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thomonas, tipicamente Xanthomonas campestrisgs Este hetero-po-

Descrigao referente a patente
de invengao de PFIZER INC.,
norte-americana, industrial,
estabelecida em 235 East 42nd
Street, New York, N.Y. 10017,

Estados Unidos da Ameérica, (in

ventor: Bruce L. Dasinger, re-
sidente nos E.U.A), para "PRO-
CESSO PARA A PREPARACAO DO HE-
TEROPOLISSACARIDO 105-4".

DESCRICAO

A presente invengao pertence ao cam-
po dos poli-sacaridos microbianos. Em particular, os polissa-
caridos que interessam existem sob a forma de hétero-polissa-
caridos exocelulares que sao de elevado peso molecular, geral
mente lineares ou ramificados, constitufdos por hidratos de
carbono que cont&m duas ou mais espécies diferentes de monos-
sacaridos, que formam unidades que se repetem e que sao poli-
merizadas

Estes hetero-polissacaridos sao lar-
gamente utilizados na agricultura e numa larga variedade de
aplicagaes industriais, incluindo a industria alimentar, a in
dustria de perfuragao de pogos, a inddistria de tintas, etc.

A procura comercial destes hétero-polissacaridos continua a

aumentar.

Un dos hétoro-polissacaridos mais

largamente utilizados & o xantano ou a goma de xantano, que &

produzida durante a fermentagao por bactérias do género Xan-




lissacarido de xantano contém glucose, manose e acido glucuro
nico. Varias utilizagoes industriais da goma de xantano sao
conhecidas, como se refere, por exemplo, nas Patentes de In-
vengao Norte-Americanas niimeros 3 326 e & 244 826.

Outra classe de hétero-plissacaridos
largamente utilizada e constitulda pelos succino-glicanos,
uma classe de hetero-polissacaridos exocelulares produzidos
por bactérias dos géneros Alcali enes, Agrobacterium e Pseudo

menas. Estes succino-glicanos conté@m galactose, glucose e pro

porgoes variaveis de reslduos de acidos como piruvato, succi-

nato e acetato.

As utilizagoes industriais destes
succino-glicanos sao também largamente conhecidas, por exem-
plo, por meio do Pedido de Patente Europeia Numero 040445 e
das Patentes de Invengao Norte-Americanas Nimeros 4 339 239,
4 347 289 e 4 298 795,

A Figura 1 representa a viscosidade

das varias solugoes do hétero—polissacﬁrido 105-4,

A presente invengao refere-se a um
hétero-polissacarido designado hétero-polissacarido 105-4,
que contém manose, galactose e glucose na proporgao molar
aproximada de 1,3 : 1 : 3,6, contendo ainda, com base no peso
do polissacarido, entre cerca de 10 e cerca de 257 em peso de
acido urdnico e desde cerca de 10 a cerca de 15% em peso de

grupos acetato.

De acordo com uma outra forma de rea
lizagao, a presente invengao compreende um hétero-polissacari
do produzido por uma espécie de Pseudomonas ATCC 53923 e de-
signado hétero-polissacarido 105-4, contendo o referido polis
sacarido manose, galactose e glucose na proporgao molar apro-
ximada de 1,3 : 1 : 3,6 e contendo o mencionado polissacarido

ainda, com base no peso do polissacarido, entre cerca de 10 e
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cerca de 257 em peso de grupos do acido uronico e entre cerca

de 10 e cerca de 157 em peso de grupos acetato.

A presente invencao compreende tam-
bém um processo para a preparagao de um hétero-polissacarido
que contém manose, galactose e glucose na proporgao molar
aproximada igual a 1,3 : 1 : 3, contendo também o referido
polissacarido, com base no peso do polissacarido, eatre cerca
de 10Z e cerca de 25% em peso de acido urdnico e cerca de 10%
e cerca de 157 em peso de grupos acetato que compreende tam-
bém desenvolver-se a espécie Pseudomonas ATCC 53923 num meio
nutritivo aquoso por fermentagao aerobica de uma fonte assimji
lavel de carbono. |

Preferem-se os meios nutritivos aquo
sos que cont&m ioces fosfato inorgdnicos compreendidos dentro
do intervalo desde cerca de 0,01 a cerca de 1 grama por litro
de fosfato.

As utilizagoes preferidas do hétero-
-polissacarido 105-4 sao como agente espessante ou estabili-

zante num meio que contém pelo menos uma fase 1iquida aquosa.,
A especie Pseudomonas que produz o
hétero-polissacarido 105-4 foi isolada de uma amostra de solo

colhida em Guique (Carabobo), na Venezuela.

O hétero-polissacdrido produzido por

Pseudomonas ATCC 53923 & composto principalmente por hidrato

de carbono com 10 a 157 em peso de grupos acetilo substituin-
tes. A parte constituida por hidratos de carbono & composta
por cerca de 10 a cerca de 25% em peso de acido uronico (cal-
culado como acido glucuronico) e manose, galactose e glucose
na proporgac aproximada de 1,3 : 1 : 3,6.

Com o fim de determinar a composigao
do polissacarido, obteve-se polimero purificado diluindo o




caldo de fermentagao vinte vezes com agua destilada, separan-
do as células por centrifugagao a 18.000 x g durante trinta
minutos, adicionando cloreto de sodio a 0,17 em volume e pre-
cipitando o polimero por adigao de 3 volumes de isopropanol

com base no volume da solugao diluida do polimero.

Separou-se o precipitado polimérico
por filtragao através de cem malhas e lavou-se com repolpagao
en 100 ml de isopropanol a 70% seguida de filtragao. Colectou
-se o material e secou-se por liofilizagao ate peso constante
(geralmente, quarenta ‘e oito horas). Hidrolisou-se o polime-
ro ou com acido sulfurico ou com acido trifldor-acético proce

dendo como se descreve seguidamente.

Dissolveram-se 10 mg do polimero pu-
rificado em 2 ml de agua destilada com agitagao rapida. Para
hidrolise com acido sulfdrico, adicionaram-se 2 ml de acido
sulfurico 4 N e aqueceu-se a solugao numa amplola de vidro fe
chada, a 100°C, durante dezasseis horas. Arrefeceu-se a solu-
;Eo resultante, neutralizou-se com hidroxido de bario e ajus~
tou-se o pH de modo a estar compreendido entre 5 e 6 com dig-

xido de carbono solido (gelo seco).

Para realizar a hidrolise com acido
triflior-acético (TFA), adicionaram-se 2 ml de TFA 4 molar e
aqueceu-se a solugao numa amplola de vidro fechada durante
quatro horas a 120°C. Eliminou-se o TFA por evaporagao sob va
cuo a temperatura ambiente sobre hidréxido de sodio durante
a noite. Os vestigios de TFA foram eliminados repetindo dois
ciclos de dissolugao do residuo em dgua destilada e aquecendo

a secura sob vacuo.

Os agucares neutros e o acido uroni-
co foram ainda identificados por tentativas por cromatografia
em papel descendente usando papel Whatman 3MM. Revelou-se o
cromatograma utilizando um sistema dissolvente composto por

butanol, acido acético glacial e dgua, na proporgao de




6 : 4 : 3. Os cromatogramas foram secos ao ar e tratados com
uma solugao preparada misturando 0,1 ml de uma solugao aquosa
saturada de nitrato de prata em 20 ml de acetona. Os agucares
e o acido uronico reagem com o nitrato de prata para propor-
cionarem manchas cinzentas ou negras dependendo da concentra-
g¢ao. As manchas foram identificadas por cromatografia usando
padroes de agicar e de acido urdnico. As localizagoes das man
chas eram consistentes com uma composigao constitulda por ma-
nose, galactose, glucose e acido glucurdnico. Os agicares pre
sentes no produto da hidrolise foram identificados e qualifi-
cados por cromatografia gas-l1iquido dos derivados de acetato
de alditol (Hisamatsu e col., Carb. Res. 61, 89 (1978)).

Com ambos os processos de hidrdlise
(isto e, com H2304 ou com TFA), obteve-se uma proporgao de ma
nose : galactose : glucose compreendida entre cerca de
1,3 : 1 : 3,6. Os substituintes do acido orgénico do polimero
105-4 foram ensaiados depois da sua separagao por hidrolise
com acido diluldo (dcido sulfiarico 2 N, 100°C, sessenta minu-

tos), procedendo de acordo com a maneira descrita por Hisama-

tsu supra.

A separagao realizou-se por cromato-
grafia isocratica com permuta de catioces (Biorad Aminex HPX-
-87H), utilizando uma fase movel constituida por HZSO& 0,013
N, com detecgao por ultravioletas a 206 manometros. O acetato
era o unico substituinte a cerca de 10 até cerca de 157 em pe
so do polimero. Determinou-se o acido urdnico pelo processo
de Blumenkrantz e Asboe-Hansen, Anal. Biochenm 54, x 484 (1973)
Encontrou-se uma gama de 10 - 257 (calculada como acido glucu

ronico).

0 polimero 105-4 é extremamente efi-
caz como agente de formagao de viscosidade em meios aquosos.
Devido a este facto, assim como a sua pseudo-plasticidade, a
sua compatibilidade com agua doce, agua de elevada salinidade

e salmouras de elevada dureza, ele tem utilidade como agente
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espessante, agente estabilizante e auxiliar de suspensao numa
larga variedade de aplicagoes, mas nao se limitando, a deter-
gentes 1iquidos, agentes de limpeza industriais, agentes de-

sinfectantes, aerossois para combate a incé&ndios, perfuragoes
de pogos e fluidos de completamento, tintas de latex e produ-

tos de higiene pessoal.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Maneira de proceder de fermentagao para a produgao do hétero-
—polissacarido 105-4.

A. Manutengao da Cultura

A espécie Pseudomonas ATCC 53923 de-
senvolve-se bem no meio descrito na Tabela 1. Utilizou-se o
mesmo meio, com variagoes minimas como se especifica mais a-
baixo, para a preparagao de semente de fermentagao e para o

meio de fermentagao da ultima operagao.

TABELA 1

Meio de placa de agar para a manutencao e purificacao da cul-

tura

Glucose 32

KHZPO4 0,012

Extracto de levedura 0,025%

MgSOa.7H20 ‘ 0,025%

NH4N03 0,092

CaCO3 0,52

Solucao de metais vestigiais 0,5 ml/litro de meio
Agar 1,8%




Composicao da solugao de armazenagem de metais vestigiais:

Ingrediente mg/l de agua destilada
fcido bérico 285

MnC12.4HZO 1800

FeSOA.7H20 1360

Tartarato de soédio 2098

CuC12 26,9

Zn012 20,8

C0C12.6320 74,0

N82M004.2H20 25,2

Dissolveram-se ou suspenderam-se os
ingredientes em agua destilada e esterilizou-se a mistura por
aquecimento em autoclave a 121°C durante trinta minutos. De-
pois de se arrefecer ate 50°C, colocou-se o meio de agar em

placas de Petri. As coldonias de Pseudomonas Sp. ATCC 53923 de

senvolvidas durante trés dias a 30°C eram brancas, subidas e

com consisténcia de borracha.

B. Pregaraggo da semente

0 meio foi o mesmo que se indicou na
Tabela 1, com a excepgao de se ter omitido agar e se ter redu
zido o teor de CaCO3 para 0,3%Z. Preparou-se o meio e distri-
buiu-se pelos varios baloes (100 ml de meio em cada balao de
300 ml). Os baloes foram esterilizados por aquecimento em au-
toclave a 121°C durante trinta minutos. Depois de se arrefece
rem, os baloes foram inoculados com uma quantidade de uma cul
tura com a idade de trés dias de uma placa de agar. Os baloes
foram incubados a 30°C com sacudidelas a 200 rotagoes por mi-
nutos durante vinte e quatro horas e transferiu-se 1 ml de
cultura para novos baloes de sementeira (indculo do segundo
andar) com composicao id&ntica e com volume idéntico que foram
incubados com sacudidelas a 30°C durante quarenta e oito ho-

ras.
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C. Meio de produgao para a fermentagao

0 meio, foi o mesmo que se indicou
na Tabela 1, com a excepgao de se terem omitido o agar e o
CaCO3 e o volume se basear no volume inoculado do fermentador,

como se descreve abaixo.

Preparou-se o meio e introduziu-se
num fermentador New Brunswick de 15 litros, procedendo como
se descreve seguidamente. Misturaram-se os ingredientes neces
sarios para 10 litros de meio (omitindo a glucose) em 8,5 1i-
tros de agua destilada. Ajustou-se o pH do meio de modo a ser
igual a 8,1 com hidroxido de sddio. Esterilizou-se o conteiido
do fermentador por aquecimento em autoclave a 121°C durante
uma hora. Esterilizou-se separadamente 1 litro de uma solugao
de glucose a 30% a 121°C durante uma hora e adicionou-se ao

fermentador em condigoes assépticas. Inoculou-se o fermenta-

“dor com 0,5 litros de indculo proveniente do indculo do segun

do andar. Manteve-se a temperatura de fermentagao igual a 30°C
e o caudal de ar foi igual a 3 litros por minuto. Manteve-se

o pH compreendido entre 6,5 e 7,5 durante a fermentagao por
adigao de hidroxido de s4dio usando um controlador de pH New
Brunswick. A velocidade inicial de agitagao foi igual a 300
rotagoes por minuto, que foi elevada para 400 e 500 rotagoes
por minuto ao fim de vinte e quatro e quarenta e oito horas,
respectivamente. Terminou-se a fermentagao ao fim de 72 - 96
horas.

A viscosidade do caldo de fermenta-
¢ao medida com o viscosimetro Brookfield, de modelo LVT, com
haste numero 4, a 30 rotagoes por minuto, estava compreendida
entre 9.000 e 14.000 centipoise. Preservou-se o caldo do fer-
mentador adicionando-lhe 3.000 ppm de formaldeido ou de outro
biocida apropriado.

A concentragao do polimero. determi-

nada por precipitagao em isopropanol de uma preparagao clari-
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ficada para remover as células, era igual a 0,8Z. A viscosida
de de uma solugao com 1.425 ppm em solugao contendo 500 ppm
de cloreto de sodio era igual a 1.000 cps a 5,1 segundo
usando um viscosimetro Fann, modelo numero 35A e um agitador

B-1 com rotor R-1.

Classificagao ATCC

Morfologia

Esta estirpe & constituida por um
bastonete movel Gram-negativo. Os flagelos sao monotricosos
polares. As colonias sobre o agar nutritivo sao uniformes,
completas e brilhantes e aderem ao agar. Nos meios 1{quidos,
forma-se uma pelicula floculenta a superficie. Quando desenvol
vidas em meio deficiente de azoto, as celulas contém inclusoces
de poli-B-hidroxi-butirato. Nao se formam pigmentos fluores-
centes em piocianina.

Fisiologia e Bioguimica

Gram positivo ~ Hidrolise de amido +
Gram negativo + Gelatinase +
Gram variavel - Hidrolise de Tween 20 +
Movel a temperatura ambiente + Hidrolise de Tween 80 +
Flagelos peritricosos - Indol -
Flagelos lofatricosos - Desenvolvimento em

citrato de Simmons
Flagelos monotricosos + Urease
Flagelos laterais - Redugao de nitrato a

nitrito -
Desenvolvimento a 4°C - Redugao de nitrito ' -
Desenvolvimento a 25°C + Redugao de nitrato

a azoto -
Desenvolvimento a 30°C + Sulfureto de hidrogeé-

nio (TSI) -
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Desenvolvimento a 37°C + Lysina-descarboxilase -
Desenvolvimento a 41°C + Arginina (Mollers) -
Fluoresceina produzida - Ornitina-descarboxi-

lase -
Piocianina produzida - Desanimagao fenil

alamina -
Laranja difusivel - Lecitinase W
Amarelo difusivel - Fosfatase +
Purpura difusivel - Catalase +
Vaerde nao difusivel - Oxidase +
Outros pigmentos nao difusiveis - Desenvolvimento em

‘ malonato como SCS +

Pigmento de melanina produzido + dl-hidroxibutirato
Desenvolvimento a pH 6,0 + Acumulagao em PHB +
Desenvolvimento em NaCl
a 3% - Desenvolvimento em 0,05%
Desenvolvimento em NaCl de cetrimida
a 6,52 - Degradagao de testostero

na -
Desenvolvimento em agar de
MacConkey + 3-Cetolactose a partir

de lactose -
Desenvolvimento em agar com + Desenvolvimento de
leite desnatado Mucoide em agar com

glucose agar +
Hidrolise de Esculina W Oxidagao de gluconato -
Hidrolise de casefna + Desenvolvimento em

acetato como SCS

Degradagao de tirosina +

W = fracamente positivo

Reacgoes de fermentagao oxidante em meio de

Hugh e Leifson

- 10 -
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Kcido a partir de:
L-arabinose
celobiose
etanol

D-frutose

D-glucose Aerobico

D-glucose Anaerdbico
pH alkaline em D-glucose

Kcido a partir de:
glicerol

i-inositol
lactose
maltose
D-manitol
D-manose
L-ramnose
D-ribose
sacarose
trehalose
D-xilose
Controlo

+ = acido

- = gsem alteragao

+ - acido
- - auséncia de alteragao

K - reacgao fortemente alcalina

2 £ N X X

N E NN 5 ™M+ 8+ RN

K =

W =

reac¢ao alcalina

forte

acido na superf]
cie mas alguma
reacgao alcalina

no corpo do tubo

W - acido sobre a superficie mas alguma reacgao alcalina re

sidual no corpo do tubo.

- 11 -




Fontes de carbono unicas em

base mineral de Stanier

L-arabinose
celobiose
D-frutose
D-glucose
lactose
maltose
D-manitol
L-ramnose
D-ribose
D-sorbitol
sacarose
trehalose
citraconato
D-gluconato
M-hidroxibenzoato
2-Cetogluconato
DL-lactato
L-malato
pelargonato
propionato
quinato
succionato
L-tartarato
valerato
B-alanina
D-A-alanina
betaina

Comentarios

ta estirpe com os dados da estirpe ATCC e os dados da litera-

o+ 4+ o+ o+

+ +

D-xylose
adonitol
eritaritol
glicerol

etanol
geraniol

i-inositol
acido sebacico
acetamida
adipato
benzoato
butirato
glicina

L-histidina

DL-norleucina

L-prolina

D-triptofano

L-valina

DL-arginina
benzilamina
butilamina
putrescina
mesoconato

DL-glicerato

L-triptofano

Metanol

A comparagao das caracteri{sticas des

tura nao sao totalmente idénticos.

12 -
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A estirpe parece a Pseudomonas sola-
nacearum no que diz respeito ao seu aspecto nutricional, mas
nao nas suas propriedades bioquimicas, particularmente, a hi-
drolise de casefna, amido e gelatina em redugao de nitratos.
A P. solanacearum é descrita como tendo um a quatro flagelos

polares, enguanto o 105-4 isolado tem apenas um flagelo polar.

Exemplo 2

Na Tabela 2, mostram-se as invulgar-
mente elevadas viscosidades obtidas com solugoes 0,1 a 1,02
de 105-4 a pequena taxa de corte (TDS = sais dissolvidos to-
tais). A natureza elevadamente pseudoplastica ou de liquefa-
¢ao por corte das solugoes de 105- 4, que proporciona elevadas
viscosidades a pequenas taxas de corte para boa suspensao de
solidos, assim como Pequenas viscosidades a elevadas taxas de
corte para facilidade de mistura e bombagem, estao representa
das na Figura 1.

Esta Figura também mostra a excelen-
te compatibilidade e intensidade de espessamento de 105-4 conm

salmouras de salinidade muito elevada e dureza.

Por exemplo, prepararam-se solugoes
num misturador Waring(R) por adigao lenta de biopolimero num
vortex (mantido por ajustamento continuo da tensao do regsta-
to do misturador) do dissolvente, seguido de dois minutos de
corte a 50 volt. As viscosidades das solugoes foram medidas

com reometro da firma Haake Instruments, modelo RV20.

Exemplo 3

Verificou-se que a produgao do poli-
mero 105-4 era sensivel 3 concentragao do fosfato presente no

meio de produgao de fermentagao. 0Os resultados indicados na

- 13 -
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Tabela 3 confirmam esta sensibilidade.

TABELA 3

Efeito da concentragao de fosfato sobre a produgao de polimero

Concentragao de fosfato 1 Polimero produzido
g/1 (w/w) 2
0,07 1,31
0,30 0,39

l. - Expressa como PO4
2. - Fermentagao efectuada como se descreveu no Exemplo 1,

com a diferenga de ter variado a concentragao de fosfa

tos.

REIVINDICACOES

- 18

Processo para a preparagao de um he
teropolissacarido designado 105-4, contendo o referido polis-
sacarido manose, galactose e glucose na proporgao molar apro-
ximada de 1,3 : 1 : 3,6, contendo o referido polissacarido
também como base no peso do polissacarido, desde cerca de 10
a cerca de 257 em peso de acido urdnico e de cerca de 10 a |

cerca de 15% em peso de grupos acetato, caracterizado por com

preender cultivar-se a espécie Pseudomonas ATCC 53923 num meio

nutriente aquoso por fermentagao aerdbia de uma fonte de car-
bono assimilavel.

- 14 -
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Processo de acordo com a reivindica
;50 1, caracterizado por o meio aquoso nutriente conter iao
fosfato inorg8nico deatro do intervalo de 0,001 - 1 grama por
litro.

- 33 _

Processo de acordo com a reivindica
sao 1, caracterizado por o meio nutriente aquoso conter iao
fosfato inorginico numa quantidade menor do que 0,5 gramas/1i
tro.

- 48 .

Processo para espessar, suspender
ou estabilizar um sistema 1iquido caracterizado por compreen-
der incorporar-se uma quantidade de espessamento, suspensao
ou estabilizagao de um heteropolissacarido quando preparado
de acordo com a reivindicacao 3.

A requerente reivindica a priorida-
de do pedido norte-americano apresentado em 25 de Julho de
1989, sob o nimero de série 384,939.

Lisboa, 24 de Julho de 1990
0 AGENTE OFICiaL DA PROPRIEGADE LapiStRial
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DO HETEROPOLISSACARIDO 105-4"

A invengao refere-se a unm processo
Para a preparacao de um heteropolissacdrido designado 105-4,
contendo o referido polissacarido manose, galactose e glucose
na proporgao molar aproximada de 1,3 : 1 : 3,6, contendo o re
ferido polissacarido também como base no peso do polissacari-
do, desde cerca de 10 a cerca de 25% em peso de acido urénico
e de cerca de 10 a cerca de 15% em peso de grupos acetato,
que compreende cultivar-se a espécie Pseudomonas ATCC 53923
num meio nutriente aquoso por fermentacao aerobia de uma fon-
te de carbono assimilavel.
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