltons.
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[022] PAGX adequado € caracterizado por um grau de
xantogenagdo na faixa de 0.1 a 1. O termo “xantogenacdo” € um termo do
estado da técnica que se refere a reacdo de um grupo hidroxila com CSz em

hidréxido de metal alcalino, de acordo com a seguinte reagao:

J
R—OH + MOH +Cs, — Ro—C__ + H,0
S—M
[023] No caso do PAG adequado para uso no processo da

invencédo, cada unidade de repeticdo de hexose ciclica oferece trés hidroxilas
para reacdo potencial para formar o xantato de acordo com o esquema de
reacao acima. O termo “grau de xantogenacao” refere-se a porcentagem media
de sitios hidroxila disponiveis em cada unidade de repeticdo que atualmente
sofreram reacdo formando o xantato. O grau maximo teorico de xantogenacgao
de molécula de polimero PAG adequado que pode sofrer é 3 — isto €, todo sitio
hidroxila Unico no polimero sofreu reacao.

[024] De acordo com a presente invencado, polimeros PAGX
adequados sofreram xantogenacdo no grau de 0.1 a 1. Isso significa que em
média entre um sitio hidroxila por dez unidades de repeticdo, e 10 sitios
hidroxila por dez unidades de repeticdo sofreram a reacdo de xantogenacédo
engquanto o maximo téorico deveriaa ser 30 sitios hidroxila por dez unidades de
repeticao.

[025] Em um aspecto, a presente invencdo € direcionada a
uma solucdo compreendendo 0.75 a 2 molar hidroxido de metal alcalino
aguoso e um teor de solidos de 5 a 20% em peso de PAGX; sendo que 0 peso
molecular numérico ponderal do PAGX é de pelo menos 10,000 Daltons; e
sendo que o grau de xantogenacgao do PAGX situa-se na faixa de 0.1 a 1.

[026] Em uma concretizagdo, o hidréxido de metal alcalino

(MOH) é hidroxido de sodio. Em uma outra concretizacdo, a concentracdo do
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NaOH situa-se na faixa de 1.0 a 1.7 M.

[027] Em uma concretizagdo, a concentragdo de solidos
situa-se na faixa de 7.5 a 15%.

[028] O PAG adequado para uso no processo da presente
invencdo é um glucano caracterizado por um peso molecular numérico
ponderal (Mn) de pelo menos 10,000 Da sendo que pelo menos 90 moles
porcento das unidades de repeticdo no polimero sdo unidades de repeticdo de
glicose e pelo menos 50% das ligacdes entre unidades de repeticdo de glicose
sdo a(1->3) glicosideo. Preferivelmente pelo menos 95 moles porcento, o mais
preferivelmente 100 moles porcento das unidades de repeticdo sdo unidades
de repeticdo de glicose. Preferivelmente pelo menos 90%, o mais
preferivelmente 100% das ligacdes entre unidades de glicose sdo a(1->3)
glicosideo.

[029] O isolamento e purificagcdo de varios polissacarideos
séo descritos por exemplo, The Polissacarideos, G. O. Aspinall, Vol. 1, capitulo
2, Academic Press, New York, 1983. Quaisquer meios de produc¢éo do a(1—3)
polissacarideo adequado para a invencdo em rendimento satisfatério e 90% de
pureza sao adequados. Em um tal método, descrito no documento patentéario
7,000,000, poli(a(1—3)-D-glicose) é formado pelo contato de uma solugdo
aquosa de sucrose com gtfJ glucosiltransferase isolada de Streptococcus
salivarius de acordo com os métodos ensinados no estado da técnica. Em um
tal método alternativo o gtfJ é gerado por E. Coli geneticamente modificado
conforme descrito detalhadamente infra.

[030] O PAG adequado para uso na presente invencdo também
pode compreender unidades de repeticdo ligadas por uma ligacdo de glicosideo
que nao aquela a(1—3), incluindo a(1— 4), a(1—6), p(1—2), B(1— 3), B(1—4) ou
B(1—6) ou qualguer combinacdo deste. De acordo com a presente invencao, pelo

menos 50% do glicosideo no polimero sao a(1—3) glicosideo. Preferivelmente pelo
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menos 90%, o mais preferivelmente 100%, das ligacdes entre unidades de glicose
sdo a(1->3) glicosideo.

[031] A solucdo deste é preparada mediante adicdo de um PAG
adequado a MOH(aq), contendo disulfito de carbono e mediante agitacéo para obter
mistura completa. PAGX é formado in situ sob essas condi¢des. O teor de solidos
de PAGX na solugéo varia de 5 a 20% em peso com relacdo ao peso total da
solugdo. Se o teor de soOlidos de PAGX estiver abaixo de 5%, a capacidade
formadora de fibra da solucéo serd grandemente afetada. Solugées com teores de
s6lidos acima de 15% tornam-se cada vez mais probleméaticas de serem formadas,
exigindo cada vez mais técnicas de formacao de solucao refinadas.

[032] Em qualquer determinada concretizacdo o limite de
solubilidade de PAGX é uma funcdo do peso molecular do PAGX, a concentracdo
do MOH(aq), o grau de xantogenacdo, a duracdo de mistura, a viscosidade da
solugdo quando esta esta sendo formada, as for¢as de cisalhamento as quais a
solucéo esta sujeita e a temperatura na qual a mistura ocorre. Em geral, misturas de
maior cisalhamento e temperatura mais elevada sdo associadas a maior
solubilidade. A temperatura maxima para mistura € limitada a 46 °C, o ponto de
ebulicdo do CS2. Do ponto de vista de solubilidade e capacidade de fiacdo, as
concentracdes ideais do MOH(aq) e CS2 podem se alterar dependendo de outros
parametros no processo de mistura.

[033] Na pratica da invencéo, verificou-se que a reacdo da CS2
com o PAG para formar o xantato ocorre guantitativamente em aproximadamente
uma a trés horas sob temperatura ambiente. O xantato assim formado também foi
observado ser quimicamente instavel, que se degrada completamente em uma
variedade de subprodutos apds aproximadamente 36 horas de tempo de solucéao.
Portanto cabe ao versado na técnica empregar a solucéo deste para fiacéo de fibra
apos o tempo necessario para formacao do xantato mas antes que a degradacao

significativa possa ocorrer. Para a solucdo deste preparada sob temperatura
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ambiente, a fiagdo é portanto realizada preferivelmente entre 1 a 3 horas de tempo
de solucéo, dependendo do tempo de reacdo para formacao de xantato. O termo
“tempo de solugéo” refere-se ao tempo transcorrido desde quando os ingredientes
da solugéo foram primeiramente combinados. Portanto, em uma concretizacao
preferida do respectivo processo, os ingredientes sdo combinados, deixados
descansar por 1 a 3 horas e em seguida fiados formando fibra conforme descrito
detalhadamente acima. Em uma concretizacdo de certa forma menos preferida
quimicamente, mas mais preferida do ponto de vista pratico, um tempo de solucao
na ordem de 1-5 horas é também adequado.

[034] A presente invencdo € também direcionada a um
processo compreendendo a formagéo de uma solugdo por meio de dissolucéo
em 0.75 a 2 molar de hidroxido de metal alcalino aquoso, CS2, e 5 a 15% em
peso do peso total da solucédo resultante de PAG caracterizado por um peso
molecular numérico ponderal de pelo menos 10,000 Da; fazendo com que dita
solucdo escoe através de uma fieira, formando portanto uma fibra; e colocando
dita fibra em contato com um coagulante liquido acidico; sendo que em dito
processo uma razdo em peso de CS: para PAG situa-se na faixa de 0.1 a 1.0.

[035] Em uma concretiza¢éo, o metal alcalino (M) é sadio.

[036] Em uma outra concretizagdo de seu processo, um PAG
adequado é um em que 100% das unidades de repeticdo sao glicose, e 100%
das ligac6es entre unidades de repeticdo de glicose are a(1—3) glicosideo.

[037] No processo deste, o teor de solidos minimo de PAGX
necessario na solucao a fim de obter formacao de fibra estavel varia de acordo
com o peso molecular da PAGX, assim como o grau de xantogenagao.
Verificou-se na pratica da invencdo que 5% de teor de solidos € um limite mais
baixo aproximado em relacdo a concentracdo necessaria para a formacao de
fibora estavel. Em > 15%, especialmente em mais de 20% de sodlidos,

quantidades excessivas de PAGX nao dissolvido estdo presentes, causando
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uma degradacao no desempenho de fiagdo de fibra. Uma solugdo com um teor
de sélidos de pelo menos 7.5% € preferida. Um teor de sélidos que varia de
aproximadamente 7.5% a aproximadamente 15% em uma solug¢éo 1.0 a 1.7 M
de NaOH ¢é preferido. E preferido um PAGX caracterizado por um peso
molecular numérico ponderal na faixa de 40,000 — 100,000 Daltons e grau de
xantogenac¢ao na faixa de 0.1 - 1.

[038] Fiacdo da solucdo deste pode ser feita por meios
conhecidos no estado da técnica e conforme descrito em O'Brien, op. cit. A solucao
de fiagdo viscosa pode ser forcada por meios tais como introdugéo de um pistéo ou
a acdo de uma bomba através de uma fieira mutil-furos ou outra forma de matriz.
Os furos de fieira podem ser de qualquer formato de secéo transversal incluindo o
formato Redondo, multi-lobal e similar como s&o conhecidos no estado da técnica
sdo conhecidos no estado da técnica. O filamento extrudado pode entdo ser
passado por meios convencionais em um banho de coagulacdo sendo que esta
presente um coagulante liquido que converte o0 PAGX de volta para PAG, fazendo
com que o polimero coagule em uma fibra de acordo com a presente invencao.

[039] Coagulantes liquidos adequados incluem mas néo
estdo limitados a acido acético glacial, acido acético aquoso, acido sulfdrico,
combinacdes de acido sulfarico, sulfato de sddio, e sulfato de zinco. Em uma
concretizagdo, o coagulante liquido € mantido a uma temperatura na faixa de 0
— 100 °C, e preferivelmente na faixa de 15 — 70 °C.

[040] Em uma concretizacdo, o banho de coagulacdo
compreende &cido acético glacial. Verificou-se na pratica da invencdo que
resultados satisfatorios sdo obtidos pelo emprego como um excesso de coagulante
liquido de &cido acético glacial. Durante o curso de fiagédo, o acido acético glacial
neutraliza o NaOH aquoso e regenera PAG de PAGX como a fibra fiada através do
banho de coagulacéo.

[041] Em uma concretizacdo preferida, a extrusdo € realizada
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diretamente no banho de coagulacdo. Em tal circunstancia, conhecida no estado da
técnica como “fiacdo por via umida” a fieira é parcialmente ou totalmente imersa no
banho de coagulacdo. As fieiras e equipamentos associados devem ser construidos
com ligas resistentes a corrosao tais como aco inoxidavel ou platina/ouro.

[042] Em uma concretizacéo, a fibra assim coagulada € entédo
passada em um segundo banho para neutralizar e diluir acido residual em relagao
ao banho de coagulacdo. O banho secundario contém preferivelmente H20,
metanol, ou NaHCOs3 aquoso a 5% ou uma mistura destes. NaHCOs aquoso é
preferido. Em uma concretizacdo, um pacote de fibra enrolada é impregnado em um
ou mais banhos de lavagem neutralizantes por um periodo de tempo de até quatro
horas em cada banho. Uma sequéncia de banhos compreendendo respectivamente
NaHCOsaquos a 5% metanol, e H20, foi considerada ser satisfatoria.

[043] A presente invencdo € também descrita em mas nado
limitada pelas seguintes concretizaces especificas.

EXEMPLOS

PREPARACAO DE ENZIMA GLUCOSILTRANSFERASE (GTFJ)

MATERIAIS

[044] Tubos de didlise (Spectrapor 25225-226, peso molecular
de corte 12000) foram obtidos pela VWR (Radnor, PA).

[045] Dextran e etanol foram obtidos pela Sigma Aldrich.
Sucrose foi obtida da VWR.

[046] Antiespumante Suppressor 7153 foi obtido pela Cognis
Corporation (Cincinnati, OH).

[047] Todos os outros produtos quimicos foram obtidos do
comumente usado.

MEIO DE SEMENTE

[048] O meio de semente, usado para crescer fermentos lacticos

para os fermentadores presentes em : extrato de levedura (Amberx 695, 5.0 gramas
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por litro (g/L)), K2HPO4 (10.0 g/L), KH2PO4 (7.0 g/L), dihidrato de citrato de sodio (1.0
g/L), (NH4)2SOa4 (4.0 g/L), MgSOa4 heptahidrato (1.0 g/L) e citrato de amdnio férrico
(0.10 g/L). O pH do meio foi ajustado a 6.8 utilizando-se 5N NaOH ou H2SO4 e 0
meio foi esterilizado no frasco. Adigdes poés esterilizacéo incluiram glicose (20 mL/L
de uma solugéo a 50% p/p) e ampicilina (4 mL/L de uma solu¢do concentrada a 25
mg/mL).

MEIO FERMENTADOR

[049] O meio de crescimento usado no fermentador continha:
KH2PO4 (3.50 g/L), FeSO4 heptahidrato (0.05 g/L), MgSOa heptahidrato (2.0 g/L),
dihidrato citrato de sédio (1.90 g/L), extrato de levedura (Ambrex 695, 5.0 g/L),
antiespumante Suppressor 7153 (0.25 mililitros por litro, mL/L), NaCl (1.0 g/L), CaClz
dihidrato (10 g/L), e solucdo de elementos de traco NIT (10 mL/L). Os elementos de
traco NIT continha monohidrato de &cido citrico (10 g/L), MnSO4 hidrato (2 g/L),
NaCl (2 g/L), FeSOa4 heptahidrato (0.5 g/L), ZnSOa4 heptahidrato (0.2 g/L), CuSOa4
pentahidrato (0.02 g/L) e NaMoOa dihidrato (0.02 g/L). Adicdes pods esterilizacdo
incluiram glicose (12.5 g/L de uma solu¢éo 50% p/p) e ampicilina (4 mL/L de uma
solucéo concentrada a 25 mg/mL).

CONSTRUCAO DE CEPA DE EXPRESSAO DE ENZIMA GLUCOSILTRANSFERASE (GTFJ)

[050] Um gene que codifica a enzima glucosiltransferase madura
(GtfJ; EC 2.4.1.5; GENBANK® AAA26896.1, SEQ ID NO: 3) de Streptococcus
salivarius (ATCC 25975) foi sintetizado utilizando-se codons otimizados para
expressdo em E. coli (DNA 2.0, Menlo Park CA). O produto de acido nucléico (SEQ
ID NO: 1) foi subclonado em pJexpress404® (DNA 2.0, Menlo Park CA) para gerar
o plasmideo identificado como pMP52 (SEQ ID NO: 2). O plasmideo pMP52 foi
usado para transformar E. coli MG1655 (ATCC 47076) para gerar a cepa
identificada como MG1655/pMP52.

[051] DNA recombinante padrdo e técnicas de clonagem

molecular usadas aqui sdo bastante conhecidas no estado da técnica e séo
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descritas por Sambrook, J. e Russell, D., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (2001);
e by Silhavy, T. J., Bennan, M. L. and Enquist, L. W., Experiments with Gene
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1984); e
por Ausubel, F. M. et. al., Short Protocols in Molecular Biology, 5" Ed. Current
Protocols, John Wiley and Sons, Inc., N.Y., 2002.

[052] Materiais e métodos adequados para a manutencdo e
crescimeto de culturas microbianas sdo bastante conhecidos no estado da técnica.
Técnicas adequadas para uso nos exemplos seguintes podem ser consideradas
como estabelecidas em Manual of Methods for General Bacteriology (Phillipp
Gerhardt, R. G. E. Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W. Nester, Willis A. Wood,
Noel R. Krieg and G. Briggs Phillips, Eds.), American Society for Microbiology:
Washington, D.C. (1994)); ou no Manual of Industrial Microbiology and
Biotechnology, 32 Edi¢éo (Richard H. Baltz, Julian E. Davies, and Arnold L. Demain
Eds.), ASM Press, Washington, DC, 2010.

PRODUCAO DE GTFJ RECOMBINANTE EM FERMENTACAO

[053] Producdo da enzima gtfJ recombinante em um
fermentador foi iniciada pela expressao da enzima gtfJ construida conforme descrito
supra. Uma aliquota 10 mL do meio de semente foi adicionada em um baldo de
Erlenmeyer com reentrancias no fundo de 125 mL descartavel foi inoculado com
uma cultura de 1.0 mL da E. coli MG1655/pMP52 preparada supra, em 20%
glicerol. Esta cultura foi deixada crescer e 37 °C durante agitacao a 300 revolucoes
por minuto (rpm) por 3 horas.

[054] Uma cultura de semente para iniciar o fermentador foi
preparada com a introdu¢cdo em um frasco agitador de 2 L com 0.5 L do meio de
semente. 1.0 mL da cultura pré-semente foi assepticamente transferida para 0.5 L

de meio de semente no frasco e cultivada a 37 °C e 300 rpm por 5 horas. A cultura
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de semente foi transferida sob densidade ideal 550 nm (ODsso) >2 para um
fermentador 14 L (Braun, Perth Amboy, NJ) contendo 8 L do meio fermentador
descrito acima sob 37 °C.

[055] Células de E. coli MG1655/pMP52 foram deixadas crescer
no fermentador e a introducéo de glicose (50% p/p de solugéo de glicose contendo
1% p/p MgSO47H20) foi iniciada quando a concentracdo de glicose no meio
diminuiu para 0.5 g/L. A introducéo foi iniciada a 0.36 gramas de alimentacao por
minuto (g alimentagdo/min) e aumentou progressivamente a cada hora para 0.42,
0.49, 0.57, 0.66, 0.77, 0.90, 1.04, 1.21, 1.41 1.63, 1.92, 2.2 g de alimentagao/min
respectivamente. A taxa foi mantida constante posteriormente pela redugéo ou
paralizacdo temporaria da alimentacdo de glicose quando a concentracdo de
glicose excedia 0.1 g/L. A concentracdo de glicose no meio foi monitorada
utilizando-se um analisador de glicose YSI (YSI, Yellow Springs, Ohio).

[056] Inducdo de atividade de enzima de glucosiltransferase foi
iniciada, quando células atingiram um ODsso de 70,com a adi¢do de 9 mL de 0.5 M
IPTG (isopropil B-D-1-tiogalacto- piranosideo). A concentracdo de oxigénio
dissolvido (DO) foi controlada a 25% de saturagdo de ar. O DO foi controlado
primeiramente pela taxa de agitacéo de impulsor (400 a 1200 rpm) e posteriormente
pela taxa de aeracéo (2 a 10 litros padrao por minuto, slpm). O pH foi controlado a
6.8. NH4OH (14.5% peso/volume, p/v) e H2SO4 (20% p/v) foram usados para
controle de pH |. A presséo de retorno foi mantida a 0.5 bars. Em varios intervalos
(20, 25 e 30 horas), 5 mL de antiespumante Suppressor 7153 foram adicionados ao
fermentador para impedir a espumacéo. As células foram colhidas por centrifugacéo
8 horas apoés adicdo de IPTG e foram armazenadas a -80 °C como uma pasta de
célula .

PREPARACAO DE EXTRATO DE ENZIMA GTFJ BRUTO A PARTIR DA PASTA DE CELULA

[057] A pasta de célula acima obtida foi suspensa a 150 g/L em

50 mM de tampéao de fosfato de potassio pH 7.2 para preparar uma pasta. A pasta
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foi homogeneizada a 12,000 psi (maquina tipo Rannie, APV-1000 ou APV 16.56) e
0 homogeneizado refrigerado a 4 °C. Sob agitacdo moderadamente vigorosa, 50 g
de uma solucéo floculante (Aldrich no. 409138, 5% em 50 mM de tampao de fosfato
de sbdio pH 7.0) foram adicionados por litro de homogeneizado celular. A agitacao
foi reduzida para leve agitacdo por 15 minutos. O homogeneizado cellular foi em
seguida clarificado por centrifugagdo a 4500 rpm por 3 horas a 5-10 °C. O
sobrenadante contendo extrato de enzima gtfJ bruto foi concentrado
(aproximadamente 5X) com uma membrana de peso molecular de corte 30 quilo
Dalton (kDa). A concentragao de protéina na solucéo de enzima gftJ foi determinada
pelo teste de proteina de acido bincicroninico (BCA) (Sigma Aldrich) para ser 4-8
g/L.

PREPARACAO DE POLIMERO, SOLUCOES DE FIACAO E FIBRA

EQUIPAMENTO DE FIACAO E PROCEDIMENTO

[058] A figura 1 € um diagrama esquematico de um aparelho
adequado para uso no processo de fiacdo de fibra deste. A unidade de
engrenagem, 1, aciona um émbolo, 2, a uma taxa controlada em um pistdo
encaixado em uma célula de fiacdo 3. A célula de fiacdo pode conter conjuntos de
filtro. Um conjunto de filtro adequado inclui telas de aco inoxidavel de malha 100 e
325. Um bloco de fiacdo, 4 contém a fieira 5, e opcionalmente telas de aco
inoxidavel como pré-filtros para a fieira. O filamento extrudado 6, dali produzido é
direcionado a um banho de coagulacao liquida 7. Em todos os exemplos listados na
tabela 1 o filament foi extrudado a partir da fieira diretamente no banho de
coagulacéo liquido — o fundo da fieira foi imerso no banho.

[059] O extrudado pode ser, mas nao precisa ser, direcionado
para la e para ca através da via entre guias 8, que sao normalmente fabricadas por
Teflon® PTFE. Apenas um passa pelo banho mostrado na figura 1. Na saida do
banho de coagulacéo, 7, o filamento assim revenido 9, pode ser opcionalmente

direcionado através de uma zona de trefilagdo utilizando-se um rolo
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independentemente acionado 10, em torno do qual o filamento assim revenido é
embalado. O filamento revenido pode opcionalmente ser direcionado atraves de um
banho de extracdo 11, que permite posterior tratamento tal como extracdo de
solvente adicional, lavagem ou trefilacdo dos filamentos extrudados. O filamento
assim preparado € em seguida direcionado através de um mecanismo de
atravessamento 12, para distribuir uniformemente a fibra sobre a bobina e coletado
em bobinas plasticas utilizando-se um enrolamento 13. Em uma concretizagdo, o
processo compreende uma pluralidade de rolos independentemente acionados.

[060] Em uma concretizagéo, o rolo acionado, 10, é removido da
trajetoria de fibra mas a fibra € no entanto imersa no banho de extracdo. Os dois
séo independentes entre si. Em todos os exemplos acima o rolo acionado 10, foi
removido da trajetéria de fibra.

[061] Em uma concretizacdo, uma pluralidade de filamentos é
extrudada através de uma fieira multi-furos e os filamentos assim produzidos séo
convergentes para formar um fio. Em uma outra concretizagdo, 0 processo
compreende uma pluralidade de fieiras multi-furos de forma que uma pluralidade de
fios possa ser preparada ao mesmo tempo.

[062] Em cada exemplo, a bobina enrolada de fibra produzida foi
impregnada durante a noite em uma caneca do liquido indicado na tabela 1. A
bobina impregnada de fibra foi em seguida secada a ar por pelo menos 24 horas.
As propriedades de tragdo de fibra foram entdo determinadas de acordo com a
norma ASTM D2101-82.

[063] A célula de fiagdo, o pistdo, os tubos conectores e a fieira
foram todos feitos de aco inoxidavel.

MEDICAO DE PROPRIEDADE FiSICA DE FIBRA

[064] Propriedades fisicas tais como tenacidade, elongacéao e
modulo inicial foram medidos utilizando-se métodos e instrumentos de acordo com

a norma ASTM padrao D 2101-82, exceto que o comprimento do corpo de teste era
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de 10 polegadas. Resultados indicados séo medias em relacéo a 3 a 5 testes de fio
individuais.

[065] As propriedades fisicas foram determinadas para cada
fibra preparada. Os resultados séo mostrados na tabela 1. Estéo incluidos o denier
da fibra produzida, e as propriedades fisicas tais como tenacidade (T) em gramas

por denier (gpd), elongacéo a ruptura (E, %), e médulo inicial (M) em gpd.

GLOSSARIO DE TERMOS
Etiqueta de Periodo atual Explanacéo
coluna
Veloc.jato (fpm) | Velocidade de jato | A velocidade linear da fibra na saida da
fieira.
fpm Pés por minuto
Coag. Coagulacéo
Temp. Temperatura
NA Nao aplicavel O parametro néao se aplica a este
exemplo.
NT N&o testado
S.S.F. Fator de S.S.F. = (velocidade de
estiramento de enrolamento)/(veloc.jato)
fiacao
MeOH Metanol
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MATERIAIS
Ingrediente No. estoque Fonte
Sucrose BDH8029 VWR
Glicose G7528 Sigma-Aldrich
Dextran T-10  D9260 Sigma-Aldrich
Acido borico  B6768 Sigma-Aldrich
NaOH SX0590-1 EMD
Exempio1

PREPARACAO DO POLIMERO P1

[066] Vinte litros de solugcdo aquosa foram preparados pela
combinacao de 1000g de sucrose (VWR #BDH8029), 20 g de Dextran T-10
(Sigma #D9260), e 370.98 g de acido borico (Sigma #B6768) foram
combinados em aproximadamente 18 | de agua. 4N de solucdo NaOH
(EMD #SX0590-1) foram empregados para ajustar o pH para 7.5. Agua
adicional foi em seguida adicionada para elevar o volume total para até 20
litros. A solucdo assim preparada foi entdo introduzida com 180 ml de
extrato de enzima preparado supra e deixado descansar sob temperatura
ambiente por 48 horas. Os so6lidos poli(a(1->3) glucano) resultantes foram
coletados em um funil de Buchner utilizando-se uma tela de malha 325
sobre papel de filtro de 40 micrbmetros. A torta de filtro foi lavada com
agua desionizada e filtrada conforme acima. A lavagem com agua
desionizada foi repetida mais trés vezes. Finalmente duas lavagens com
metanol foram realizadas; a torta de filtro foi prensada no funil e secada a
vacuo sob temperatura ambiente. Rendimento: 237.68 gramas de solidos
fratura escamosa branca.

[067] Pesos moleculares foram determinados por
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cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) com um cromatégrafo
GPCV/LS 2000™ (Waters Corporation, Milford, MA) equipado com duas
colunas Zorbax PSM Bimodal-s silica (Agilent, Wilmington, DE), utilizando-
se DMAc da J.T Baker, Phillipsburg, NJ com 3.0% LiCl (Aldrich, Milwaukee,
WI) como fase mével. Amostras foram dissolvidas em DMAc com 5.0%
LiCl. Pesos moleculares médios ponderados e numéricos (Mn e Mw) foram
de 139,000 e 279,000 Daltons respectivamente.

EXEMPLO 1 SOLUCAO DE FIACAO

[068] Um frasco de vidro de gargalo grande de 250 mL foi
carregado com 25 g de polimero P1 e 225 g de 5% em peso de hidréxido
de sodio. CS2, (7.5 g), foi em seguida adicionado por uma seringa. O
recipiente foi encaixado a uma tampa e a um septo através do qual tinha
sido encaixada uma vareta de agitacdo de polipropileno. Os conteudos
foram manualmente misturados com a vareta de agitacdo e em seguida
deixados descansar sob temperatura ambiente durante a noite. No dia
seguinte a solucdo parcialmente dissolvida (limpida porém contendo uma
pequena quantidade de particulados visiveis) foi transferida para uma
célula de fiacdo e pistdo contendo pacotes de tela incluindo telas de aco
inoxidavel de malha 100 e 325. Um pistdo foi encaixado sobre a mistura
viscosa. A mistura foi em seguida bombeada em vai e vém por 13 ciclos
utilizando-se uma unidade de engrenagem motorizada em uma célula de
fiacdo equida de forma idéntica acoplada contiguamente com a primeira
célula via um acoplador feito de tubos de aco inoxidavel de % polegada.

EXEMPLOS 2 — 4: FIACAO DE FIBRA

Aproximadamente 20 horas apés a preparacao da solucéo do
exemplo 1, a solucdo assim preparada foi introduzida no equipamento de
fiacdo conforme descrito supra, com relacdo a figura 1. A solucédo foi

introduzida em uma fieira de 20 furos sendo que cada fura era

Peticéo 870190136614, de 19/12/2019, pag. 29/86



21/35

caracterizado por uma secdo transversal circular com diametro de 0.003
pol. e de comprimento 0.006 pol. A tabela 1 mostra as condi¢des de fiacéo
que foram usadas para as fibras preparadas nos exemplos 2 — 4. O
equipamento descrito na figura 1, conforme acima descrito, foi modificado
pela remocédo do rolo acionado, 10, da trajetéria de filamento nos exemplos
1-3. O estiramento de fiacdo indicado foi obtido pela operagdo do
enrolamento mais rapida do que a velocidade de jato. A solucdo de
exemplo 1 foi dosimetrada nas taxas mostradas na tabela 1 através de um
pacote de fiagdo com um conjunto de filtros consistindo em telas de 100 e
325de malha na fieira. A fieira foi imersa em um banho de coagulacdo com
agua contendo, em peso 8% de H2S04, 23% de Na2SO04, e 0.5% de ZnSOq4
. O filamento foi extrudado diretamente no banho de resfriamento rapido
verticalmente na temperatura indicada na tabela 1. Tempo de permanéncia
adicional no banho de coagulacdo de 6 pés de comprimento foi aumentado
pelo direcionamento da fibra sobre os pinos de guia adicional (8) para uma
distancia de imerséo total de 4.1 ou 11 pés como indicado. Nos exemplos 2
e 3, ap6s remocao do banho de coagulacdo os filamentos assim
coagulados foram direcionados a um enrolamento de velocidade controlada
com uma guia de atravessamento em velocidades de enrolamento
mostradas na tabela 1. No exemplo 4 os filamentos coagulados foram
direcionados a um Segundo banho de metanol para os comprimentos e a
temperatura indicados na tabela 1. Em cada exemplo, muitas centenas de
fios de fibra foram enrolados em uma bobina. Apés o enrolamento, as
bobinas de fibra de exemplos 2 — 4, foram impregnadas sequencialmente
respectivamente em banhos de 5% de NaHCO3, MeOH, e H20 por um
periodo de aproximadamente 4 horas respectivamente. A fibra foi deixada
secar a ar antes de ser submetida a medic¢des fisicas. Propriedades fisicas

foram determinadas: resultados sdo mostrados na tabela 1.
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TABELA 1

Polimer % de Taxa
solidos de Vel.jato . Segundo Vel.enrolamento T E M
Exemplo rgf de bombeamento | (fpm) Coagulagéo / Banho banho (fpm) S.S.F. (gpd) | (%) | (gpd) DENIER
’ glucano (ml/min)
Composicao |Compr.| T Compr.
Composigéo T(°C)
N (ft) [(°C) (ft)
8% H,SO, 40
2 P1 9.7 1.60 56 23% Na,SO0, 11 51 NA NA NA 126 2.3 1.0 [3.7| 60.2
0.5% ZnSO,
8% H,SO,
3 P1 9.7 1.60 56 23% Na,S0, 11 51 NA NA NA 100 2.3 1.2 4.9 60.5 75
0.5% ZnSO,
8% H,SO,
4 P1 9.7 1.60 56 23% Na,S0O4 4.1 51 MeOH 2.25 17 63 1.1 1.1 |6.8|52.8 80.0
0.5% ZnSO,
6 P2 7.3 1.50 55 5% H,S0O, 3 21 NA NA NA 61 1.1 1.0 | 3.8 | 65.6 55
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Polimer % de Taxa
sélidos de Vel.jato = Segundo Vel.enrolamento T E M
Exemplo r(e)f de bombeamento | (fpm) Coagulagéo / Banho banho (fpm) S.S.F. (gpd) | (%) | (gpd) DENIER
’ glucano (ml/min)
Composicédo |Compr. | T Compr.
Composigéo T(°C)
N (ft) [(°C) (ft)
7 P2 7.3 1.50 55 5% H,SO0, 3 21 MeOH 2.00 21 61 1.1 0.9 |45 48.2 75
47
8 P2 7.3 1.50 55 5% H,SO0, 3 22 MeOH 2.00 23 82 1.5 1.1 (4.2 | 64.6
9 P2 7.3 1.50 55 5% H,SO, 3 24 MeOH 0.50 24 104 1.9 1.0 [2.8|60.4 42
10 P2 7.3 1.50 55 Glacial Acetic| 4.3 25 MeOH 1.80 26 57 1.0 1.2 [54|704 60
50/50 Acetic
11 P2 7.3 1.50 55 4.3 25 MeOH 1.80 26 56 1.0 1.0 |2.5]| 62.7 70.0
acid/H,0 v/v
13 P2 9.85 1.50 55 5% H,SO0, 4 24 NA NA NA 50 0.9 0.8 |3.7| 50.7 115
14 P2 9.85 1.50 55 5% H,SO0,4 3.5 24 MeOH 1.15 25 60 1.1 1.3 (47| 714 75
15 P2 9.85 1.50 55 5% H,SO, 3 24 MeOH 1.30 26 80 1.5 1.1 |3.8|73.2 60
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Polimer % de Taxa
sélidos de Vel.jato = Segundo Vel.enrolamento T E M
Exemplo r(e)f de bombeamento | (fpm) Coagulagéo / Banho banho (fpm) S.S.F. (gpd) | (%) | (gpd) DENIER
’ glucano (ml/min)
Composicédo |Compr. | T Compr.
Composigéo T(°C)
N (ft) [(°C) (ft)

17 75

P3 7.33 2.10 75 5% H2S04 4.3 12 NA NA NA 72 1.0 1.3 (5.1 81
18 P3 7.33 2.10 75 5% H2S04 4.3 15 MeOH 1.5 17 72 1.0 N/A |[N/A| N/A N/A
19 P3 7.33 2.10 75 5% H2S04 4.3 16 MeOH 1.5 16 89 1.2 N/A |[N/A| N/A N/A
20 P3 7.33 1.60 50 10% H2S04 4.3 17 NA NA NA 76 1.5 1.7 (4.4 102 45
21 P3 7.33 1.60 50 10% H2S04 4.3 18 NA NA NA 100 2.0 N/A |[N/A| N/A N/A
22 P3 7.33 1.60 50 10% H2S04 4.3 18 MeOH 1.9 13 62 1.2 N/A |[N/A| N/A N/A
23 P3 7.33 1.60 50 10% H2S04 4.3 19 H20 1.66 45 33 0.7 1.8 [5.3| 85 115
25 P3 13 1.28 45 10% H2S04 4.2 24 NA NA NA 51 1.1 N/A |[N/A| N/A N/A
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Polimer % de Taxa
sélidos de Vel.jato = Segundo Vel.enrolamento T E M
Exemplo r(e)f de bombeamento | (fpm) Coagulagéo / Banho banho (fpm) S.S.F. (gpd) | (%) | (gpd) DENIER
’ glucano (ml/min)
Composicédo |Compr. | T Compr.
Composigéo T(°C)
N (ft) [(°C) (ft)
26 P3 13 1.28 45 10% H2S04 4.2 22 H20 1.83 80 27 0.6 N/A [N/A| N/A N/A
27 P3 13 1.28 45 10% H2S04 4.2 22 H20 1.83 80 50 1.1 N/A [N/A| N/A N/A
28 P3 13 1.28 45 10% H2S04 4.2 21 NA NA NA 72 1.6 N/A |N/A| N/A N/A
29 P3 13 3.20 110 10% H2S04 4.2 20 NA NA NA 58 0.5 N/A [N/A| N/A N/A
30 P3 13 3.20 110 10% H2S04 4.2 20 H20 1.67 80 58 0.5 N/A [N/A| N/A N/A
Acético
31 P3 13 0.24 38 4.2 24 NA NA NA 28 0.7 N/A |N/A| N/A N/A
glacial
NA = N&o aplicavel N/A = néo disponivel
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EMPLOS 5-11

PREPARACAO DE POLIMERO P2YY

[069] Polimero de Poli(a(1->3) glucano) foi sintetizado, lavado
e isolado utilizando-se o0s materiais e procedimentos empregados para a
preparacdo do Polimero P1 no exemplo 1 exceto que 200 ml do extrato de
enzima foi adicionado a solugcdo de sucrose/dextrano/acido borico de pH
ajustado ao inves de 180 ml. Rendimento: 246.08 gramas de sdlidos
escamosos brancos.

[070] Mn e Mw foram determinados conforme para o polimero
P1 para ser 129,000 e 270,000 respectivamente.

EXEMPLO 5: SOLUCAO DE FIACAO

[071] Um frasco de gargalo largo de 250 mL de vidro foi
carregado com 18 g de polimero P2 e 225 g de 4.5% em peso hidroxido de
sédio. CS2, (2.7 g), foi entdo adicionado por seringa. O recipiente foi equipado
com uma tampa e um septo através do qual foi encaixada uma vareta de
agitacdo de polipropileno. Os contetdos foram manualmente misturados com a
vareta de agitacdo e em seguida deixados sob temperatura ambiente durante a
noite. ApGs 72 horas a solucao parcialmente dissolvida foi transferida para uma
célula de fiacdo e pistdo contendo blocos de tela incluindo telas de aco
inoxidavel de malha 325. Um pistdo foi encaixado sobre a mistura viscosa. A
mistura foi em seguida bombeada para la e para ca por 13 ciclos com uso de
uma unidade de engrenagem motorizada em uma célula de fiagdo equipada de
modo idéntico contiguamente acoplada a primeira célula via um acoplador feito
de tubos de ago inox de % de polegadas.

EXEMPLOS 6 — 11:FIACAO DE FIBRA

[072] As fibras dos exemplos 6 — 11 foram fiadas a partir da
solucéo de fiacdo do exemplo 5, tal como as fibras dos exemplos 2 — 4, supra,

sob as condi¢cdes mostradas na tabela 1. Nos exemplos 6 — 9, o filamento foi
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extrudado diretamente em um banho de coagulacdo contendo 5% de H2SOa4
(ag.). No exemplo 10, a fibra foi extrudada diretamente em um banho de
coagulacdo contendo acido acético glacial. No exemplo 11, em 50/50 acido
acético / agua (v/v) comprimento adicional no banho de coagulacéo foi
fornecido pelo direcionamento da fibra sobre pinos de guia adicionais (8) para
uma distancia de imerséo total de 3, 4.3, ou 4.5 pés. Nos exemplos, 7 — 11,
mas ndo no exemplo 6, apds remocdo do banho de coagulacao, o filamento
assim coagulado foi direcionado através de um segundo banho (11) de metanol
em comprimentos e temperaturas indicadas na tabela 1. A fibra do exemplo 6
foi guiada diretamente ao enrolamento. Do Segundo banho, as fibras
coaguladas dos exemplos 7 — 11 foram direcionadas para o enrolamento nas
velocidades de enrolamento mostradas na tabela 1. As bobinas de fibra foram
impregnadas como nos exemplos 2 — 4.

[073] Propriedades fisicas foram determinadas; resultados
sé&o mostrados na tabela 1.

EXEMPLOS 12 - 15

EXEMPLO 12 SOLUCAO DE FIACAO

[074] Um frasco de vidro de gargalo largo de 250 mL foi
carregado com 20 g de Polimero P2 e 180 g de 4.5% em peso de hidroxido de
sédio. CS2, (3.0 g), foi entdo adicionado por seringa. O recipiente foi equipado
com uma tampa e um septo através do qual uma vareta de agitacao foi
encaixada. Os conteudos foram manualmente misturados com a vareta de
agitagdo plastica e em seguida deixados descansar por 2 dias. A solucao
parcialmente dissolvida foi transferida para um cilindro de aco inox de 300 mL
equipado telas de aco inox com malha 2x 100, malha 1x 325 e 2x 20. Um
pistdo foi encaixado sobre a mistura viscosa. A mistura foi em seguida
bombeada para la e para ca por 13 ciclos com uso de uma unidade de

engrenagem motorizada em uma ceélula de fiacdo equipada de modo idéntico
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contiguamente acoplada a primeira célula via um acoplador feito de tubos de
aco inox de 1/4 .

EXEMPLOS 13 —15: FIACAO DE FIBRA

[075] As fibras dos exemplos 13 — 15 foram fiadas a partir da
solucéo de fiagdo do exemplo 12 tal como as fibras dos exemplos 2 — 4, supra,
sob as condicdbes mostradas na tabela 1. As fibras foram extrudadas
diretamente em 5% de H2SO4 (ag.) na temperatura indicada na tabela 1. As
fiboras assim coaguladas apdés remocdo do banho de coagulacdo foram
direcionadas ao enrolamento nas velocidades de enrolamento mostradas na
tabela 1. As fibras coaguladas dos exemplos 14 e 15 foram primeiramente
passadas pelo Segundo banho conforme indicado na tabela 1. As bobinas de
fibra foram impregnadas e secadas conforme nos exemplos 2 — 4.

[076] Propriedades fisicas foram determinadas; resultados
estdo mostrados na tabela 1.

EXEMPLO 16

PREPARACAO DO POLIMERO P3

[077] Polimero de Poli(a(1=>3) glucano) foi sintetizado,
lavado, e isolado com uso dos materiais e procedimentos empregados para a
preparacao do Polimero P1 no exemplo 1 exceto que 200 ml do extrato de
enzima foi adicionado a solucdo de sucrose/dextrano/acido boérico de pH
ajustado ao invés de 180 ml. Rendimento: 228.52 gramas de solidos
escamosos brancos. Mn foi 132,000 Daltons; Mw foi 301,000 Daltons.

EXEMPLO 16 SOLUCAO DE FIACAO

[078] Um frasco de vidro de gargalo largo de 250 mL foi
carregado com 18 g de polimero P3 e 225 g de 4.5% em peso hidroxido de
sodio. O recipiente foi equipado com uma tampa e um septo atravées do qual foi
encaixada uma vareta de agitacdo de polipropileno. Os contetudos foram

manualmente misturados com a vareta de agitacdo e em seguida deixados sob
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temperatura ambiente durante a noite. CS2, (5.4 g), foi entdo adicionado por
seringa na manha seguinte. Apds a adicdo de CS:2 a solucdo parcialmente
dissolvida foi imediatamente transferida para uma célula de fiacdo e pistdo
contendo blocos de tela incluindo telas de acgo inoxidavel de malha 325. Um
pistdo foi encaixado sobre a mistura viscosa. A mistura foi em seguida
bombeada para la e para cd por 13 ciclos com uso de uma unidade de
engrenagem motorizada em uma célula de fiacdo equipada de modo idéntico
contiguamente acoplada a primeira célula via um acoplador feito de tubos de
aco inox de 1/4.

EXEMPLOS 17-23 FIACAO DE FIBRA

[079] A tabela 1 fornece as condi¢cbes de fiacdo que foram
usadas para as fibras preparadas nos exemplos 17-23. O equipamento descrito
na figura 1, conforme acima descrito foi modificado pela remocé&o do rolo
acionado, 10, da trajetodria de filamento. O estiramento de fiagéo foi obtido pela
operacdo do enrolamento mais rapida do que a velocidade de jato. A solucao
de fiacdo assim preparada foi dosimetrada nas taxas mostradas na tabela 1
através de um bloco de fiacdo com um conjunto de filtros consistindo em telas
de aco inoxidavel de malha 100 e 325 a uma fieira com 20 furos com diametro
de 003 polegadas e furos comprimento de .006 polegadas. O filamento foi
extrudado diretamente em 5% H2SO4 por exemplo 17-19 e 10% de H2SOa4 por
exemplo 20-23 na temperatura de banho de coagulagdo mostrada na tabela 1.
AplOs remocdo do banho de coagulacdo o filamento assim coagulado foi
direcionado através de um Segundo banho (11) de metanol em comprimentos
e temperaturas mostrados na tabela 1,e dai par ao enrolamento. Os filamentos
dos exemplos 17, 20, e 21 foram guiados diretamente até o enrolamento. O
segundo banho no caso do exemplo 23 foi preenchido com agua. A fiacdo de
fibra foi completada em 8 horas a partir da adicéo de disulfito de carbono.

[080] As bobinas de fibra foram impregnadas em in 5% de
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NaHCOs por 15 minutos, em seguida impregnadas em agua durante a noite. As
bobinas foram em seguida removidas e deixadas para secar ao ar antes de
serem submetidas a medicdes fisicas.

EXEMPLO 24

SOLUCAO DE FIACAO

[081] Um frasco de vidro de gargalo largo de 250 mL foi
carregado com 32.9 g de polimero P3 e 220 g de 5% em peso hidréxido de
sodio. O recipiente foi equipado com uma tampa e um septo através do
qual foi encaixada uma vareta de agitacdo de polipropileno. Os contetdos
foram manualmente misturados com a vareta de agitacdo e em seguida
deixados sob temperatura ambiente durante a noite. CSz2, (9.9 g), foi entdo
adicionado por seringa na manha seguinte. Ap6s a adicdo de CS:2 a
solugdo parcialmente dissolvida foi imediatamente transferida para uma
célula de fiacdo e pistdo contendo blocos de tela incluindo telas de aco
inoxidavel de malha 325. Um pistdo foi encaixado sobre a mistura viscosa.
A mistura foi entdo bombeada para la e para cé por 11 ciclos com uso de
uma unidade de engrenagem motorizada em uma célula de fiacao
equipada de modo idéntico acoplada contiguamente com a primeira célula
via um acoplador feito de tubos de aco inoxidavel de ¥ de polegada.

EXEMPLOS 25- 31

FIACAO DE FIBRA

[082] A tabela 1 fornece as condicdes de fiacdo que foram
usadas para as fibras preparadas nos exemplos 25-31. O equipamento
descrito na figura 1, conforme descrito acima, foi modificado pela remocgao
do rolo acionado, 10, da trajetoria de filamento nos exemplos 25-27.
Estiramento de fiacdo foi obtido pela operacdo do enrolamento mais rapida
do que a velocidade de jato. A solucdo de fiagdo assim preparada foi

dosimetrada nas taxas mostradas na tabela 1 através de um bloco de
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fiagdo com um conjunto de filtro consistindo em telas de aco inoxidavel de
malha q00 e 325 para uma fieira de 20 furos com diametro de .003
polegada e furos de comprimento de .006 polegadas. O filamento foi
extrudado diretamente em 10% de H2SOs4 nos exemplos 25-30 e &cido
acético glacial no exemplo 31 na temperatura de banho de coagulacao
mostrada na tabela 1. Apd6s remocdo do banho de coagulacdo os
filamentos assim coagulados dos exemplos 26, 27, e 30 foram direcionados
através de um segundo banho (11) de agua em comprimentos e
temperaturas mostradas na tabela 1, e dai para o enrolamento. Os
filamentos dos exemplos 25, 28, 29, e 31 foram guiados diretamente ao
enrolamento e nédo foram passados pelo segundo banho. A fiacdo de fibra
foi completada em 8 horas a partir da adicdo de dissulfito de carbono a
solucao de fiacao.

[083] As bobinas de fibra foram impregnadas em 5% de
NaHCOs durante a noite, e em seguida impregnadas em agua por mais um
dia . As bobinas foram removidas e deixadas secar ao ar antes de serem
submetidas a medices fisicas.

EXEMPLOS 32 - 44, E EXEMPLOS COMPARATIVOS A - W

[084] 36 solucbes foram preparadas para definir os
parametros de solugcdo que resultaram em solucdes adequadas para a
flacdo de fibra. Para cada um dos exemplos 32-44 e exemplos
comparativos A - W, frascos de vidro de 40 ml foram carregados com o
hidroxido de metal alcalino aquoso mostrado na tabela 2. A concentracao
da solucdo de hidroxido de metal alcalino em % em peso e a quantidade
daquela solugéo de hidroxido de metal alcalino também aprecem indicados
na tabela 2. 2 g de Polimero P1 foram entdo adicionados a cada frasco.
Dissulfito de carbono (CS2) foi adicionado na quantidade mostrada na

tabela 2 e o frasco foi equipado com um septo através do qual foi
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encaixada uma vareta de agitacdo de polipropileno. Os conteudos foram
manualmente misturados com o agitador plastico e foram deixados
descansar sob temperatura ambiente por pelo menos 12 horas com mistura
intermitente. As designacbes de solubilidade na tabela 2 foram
determinadas por inspec¢do visual. Uma solugédo limpida foi considerada
completamente dissolvida; uma solucdo limpida com algumas particulas
pequenas que flutuam em redor também foi considerada dissolvida;
considerou-se que uma solucao parcialmente dissolvida poderia ser levada
a completa dissolugcdo sob mistura mais intensa. Uma solucdo turva com

bastante particulas ndo dissolvidas foi considerada nao dissolvida.

TABELA 2
~ Solidos
Solucdo CS2 | de -
Exemplo # [NaOH] NaOH Solubilidade
peso (g) (9) | glucano
(%)
32 4.5% em peso | 25,00 1,8 | 6,94 Sol
33 4.5% em peso | 18,00 1,8 | 9,17 Sol
34 4.5% em peso | 14,75 1,8 |10,78 Sol
35 4.5% em peso | 25,00 0,6 |7,25 Sol
36 4.5% em peso | 18,00 0,6 (9,71 Sol
37 4.5% em peso | 14,75 0,6 |11,53 Sol
38 4.5% em peso | 25,00 0,3 |7,33 Sol
39 4.5% em peso | 18,00 0,3 19,85 Sol
40 4.5% em peso | 14,75 0,3 |11,73 Sol
41 5% em peso 25,00 1,8 | 6,94 Sol
Ex.comparativo A | 5% em peso 18,00 1,8 | 9,17 Ins
Ex.comparativo B | 5% em peso 14,75 1,8 |10,78 Ins
42 5% em peso 25,00 0,6 |7,25 Sol
Ex.comparativo C | 5% em peso 18,00 0,6 |9,71 Ins
Ex.comparativo D | 5% em peso 14,75 0,6 |11,53 Ins
43 5% em peso 25,00 0,3 7,33 Sol
44 5% em peso 18,00 0,3 19,85 Sol
Ex.comparativo E | 5% em peso 14,75 0,3 | 11,73 Ins
Ex.comparativo F | 6% em peso 25,00 1,8 | 6,94 Ins
Ex.comparativo G | 6% em peso 18,00 1,8 | 9,17 Ins
Ex.comparativo H | 6% em peso 14,75 1,8 |10,78 Ins
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~ Solidos
Solucdo CS2 | de -
Exemplo # [NaOH] NaOH Solubilidade
peso (g) (9) | glucano
(%)
Ex.comparativo | | 6% em peso 25,00 0,6 |7,25 Ins
Ex.comparativo J | 6% em peso 18,00 0,6 |{9,71 Ins
Ex.comparativo K | 6% em peso 14,75 0,6 | 11,53 Ins
Ex.comparativo L | 6% em peso 25,00 0,3 |7,33 Ins
Ex.comparativo M | 6% em peso 18,00 0,3 9,85 Ins
Ex.comparativo N | 6% em peso 14,75 0,3 | 11,73 Ins
Ex.comparativo O | 7.5% em peso | 25,00 1,8 | 6,94 Ins
Ex.comparativo P | 7.5% em peso | 18,00 1,8 | 9,17 Ins
Ex.comparativo Q | 7.5% em peso | 14,75 1,8 | 10,78 Ins
Ex.comparativo R | 7.5% em peso | 25,00 0,6 |7,25 Ins
Ex.comparativo S | 7.5% em peso | 18,00 0,6 9,71 Ins
Ex.comparativo T | 7.5% em peso | 14,75 0,6 |11,53 Ins
Ex.comparativo U | 7.5% em peso | 25,00 0,3 |7,33 Ins
Ex.comparativo V | 7.5% em peso | 18,00 0,3 19,85 Ins
Ex.comparativo W | 7.5% em peso | 14,75 0,3 | 11,73 Ins

EXEMPLO 45: DETERMINACAO DE FORMACAO DE XANTATO DE GLUCANO E

DECOMPOSICAO COM USO DE ESPECTROSCOPIA NMR

[085] 2 g de poli(a(1->3) glucano) foram dissolvidos em 25 ml
de hidréxido de sédio aquoso (4.5% em peso). Apés completar a dissolugéo ,
0.6 g de dissulfito de carbono foram adicionados e a mistura assim formada foi
em seguida mecanicamente agitada e imediatamente transferida com uso de
uma seringa e agulha em um tubo de amostra OD de 4.1 mm especial vendido
pela New Era Enterprises, Inc. O tubo foi capeado e reduzido a um tubo NMR
de 5 mm. 7 polegadas padrdo que continha 60uL de D20 como solvente de
bloqueio NMR. Esses tubos concéntricos foram colocados em uma pequena
centrifuga, de bancada e fiados por varios minutos para levar a amostra até o
fundo do tubo interno e para eliminar todas as bolhas de ar da amostra. Os
tubos NMR foram removidos da centrifuga e colocados no magneto de um
espectrometro Bruker 500 MHz Avance Il equipado com uma criosonda 5mm

CPDUL com gradientes z. A sonda foi sintonizada e o magneto foi calcado
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antes de dar inicio a série de testes consecutivos para investigar a formacao e
degradacédo de poli(a(1->3) glucano). Cada teste foi adquirido com uso de
sequéncia de pulso zgig Bruker com largura espectral de 33333.3 Hz (265.0
ppm), deslocamento de transmissor de 160 ppm, e pontos de dominio de
tempo 32768 para um tempo de aquisicdo de 0.4916 segundos. Um atraso de
3 segundos foi usado entre pulsos e 3000 varreduras foram adquiridas para
cada teste fornecendo um tempo total de 2 horas e 56 minutos para cada teste.

[086] Para suprimir um rolo de linha de base e obter integrais
e pico melhores os dados digitais de cada teste foram convertidos em dados
analogos de forma que pudesse ser feita uma predicdo linear retroativa. Os
primeiros 12 pontos de cada jogo de dados foram recolocados com uso de
processamento de dados de predicao linear de Bruker com base nos primeiros
1024 pontos de dados.O decaimento de inducao livre também foi multiplicado
por uma funcéo exponencial 2.0 Hz antes de ser transformado. Para determinar
0 grau de substituicdo de xantato a area integral para o carbono de xantato
centrada em 232.5 ppm, foi comparada a area integral (ajustada para 1.00)
para os carbonos anoméricos de glucano C1 e 95.6 — 100.9 ppm, usados como
calibracdo interna. Em nenhum ponto desta série de testes observou-se sinal
para o 13 C de CS:2 livre (193.7ppm) embora estivessem presentes sinais de
tritiocarbonato de sodio (269.4ppm) e carbonato de sédio (168.4ppm) como
subprodutos da degradacdo de xantato de glucano no curso do tempo.
Resultados s&o mostrados na Tabela 3.

TABELA 3

Tempo

transcorrido grau de
(hs.) xantogenagao
0 0,64 (est.)

3 0,61
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Tempo

transcorrido grau de
(hs.) xantogenacgao
6 0,52

12 0,43

24 0,23

36 0,15

54 0,04
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REIVINDICACOES

1. SOLUCAO, caracterizada por compreender 0,75 a 2 molar de
hidréxido de metal alcalino aquoso e um teor de sélidos de 5 a 20% em peso
de poli(a(1—3) glucano) xantado; sendo que o peso molecular numérico
ponderal do poli(a(1—3) glucano) xantado é de pelo menos 10.000 Da; em que
pelo menos 90% em mol das unidades de repeticdo no poli(a(1—3) glucano)
xantado sdo unidades de repeticdo de glicose e pelo menos 50% das ligacdes
entre as unidades de repeticdo de glicose séo ligacdes de glicose a(1—3), e
sendo que o grau de xantogenacdo do poli(a(1—3) glucano) situa-se na faixa
deO,l1al.

2. SOLUCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo teor de solidos de poli(a(1—3) glucano) xantado situar-se na faixa de 7,5 a
15%.

3. SOLUCAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo hidroxido de metal alcalino ser NaOH.

4. SOLUCAO, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizada
pela concentracdo de NaOH ser de 1.0 a 1.7 molar.

5. SOLUCAO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
por no poli(a(1—3) glucano) xantado 100% das ligagbes entre unidades de
repeticao de glicose serem ligacdes a(1—3) glicosideo.

6. SOLUCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo peso molecular numérico ponderal do poli(a(1—3) glucano) xantado situar-
se na faixa de 40.000 — 100.000 Da.

7. PROCESSO, caracterizado por compreender a formacéo de
uma solucéo por dissolucdo em 0,75 a 2 molar de hidroxido de metal alcalino
aquoso, CSz, e 5 a 15% em peso do peso total da solucdo resultante de
poli(a(1—3) glucano, apresentando um peso molecular numérico ponderal de

pelo menos 10.000 Da, em que pelo menos 90% em mol das unidades de
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repeticdo no poli(a(1—3) glucano) séo unidades de repeticdo de glicose e pelo
menos 50% das ligacbes entre as unidades de repeticdo de glicose sé&o
ligacdes de glicose a(1—3), fazendo com que dita solucdo escoe através de
uma fieira, formando assim uma fibra; e colocando em contato a dita fibra com
um coagulante liquido acidico; sendo que em dito processo a razdo em peso
de CS:2 para poli(a(1—3) glucano) situa-se na faixa de 0,1 a 1,0.

8. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado por de 7,5 a 15% em peso de poli(a(1—3) glucano) estar
dissolvido em dita solucéo.

9. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo hidréxido de metal alcalino ser NaOH.

10. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado pela concentracédo de NaOH ser 1,0 a 1,7 molar.

11. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado por no poli(a(1—3) glucano) 100% das unidades de repeticéo
serem glicose, e 100% das ligacdes entre unidades de repeticdo serem
ligacdes a(1—3) glicosideo.

12. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado por também compreender permitir a solu¢cdo descansar por um
periodo de 1 a 8 horas antes da fiagao.

13. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado por o poli(a(1—3) glucano) apresentar um peso molecular
numerico ponderal na faixa de 40.000 — 100.000 Da.

14. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 7,

caracterizado pelo CS2 ser adicionado por ultimo.
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