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Hoja nGm, 1

Descripcibn detallada -de la invencién

e

BEn la presente invencién se toma un microorganig~
mo nuevo separado del fTerreno, Bacillus lentus, y se culti-
va en un medio de cultivo que tiene diversos carbohidratos
como fuente de carbono; luego se hace que se pmdui&é.n PO~
lisacéridos de gran viscosidad en el medio liquido de cul-
$ivo, siendo el objeto derivar polisacéridos fcidos de Te—
sisteﬁcia superior a &4cidos, élcalis y calor, a partir de '
materiales baratos, por wn método aplicable indus“bria]men--’f'
te, con facilidad y gran rendimiento.

Los polisacéridos, junto con &4cido nuecleico, pro--
teinas y 1{pidos, son constituyentes que desempefian una
funcién vital en una familia/serie de altos polimeros de
los cuerpos vivos. En virtud de sus prOpiedades; tales co- |
mo adhesién y adherencia, los polisacéridos viscosos tie~
nen amplia gema de aplicacidn, y se estén llevando a uso
en muchos campos, tal como aditivos para alimentos y dos-—
méticos, agentes de apresto, estabilizadores de congela-
cién, agentes para ayuda de suspensién, lubricantes, mine-
ria de minerales por suspensién, aditivos para lodf;s de
perforacién, recuperé.ciGn de petréleo en campos de petrd-
leo. En el campo médico se prevé amplio uso como resultado
de reconocimiento, en afios recientes, de la accién farma-
colégica de algunos polisaciridos contra tumores y contra
tensidn de la sangre. .

Usualmente, la fuente de suministro de tales po-
lisaciridos estd en la flora y la fauna, de manera que el
‘guministro para produccién no era.'éoﬁstént,e;y variaba mﬁcho
en calidad. En consecuencia, se haz buscado una fuente f4-

cilmente controlable de microorganismos que puedan producir
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~como productor de polisacéridos 4cidos viscosos que presen- 7

Hoja ntm. 2

wa rica variédad de polisacéridos.

i Pensando en ello, los autores emprendieron una am
plia bisqueda analitica de microorganismos en el mundo de
la naturaleza, para obltener bacterias capaces de producir
polisacéridos de gran viscosidad, a partir de materiales de
partida de sacédrido. Descubrieron una cepa de bacteria, el

Bacillus lentus D-228, perteneciente al género Bacillus,

taban alta viscosidad a bajas densidades.
Sus propiedades farmacolbgicas son:

I. Caracteristicas morfoldgicas

1) Forma de las células vegeta~ varillas (0,6-~0,8 px
tivas: 1,2-3,0 p) sin forma-’

cién de células en ca~|
dena.

2) Esporas y esporangios: endosporas elipticas
(0,7-0,9 p x 1,2-3,0
P.), posicién central o
delantera.
Esporangios no disten-

didos perceptiblemen~

te.
3) Motilidad: métil
4) Flagelos: peritriquiales
5) Mancha gram: positiva
6) Resistencia a 4cido: negativa
II. Caracterfsticas de cultivo
1) Cultivo ineclinado en caldo ligero crecimiento

de agar:
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2)

3)

4)

Cultivo inclinado en caldo

de agar glucosas

Cultivo inclinado en gluco-

sa casaminodcidos:

Cultivo inclinado en gluco-

sa-proteosa pepltona agar:

Caracterfsticas fisioldgicas

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)
8)
9)
10)

Licuacién de gelatina
Hidrélisis de caseina
FPormacién de indol
Formacién de amoniaco(pep-
tona~agua y medio de culti
vo semisélido de arginina
de Sonley)

Fomacidn de suvlfuro de hi-
drégeno (medio de cultivo
de cistelna peptona y me-
dio de cultivo de agar de
hierro de Kligler)

Ureass,

Reduccidn de sales nitrato
Cultivo en leche de tornasol
Hidrélisis de almidd_n
Formacién de diéxido de car-

bono (glucosa)

Hojn nim. 3

crecimiento moderado,
pero se producen poli-
sacéridos viscb'sos en
gran cantidad:
crecimiento menos que
moderado; alguna pro-
duccién de polisacéri-‘ .
dos viscosos :
crecimiento menos que -

moderado; alguna pro- |-

duccidén de polisacéhri- |

dos viscosos

*”

+

diminuta

sin cambio

(a]

*”

o+
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11)
12)

13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)

20)
21)

22)

Ensayo del rojo de metilo
Ensayo Voges-Proskauer (for-
macién de acetilmetilcarbi-
nol)

Utilizacidn de 4cido citrico
Catalasa

Oxidasa

Fenilalanine deseminasa
Ornitina descarboxilasa
Lisina descarboxilasa
Formacién de color fluores-
cente

Desnitrificacién de nitrato

Formacidén de polisacéridos:

Resistencia a la salinidad:
Medio de cultivo de caldo
de glucosa sin NaCl:

Medio de cultivo con 1-3%
de NaCl afiadido:

Medio de cultivo con 5% de

NaCl afiadido:

Hojn ntim. 4

+

s
L3

(13
1

forma grandes cantida- |
des de polisacéridos

viscosos a partir de

diversos carbohidratos
tales como glucosa, mal
tosa, dextrina, almido-
nes hidrolizados, diver
sos materiales de par-

tida almidonosos, saca~

rosa, etc.

crecimiento ligero

buen crecimiento

ningin crecimiento
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23) Condiciones de crecimiento:

Temperatura:s 15-402C intervalo

de crecimiento 25-

~359C éptimo

459C no hay creci-

o24) Utilizacidén de azidcar

Tuente de carbono

GFlicerina
Xilossa

Sacarosa

" Glucosa

Lactosa
Almidén
Fructosa
Galactosa
Manosa
Arabinosa
Maltosa
Manita

Sorbita

propicio en

HoJu nGm. 5

niento aerobio
pH: 6-8 intervalo de cre
cimiento
6,5-7,5 6ptimo
Descomposicidn
Oxidacién Fermentacién Materia—|"
Acido Gas Acido  Gas  lizecién|
Diminuta - - - +
Diminuta -~ - - +
Diminata -~ - - +
Diminuta - - - +
Diminuta - - - +
- - - - +
Diminuta - - - +
- - - - +
Diminuta - - - +
Diminuta - - - +

—

Las caracteristicas anteriores han sido considera-
ras en base a "Laboratory Methods in Microbiology" (Méto~
dos de laboratorio en microbiologfa), por W.F. Harrigan y
obros, y al “Manual of Microbiological Method" (Manual de

métodos en microbiologfa), American Microbiological Society.
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Tras blsqueda de bacterias que tuviesen estas caracteris-
ticas, en el "Bergey's Manual of Determinative Bacterio-
logy" (Manual Bergey de bacteriologle determinativa), 78
eds (1957), 82 ed. (1974), se identificé, en base a la in-
formacién relacionads a continuacién, que esta bacteria es
Bacillus lentus y D-228 sellama “Bacillus lentus D-228",

1. Forma endosporas.,

é. Las esporas son ovaladas, situadas centralmente

o hacie adelante en células cultivadas.

3. Los esporangios no estén perceptiblemente disten— i
didos.

4, Gram positive.

5. Hidroliza al almidén, peroc no se observa reduc-
cién de casefna ni licuacién de gelatina.

6. Torme ureasa.

T+ No crece en medio de cultivo de caldo con adicidn
de 5% de NaCl.

8+ No crece a 459C,

Esta bacteria estd registrada en el Fermentation
Research Institute (Instituto de investigaciones sobre fer—
mentacidn), Agency of Industrial Science and Technology
(Agencia de ciencia y tecnologla industriales), recibo de
solicitud n2 3337,

No hay informes en el gentido de que esta bacte-
ria produce sacéridos viscosos, y en particular sobre el
hecho de que, en un medio de cultivo relativamente simple,
con almidén como material de partida, esta bacteria amasa
grandes centidades de poliseoédridos de gren viscosidad, su-
periores en resistencia a 4cido y calor, es decir, conoci-

mientos enteramente nuevos.
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La presente invencidén se ha conseguido en base al
enterior conocimiento, y es vn método para manufacturar
poligacédridos édcidos de gran viscosidad, caracterizado por-
que se recogen de cultivos de Bacillus lentus, que es ca~-
raz de producir polisacéridos 4cidos de gram viscosidad
cuando se cultiva en un medio de cultivo, polisacéridos
écidos superiores en resistencia a 4cidos, 4lcalis y calor,
en 1os'que los principales constituyentes son glucosa, ga-
lactosa, manosa y 4cido glucurénico. '

Las bacter;as que se pueden usar en la presente
invencién no estén limitadas al Bacillus lentus D-228; se
puede utilizar cualguier microbio perteneciente al género
Bacillus, que sea capaz de producir el polisacérido busca~
do.

Como fuente de carbono usada en el medio de culti—,
vo de lg presente invencidn, son materiales de partida efi-
caces la glucosa, sacarosa, maltosa, saciridos de almidén,
¥y todo tipo de almiddn, y la dextrina da rendimiento espe-
cialmente bueno. Como fuente de nitrégeno, el liquido de
maceracién de malz, extracto de peptona y levadura, Profro
(proteing de semilla de algodbén, nombre comercial, Traders
0il, EE.UU.)/extracto de jugo de carme, etc, son muy efica-
ces para produccién de polisacédrido de gran viscosidad, ¥y
el tipo y la densidad se pueden variar segim la fuente de
carbono usada. Son sales inorgémnicas eficaces los fosfatos,
sales de magnesio, sales de calclo, sales de hierro, etg,
que refuerzan la produccibén de polisacédrido y la viscosi-
dad.

Las condiciones prqpicias para el cultivo de esta

bacteria son una temperatura de 20-400C, preferibiemente
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1 23-30¢C, un pH inicial del medio de cultivo de 5-8, prefe-
" riblemente 7-7,5, con cultivo con sacudidas ¢ cultivo con
agitacién por corrientes. Tras 24 horas se observa un fené-
meno de formacidén de espuma en el 1fquido de cultivo, y a

5 medida que avanza el periodo de cultivo empieza la produc-
¢ién de polisacéhridos. Tras 60-90 horas gelifica el ligui-
do de cultivo, aleanzando un valor miximo de la viscosidad; 
El pH del lfguido de cultivo cae a medida que avanza el cul{
tivo, hasta que finalmente, a 5,2-5,4, el cultivo se inte- |
10 rrumpe, dando polisacérido de méxima viscosidad con las ca¥}
racteristicas més superiores., Ademds, la cantidad de orga--| -
nismos es mucho menor que con otras bacterias productoras
de polisacérido. El aislamiento de los polisacdridos em el ‘| -
gliquido de cultivo se puede conseguir por métodos conoci-
15 dos. Por ejemplo, tras diluir el lfquido con una cantidad
adecuada de agua, los organismos y la materia insoluble

se separan por centrifuga, y tras afiadir 1-2% de cloruro
potésico a lo que sobrenada, los polisacéiridos se precipi-
tan afladiendo metanol, etanol o acetona como agente de pre-
20 cipitacién, se lavan y se deshidratan con acetona, y se se-
can bajo vacio, dando una composicidén fibrosa. E1l rendimien
to es 85-95% del material de partida de sacérido.

El polisacdrido viscoso crudo obtenido por este
método se vuelve a disqolver, se trata térmicamente, se so-
25 mete a separacién en centrifuga para eliminar la pequefia
cantidad de organismos y materia insoluble, se wvuelve a
precipitar repetidamente con acetona o similar, para dar
polisacaridos viscosos refinados de gran pureza, blancos,

tipo hebra. Ademds, por precipitacién con hidréxido de ce-
30 tiltrimetilamonio (tratamiento CTA), didlisis, y uso de re-

270378
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sinas intercambiadoras de iones, etc, se puede obtener un

| producto super-refinado de gran pureza.

Lag propiedades del polisacédrido dcido obtenido

por este método son:

1, Punto de fusién: Generalmente los polisacdridos no tie-

nen punto de fusidénj el punto de descomposicidn

es 210~-218¢C.

2, Viscosidad: Disuélvase en agua para preparar un liquido

pegajoso. En solucién acuosa al 1% su viscosidad ..

es 4,000-5,000 cp (25¢C)e La Figura 1 da una com-'’

paracidén de la viscosidad de este sacdrido y la

de goma de xantano y polisacéridos naturales.

3. Solubilidad en disolvente orgénico: Insoluble en disol~ 1.,

ventes normales de precipitacién de polisacérido,
tales como metanol, etanol, acetona, etc.

4. Reaceidn con hidréxido de cebiltrimetilamonio: Forma

precipitado blaenco. Por tanto, son polisaciridos

fcidos.

5. Bgtabilidad en 4cido y 4dlcali: Muestra wna viscosidad

relativamente estable en el intervalo de pH 3-1l.

6., Estabilidad en sales: Muestra gran viscosidad en presen-

cia de sales metidlicas bivalentes tales como sales

de calcio y magnesio,'y también en agua de mar.

T. Espectro de absorcidn infrarroja: Como se muestra en la

Figura 2, a longitudes de onda de 5,8 y 6,25 F.hay

absorcidén debida a la presencia de éster y radical

dcido.

8. Color y forma: EL producto refinado es blanco, tipo he-

bra.

9. Sacéridos constituyentes: El andlisis por cromatografia
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. este polisacérido dcido tiene una viscosidad afn mayor que

la goma de xantano (polisacdrido &cido producido por el mi-

Hoja ntm. 10

de gases mostrdé que los constituyentes principa~

les eran glucosa, gelactosa, manosa y 4cido glu~

curénico.

Los sacéridos constituyentes usualmente conocidos
de polisacédridos dcidos producidos por microorganismos ti-
po Bacillus son los derivados de rémnosa, galactosa, mano-
sa y 4cido glucurdnico, los derivados de glucosa y 4cido
urénicb, los derivados de glucosa, manosa y écido urdnico,
los de fucosa, glucosa, galactosa y &cido glucurdnico, los~:F‘
de glucosa, manosa, xilosa y 4cido urénico, pero los sacé~ |
ridos de glucosa, galactosa, manosa y &cido glucurénico,
constituyentes de los polisacdridos 4cidos obtenidos en la |
presente invencién, no eran conocidos hasta ahora. Ademds, |

como muestra claramente la Fig, 1, en solucién acuosa al 1% |

croorgenismo xanthomonas), que tiene la mayor viscosidad
entre los polisacdridos 4cidos producidos por microorganis-
mos, La Figura 1 también da las viscosidades de los polisa-
cdridos naturales goma “guar" y goma “karayaM.

Los hechos enteriores confirman que los polisacé~-
ridos dcidos obtenidos segin la presente invencién difie-
ren de los polisacéridos usuales conocidos. Los polisach~
ridos #cidos obtenidos segin la invencidén han sido denomi-
nados D-228 (nombre provisional).

Debido @& su gran viscosidad, los polisacéridos ob-
tenidos seglin la presente invencién se pueden usar como
agentes de refuerzo de viscosidad para alimentos, y en la
recuperacién de petréleo de pozos de petrdleo. También pue-

den hallar uso como vehfculos para medicinas externas, apresl
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tos para textiles, aditivos para artfculos de aseo, etc.

-

Ejemplo 1

Composicién del medio de cultivo para cultivo in-
clinado: glucosae 0,5%, peptona 1%, extracto de jugo de car-
ne 1%, cloruro sédico 0,5%, ager agar 1,5%, pH T,4.

Composicidén del medio de cultivo pars cultivo pre-
vio: glucosa 0,5%, peptona 0,5%, extracto de levadura 0,2%,
extracto de jugo de carne 0,1%, pH T,4.

Composicidn del medio de cultivo para cultivo prigl?

cipal (produccidén): elmidén de mafiz 3%, liquido de macera— |

cién de mafiz 0,5%, peptona (o extracto de levadura) 0,1%,
K,HEO, 0,05%, pH 8,0,

Los medios de cultivo en plano inclinado y para
cultivo previo se esterilizaron con vapor de agua durante
15 minutos a 1102C, y el medio de produccidn durante 15-30
minutos a 1202C, Tras cultivar Bacillus lentus en el medio
de cultivo plano inclinado durante 48 horas a 28¢C, se ino-
cularon con un bucle del Baeillus ientus 50 ml de medio de
cultivo para cultivo previo, en un matraz de 500 ml con
ensanchamiento, y el cultivo con sacudidas se efectud du-
rante 12-14 horas a 289C. 1-5 ml de este 1iquido de culti-
VO previo se ponen en contacto con 50 ml de medio de cul-
tivo de producecibén, en un matraz de 500 ml con ensancha-
miento, y el cultivo con sacudidas se efectla durante T2
horas a 25-289C, con 200 rpm, Tras 15-20 horas de cultivo

tiene lugar el fendmeno de formacién de espuma; después

| empieza la produccién de polisacérido, la viscosidad del

liquido de cultivo aumenta a medide que avenze el cultivo,
hasta que tras 60-72 horas gelifica y su viscosidad alcanza

un velor méximo. Ademéds, a medida que la viscosidad aumenta

g

1
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del 1fquido de cultivo cae desde 7,3 a 5,5-5,3.

posicién fibrosa blanca fué 26 g (87%4). Para refinar se

‘aﬁadid el agua suficiente para disolver 10 g de esta com-

Hoja niim. 12

se Ve une acunulacién en sumento de polisacérido, y el pH

Cuando se acaba el cultivo se recoge 1 1 de ligui-
do de cultivo con méxima viscosidad, se diluye con una can-
tidad adecuada de agua, se Separa por centrifugécidn a
10,000 rpm, y se eliminan las bacterias. Sin embargo, como
la cantidad de bacterias originales era muy pequefia, no “
hay neéesidad de usar centrlifuga para obbtener los consti~ .
tuyentes pare polisacérido, Por tanto, se diluye el 1iqui-~??‘
do de cultivo con wa cantidaed adecuada de agua, y tras
afiadir 1% de cloruro potdsico se afiadié, con agitacidn,
una cantidad igual de acetona para efectuar la precipita~ - :
cién de polisacérido fibroso, se deshidraté con acetona an- |-

hidra y se secd bajo vacio. El rendimiento obtenido de com 1

posicién, se traté térmicamente durante 5 minutos a 902C,

y se centrifugé tras enfriar, para eliminar totalmente bac-
terias regiduales y maberis insoluble. A esto que sobrena-
daba se afiadid solucién CTA, con agitacidén, y se precipitae-
ron polisacéridos édcidos.,

Tres eliminar el CTA se volvié a disolver el poli-
sacdrido en agua y se volvié a precipitar con acetona. El
precipitado se lavé y deshidraté con acetona, ¥y se secé
bajo vacio, obteniendo 8,5 g de producto refinado blanco
puro, tipo hebras.

Ejemplo 2

Preparacién del medio de cultivo para preparacidn.

1. Jarabe que contiene maltosa 5% (peso seco), peptona 8%,

1fguido de maceracién de mafz 0,15%, K, HPO,, 0,15%, MgSO4/
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1 TH,0 0,015%, FeCl3/6H,0 0,008%, CaCl, 0,008%, pH 8,0
(1102¢ 20 min de esterilizacidén con vapor de agua).

2. Jarabe que contiene maltosa 3% (peso seco), "Profro"
0,3%, liquido de maceraciln de mafz 0,2%, KoHPO, 0,1%,

5 MgS0,/TH,0 0,01%, FeCly/6H,0 0,005%, CaCl, 0,005%, pH
8,0 (1102C, 20 min de esterilizacién con vapor de agua).

3, (lucosa 3%, peptona 0,5%, lfquido de maceracién de maiz
0,15 K HEO, O,1ft, MeS0,/TH,0 0,01%, FeCly/6H,0 0,005%, |

CaCl, 0,005%, pH 8,0 (1102C, 20 min esterilizacién con . |-

2
10 vapor de agua). _
" | 4. Dextrina (DE 30) 3%, liquido de maceracién de mafz 0,5%, { -
extracto de levadura 0,1%, K,HPO, 0,05%, pH 8,0 (1208¢, |
15 min esterilizacién con vapor de agua). ‘
5. Almidén de mafz 5%, lfquido de maceracidén de mafz 0,83%, |
15 extracto de levadura 0,165%, K,HPO, 0,083%, pH 8,0 (120
2C, 30 min esterilizacién con vapor de agua).
6. Almidén de mafz 2%, liquido de maceracién de maiz 0, 6%,
pH 8,0 (120¢C, 30 min esterilizacién con vapor de agua).
Efectuendo wn cultivo de 70~-80 horas como en el
20 Ejemplo 1, usando el medio de cultivo de produccién 1-5 del
anterior Ejemplo..2, se recogieron polisacédridos del material
cultivado, tipo jalea, de la misma manera que en el Ejemplo
l. Los polisacéridos obtenidos con los medios de cultivo en
este ejemplo eran aproximadamente parejos a los obtenidos
25 en el Ejemplo 1, Los rendimientos y las cantidades recogi-

dag se dan en la tablg siguiente: N

30
270378
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; ja del polisacérido D-228 obtenido por el método segin la

Hoja nﬁm.14

Medio de cul-~ Rendimiento Cantidad reco~ Tiempo de cul-

~tivo de pro- () gida $ivo
duccidn (gramos ) (horas)

1 50 25 80

2 " 50 15 72

3 43 12,9 72

4 56 16,8 T2

5. 87 43,6 80

6 97 19,4 50\

4. Breve explicacién de los dibujos

entre la concentracidén y la viscosidad para la soluecidn
acuosa de polisacérido D228 obtenido por el método segin
la presente invencién.

La Figura 2 es el espectro de absorcién infrarro-

presente invencién.

Leyenda de las figuras

Fig., 1 - Relacién entre concentracidén y viscosidad en solu=-
cién acuosa de polisacérido.
Clave: 1. polisacérido D-228
2. Guar
3. Zanteno
4. Karays
5. Viscosidad (cp)
6. Concentracién (%)
Fig. 2 - Espectro de absorcién infrarroja para el polisa-
cérido D-228
Clave: l. Longitud de onda
2. Transmitancia (%)

3, Nimero de onda (cm"l)

La Pigura 1 es un gréfico que muestra la relacién - -
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre-
sentan pars que sean objeto de esta solicitud de Patente de :
Invencién en Egpafia, por VEINTE afios, son los que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

10 8,~ Un método de fabricar polisacédridos &cidos
de alta viscosidad, el cual método comprende cultivar un
microorganismo del tipo Bacillus lentus, en un medio de
cultivo que contiene uno o més carbohidratos como fuente
de carbono, y aislar polisaciridos en los que los coﬁsti—
15 tuyentes principales son glucosa, galactosa, manosa y 4ci-
do glucurénico.

22,- liétodo segiin la reivindicacién 12, donde el
microorganismo es Bacillus lentus D-228, segin se ha defi-
nido en la memoria.

20 2,- Método segin la reivindicacidn 12 o -la rei~
vindicacién 28, donde el medio de cultivo contiene como
fuente de carbono  glucosa, sacarosa, maltosa, sacéridos
de almidén, almidén, dex’i:rina, 0 mexclag de ellos,

48, Método segin cualquiera de las reivindicacio-
25 nes 12 g 32, donde el medio de cultivo contiene adicional-
mente wna fuente de nitrdgeno elegida entre liquidé: de ma~

ceracién de maiz, peptona, extracto de levadura, extracto

' de jugo de came, o una mezcla de ellos. '
\&‘/ 8.~ Nétodo segin cualquiera de las reivindica-

30 ciones 12 a 48, donde el medio de cultivo contiene adicio-
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nalmente wna o més sales inorgénicas elegidas entre un
fosfato o una sal de magnesio, calcio o hierro de wn 4ci-
do mineral.

68,~ Método segin cualquiera de las reivindica-
ciones 12 a 52, donde el microorganismo se cultiva a 209C
a 40¢eC.

78.~ Método segim cualquiera de las reivindica~
ciones 12 a 62, donde el pH inicial del medio de cultivo
es 5 a 8.

88,~ Método segin cualquiera de las reivindica-

viscosidad de 4000~5000 cp, medida en solucién acuosa al
1% a 252C.

98,- Un método de fabricar polisaciridos Acidos
de alta wviscosidad.
7 Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
icede, representado en los dibujos que se acompafia y con
los fines que se han especificado.

Esta Memoria conste de DIECISEIS hojas escritas a

méquina por una sola cars,

Madrid, )7 ABR 1978
P.A.

ciones 12 a 78, donde el polisacérido resultante tiene una "'f

Por Podet,
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