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MEMORIA DESCRIPTIVA
 La praesente invenvidn ha conseguido emplear
polisa aridos producidos por fermentacidn de los glicidos
mediante un microorganismc del género Xanthomonas, para la
preparacién de geles gque presentan, por medio de adicidn de
agua, buena facilidad de filtracidn,

Se sabe que para la produceidn de polisacari-
dos extracelulares por medio de microorganismos del género
Xanthomonas, el medio de fermentacidn comprende ordinaria~
mente una fuente de gllcidos, una fuente de fdsforo, otra de
magnesio qha es un activador de enzimas, y finalmente, una
fuente de nitrdgeno que habitualmente estd constituida por
"golubilizados de destilerfia" (patente americana n2 3 000 790))
galvado o harinas de granos enteros, como el sorgo, scja o
mafz (patente americaﬁa 3 271 267), o también el "corn steep"
(patente americana 3 355 447),

Sin emba¥goj estos dfodﬁbtos que apoitan el
nitrégeno asimilable presentan el inconvenisnte de que intro-
ducen impurezas insolublos las cuales se encuentran en sl po=-
lisgcarido extrafido del mosto fermentado, Estas impurezas
ademas de comunicar cierta coloracidn y aspecto turbio al
gel acuoso reconstituido a partir del producto extraido, hacen
que dicho gel no sea adecuado para ciertos empleos, por ejem=
plo, para la recuperacifn auxiliar del petrdleo. Efectiva~
mente, la presencia de impurezas boco solubles disminuye la
facilidad de filtracidn de los geles obtenidos a partir de
estos polisacdridos y dificulta su penetracidn en los ins~

terticios de las rocas.

Se han propuesto diversas teenicas de purifi-~
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cacidn consistentes, por ejemplo, en someter el mosto fermen~
tado o bien el gel acuoso reconstituido a partir del polisa=-
carido oxtraido del mosto, a operaciones de filtracidn sobre
tierra de diatomeas y a la accidn do enzimas tipo proteasa
(patente francesa 2 264 077) o sosa (patente americana

3 729 460), Se ha comprobado que estas técnicas do purifica~
cidn son costosas y muy poco satisfactorias.

Para la produccidn de polisacAridos mediants
las bacterias de Xanthomonas, también se ha propussto emplear
un medio de Fermsntacidén que contiene una fuente ds nitrdgeno
mineral cdompletamente soluble (patente americana 3 391 060
y soliciﬁud de patents francesa n? 76/05 933), Todavia asi
se obtienen rasu;édﬂms paco satisfactorios. Se ha observado,
en efecto, gue cuanda la Ferﬁentacién se desarrolla en un
medio que no es perfectamente estéril, como &8s genseralmente
8l caso de lat operadiones industriales a media y gran escalaj
el empleo de una alimentacién a base ds ritkégeno minefal esen~
cialmente, favdfece el dbsartollo de la contamfhacidn en det
trimento da las especiss Xantliomonasy Dicha contaminacién da
lugar a un doscenso notable del contenido de polisacarido
en sl medio de Permentacidn.

De conformidad con la presente invencidn,
se ha visto que es posibls la obtencidn de geles de poli-
sacaridos que presentan claraments una mejor facilidad da
filtraocidn, con la condicién de que se empleen los polisacé-
ridos de Xanthomonas especialmente adaptados, como los que
se producen por fermentacidn en presencia de una alimenta-
cidén nitrogenada orgdnica cuya cantidad se fija dentro de

una zona muy precisa,
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Mas concretamente, esta invencion ha logrado
el emplec de polisacaridos como los que se obtienen utili-
zande un procedimiento que consiste en ejecutar las siguien-
tes operaciones:
a) preparacion del indculo a partir de un cul-
tivo de Xanthomonas;
b) seguida eventualmente de una etapa interme~
| dia de crecimiento de los microorganismos;
c)‘y produccién del polisacarido por inocula-
cidn, con la ayuda del cultive obtenido en
la etapa a) o llegado el casc en la etapa b),
de un medio que comprende un glleido y una
fuente de nitrdgeno adecuada, y fermentacidn
de este medio;
dicha fuente de nltrégeno ddmprende por lo mencs un produc-
to nitrogenado de origen drgéhico; estgndm comprendida en~
tre U;Oi y G}3 g/1 la cantidad del mencicnaqo producto nitéot
genado nfgépibo; expresada el gramos éé nitrdgeno eiedentai
por cada litio del medic de fermentalbiidh.
. La expresidn medio de fermentacidn designa el
medio que ha de fermentar antes de la inoculacidn,
Como fuente de nitrdgenc orgénico ss recurre
a los productos utilizados generalmente en la técnica ante-
rior, teniéndolos presentes en lo sucesivo para llevar a
cabo parecidas fermentaciones, También se pueden citar las
peptonas, gelatina, caseina, extracto de carne y extracto
de levadura.
Las cantidades preferidas de producto nitro-

genado orgénico, expresadas en gramos de nitrdgeno elemen-
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tal por litro del medio de fermentacion, oscilan entre 0,02
y 0,2 g/l.

58 he observado que puede ser ventajoso, para
llevar a cabo la etapa de produccidn c), aRadir ademas al
medio de fermentacidn una alimentacién nitrogenada de ori-
gen minersl., Esta medida permite incrementar sensiblemente
la velocidad ds fermentacidn. Se puede citar como fuente de
nitrégeno mineral adecuada para la invencién, por ejemplo,
las sales de amonio, como el cloruro amdnico, nitrato amd-
nico, cathohatos mono= o diamdénico, sulfatos mono- o diamd=-
nico, fosfatos mono=- o diamdnico y nitratos, como el nitra-
to de sodio y el nitrato de potasio.

El producto nitrogenado de origen mineral,
caso de haberse elegido utilizar Unoj es introducido en el
medio de Permentadiﬁn en unas proporeciones variables las cua-
les se determipan de hanera’dﬁe la dantidad total de produc~
to nitrogenado ofganico y producto hit#ogenado minerai; B X
presada en graﬁos do nitrdgerio elemental por Cada‘iitfo del
medio de fermentacidhy sea blando mas igual a 0,5 g/1.

La Permentacién del gllicido en la etapa de
produceidn de polisacdrido tisne lugar generalmente en un
medio acuuso que contiens hasta 60 g/l de dicho gldcido, Las
cantidades de gllcido preferidas se sitdan entre 10 y 40 g/l.
Lus gldeidos mas convenientes comprenden, entre otros, la
glucosa, sacarosa, cerelosa, Pructosa, maltosa, lactosa, ga-
lactosa y los algidonss de trigo o mailz, asi como sus hidro=-
lizados, )

El medio do Permentacidn en la etapa de pro-

duccidn del polisacdrido también puede contener iones mag-
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nesioc. La cantidad empleada, expresada en gramos de magnesio

elemental por litro del medio de fermentacidn, esta situada,

por ejemplo, entre 0,001 y 0,05 g/1, Se pueds pencionar como

fuente de iones magnesio el sulfato magnésice heptahidratddo,
acetato de magnesio y el cloruro magnésico,

Otro ingrediente (til para llevar a cabo la
fermentacidn, consiste en una fuente de fdsforo. La cantidad
utilizada, expresada en gramos de fGsforo por cada litro del
medio de Permentacidn, puede estar comprendida, por ejemplo,
entre 0,01 y 1,5 g/1, Puede introducirse ventajosamente el
fisforo en forma de fosfato disidico o fosfato d{potésica
qu; pueden constituir al mismo tiempo una. substancia tampdn
completamente adecuada para regular el pH, con la condicidn
de que se utilice un exceso respecto a las cantidades cita-
das antes, En cuantc a esto} el proceso de la Farmentaciﬁn,
coms se sabe, exige tde el pH se mantenga entre 6 y 7,5,
preferentemente entre 6,5 ¥ 7}2, Si el medio no estd tampo-
nado, se puede utiliza® un dispasitiva reéhlador del pH, in;
troduciendo en dicho medio las cantidades que se necesiten
de un reactivo alcaiina; comio sosa, po£QSa o cal.

Debe obse#vafsé'que tambidn se puede afadir

fésforc al medio de Formentacidn en fotma devfosfatos mono-
o diamnico que al propio tiempo pueden constituir, total o
parcialmente, la fuente de nitrdgeno de origen mineral uti~
lizable, llegado el caso, en ol marco de la presente inven-
cidn,

Asimismo se puede>introducir un agents an=
ticspumante on sl medic de fermentaeifn.

Una voz terminada la fermentacidn, pero an=-
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tus do procedsr a la recuperacidn del polisacérida a partir
de su mosto, se ha comprobado que es interesante calentar el
mosto fermentado, durante 1 o 40 minutos, entre unas tempe-
raturas gque van desdae 80 a 1309C, siendo preferible una tem-
peratura entre 100-1109C y el pericds de calentamiento de

10 a 15 minutos aproximadamento.

So aisla el polisacdridu del mosts, que se
puesde calentar previaments, tal como se ha indicado antes,
acudiendo a los métodus usuales, por sjemplo, precipitindo-
lo mediante la adicidn al mosto do un alechol inferior como
ol motanol, etanol, isopropannl, butanol terciarioc, acctuna
o bien ﬁna mezcla de estos agentes precipitantes. . Hay la
posibilidad da emplear una sal mineral comu el clorurc pota-
sico, clururo sddico o sulfato sddico para lograt una proci=-
pltacidn ecuondémica del polisacarido, Una Vez precipitado, se
separa el polisacirido, se lava con el liquido do precipi-
tacién, se seca Yy se pﬁlvariza.

So puede utilizar el bbodﬁctu obtenido de
esta manera, pafa preparar geles por fedio de la adicidn
de agua. Las concentradionos dtiles db polisacirido estdn
comprendidas habitualmento entro 0,005 y el 2% en peso. Pue-
den sometorse lus geles a un tratamiohto posterior do fil=
tracidén, por ojomplo, aobre ticrras de diatomeas, o a una
centrifugacidn. Las soluciones de polisacaridu, obtenidas
as{ y tratadas oventualmente, han demostrado que poscen una
excelente facilidad de filtracidn no provoca o un atasca~
do del medic poroso. Los geles de polisacaridos, obtenidos
por fermentacidn con una fuente de ni%régano organico uti-

lizado en mayor cantidad que la correspondiente a las con-
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centraciones de la presente iﬁvencién, en idénticas condicio=
nes de exparinentacién no presentan contrariamente las mismas
ventajas y en partichiar pasan con dificultad a través de los
! .

medios porosos que terminan por atascar. Las especiss represen=
tativas de bacterias del géners Xanthomonas, que se pueden
aplicar a la Pabrlcacidn de los polisaciridos de conformidad
con la invanciéh, bomprende%, por ejemplos: el Xanthomonas bego~
niae, Xanthomoﬁés campestris, Xahthomonas carataen, Xanthomo=
nas hederae, Xahthomonas incanae, Xanfhomonas malvacearum,
Xanthomonas, phgaebli, Xanthomonas pisi, Xanthomanas Vascu;
lorum, Xanthomanas vesicatoria, Xanthomonas vitians, Xanthomg-
nas pelargonii. El Xanthomonas campestris es la especie adap~
tada particularmente a la presente invencidn,

Los ejemplos que siguen ilustran esta inven-
cidn,

EJEMPLO 1.

Ejemplo de fabricacidn de un polisacarido
que entra en el hazeo de la invencidn.

d) Preparacidn de indtllos

Se siembran poé suspenéién e un erlenmeyer
de 1 litro 100 om® ds caldo de solubilizado de soja, a par-
tir de un cultivo de Xanthomonas campestris mantenido en agar
tubo, teniendo este medio de wltivo preparado en el labora=-

torio la siguiente composicidén por litro:

+ Sacarosa 20 g
. solubilizado de soja 90 om°
. Na H2P04 lg

. MgSO, , 7H,O 0,25 g
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. antiespumante 0,25 om
« Bgua destilada cantidad suficiente para
1 litro.

El conjunto posee un natural de 7,3 y se es-
teriliza en autoclave durants 1 h 30 min, a 1,3 bar., La incu-
bacibn dura 72 horas a 288C, realizdndose la oparacidn con

y

agitacidn constante.

b) Etapa intérmedia de crecimiento:

$e utiliza el 0,15% en peso de este cultivo
para inocular iS litras de un medio estéril en un rscipiente
para fermentacidn de laboratorio de 30 litros, teniendo aquel

medio la siguiente composicidn por litro:

» Sacardsa 20 g

. harina de soja 4 g

é NazHPﬂa y 12 HZO 11,4 g

i MgSO4 y 7TH,0 0425 g

! antiespumants 2 cms

i H,80, (d=1,84) 0;5 cm°

+ agua destilada cantidad suficiente

para 1 litro.

El conjunto tiene un pH de 7,2 y se esterili-
za en el mismo lugar mediante inyeccidn de vapor de agua du-
rante 45 min, a 1 bar, pasando entonces el volumen de 9 a
15 litros, Después de un periodo de incubacidn de 24 horas
a 282C con agitacidn y aireacidn, sl medio posee una viscosi=-
dad de 600 centipoises (medida con el viscosimetro Brookfield
LVT a 30 rev/min. y con la aguja n2 4) y un pH de %,10.

¢) Produccidn de polisacérido :

Se utiliza un 1,5% del medio intermedio de
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erecimiento para inocular un recipiente para fermentacidn
' 3
piloto de 1,4 m° de volumen llenoc de una carga de 0,8 m° de

un medio estéril clya composicién por litro es la siguiente:

. berelosa (glucosa monoﬁidrétada) 22 g

» harina de soja 2g
(corresponde a 0,16 g de nitrdgenc
elemental)

s Na,HPO, , 12 H.0 11,4

. MgS0, , 7H,0 0,25 g

. antiespumante 0,5 cn®

. H2804 (d= 1,84) 0,43 cm3'

« 2gua gantidad suficiente para

1 litro.

El medio se esteriliza en dos perfodos ¢
primer periodo se disuelve la cerelosa en 350 litros de
agua y ss esteriliza en autoclave durante 30 min, a 1 bar;
segundo perfiodo § se disuelve el resto de los ingredientes
en 320 iitros de agda y Sp'esteriliza inyectando vapor de
agua dufante 1 hora 30 mins a 1,3 bar, La mezcla de los dos
medios esterilizados presenta un pH de 7,37 y un volumon de
0,8 ms. La fermentacidn dura aproximadamente 75 horas bajo
agitacidn y aireacidn, reguldndoss el pH entre 6,7 y 6,9
por medioc de la adicidn de una solucién agcuosa de sosa que
contiene 300 g 'de NaOH por litro. Después de este tiempo,
ya no se encuentra cerelosa y la uscosidad Brookfield del
medio de farmentacidn es de 7400 centipoises.

Seguidamente se realiza un tratamiento tér-
mico del mosto, haciendo circular este dltimo a través de
un sistema de tubos de doble pared por la gque circula un

fluido de calefaccién gue se mantiene a una temperatura adge
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buadai de esta manera el mosto se calienta a 1209C durante
3b min.

‘ Después se adiciona isopropanol al mosto
éﬁffiado; por la técnica clisica, para precipitar el polisa-
éérido que sd lava, seca y pulveriza, El producto seco pre-
dipifado ﬁoi el isopropenol es de 15,7 g/kg, correspondien~
do a un rendimiento ponderal de 71,4 %,

EJEMPLO -2

Ejemploc de la fabricacidn del polisamérido

de conformidad oon la invencidn.
Operando como en el sjemplo 1, se inocula
un recipiente para fermentacidn piloto de 1,4 m> de volumen

llenado con 0,8 m° de un medio estdril cuya composicién por

litro s la siguiente:

« cereloda 22 g
+ harina de soja 2g
corxresponde & uUn

LA ’ total de 0,37 g de N.
. NaghPO, ; 12 Hp0 11,4 g
. NgSD4 j~7H20 0,25 g
. antiespumante . 0,5 em
. HyS0, (d = 1,84) 0,43 om®
« agua . cantidad suficiente para

1 litroy

Se esteriliza el medic de la misma manera Que
se ha descrito en sl ejemplo 1 en dos perfodas, Los dos
medios esterilizados juntos tiencn un pH de 7,24 y un volu-
men de 0,8 m°. La fermentacién dura alrededor de 41 horas
bajo agitaoidn y aireacidn, reguldndosae el pH entre 6,7 Y

649 por medio de la adicién de lejfa de sosa que contiene
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300 g de NaOH por litro. Transcurrido este tiempo, ya no se
encuentra cerslosa y la Viscosidad Brookfisld es 5400 centim
polses,

Seguidamente tiene lugar un tratamiento tér-
mico del mosto, calentandolo a 1102C durante 15 min, Después
de enfriar, el polisacirido so precipita como ss indica en el
ejemplo 1 : se aislan 14,6 g/kg de polisacarido seco, corres-

pondiendo a un rendimiento ponderal del 66,4 %.

- EJEMPLO_ 3,

Ejemplo de fabricacidn del polisaedrido por
fermentacidn en presencia de una fuente de nitrégeno orgénico
que se utiliza en cantidad mayor que la esta de conformidad
con la invencidn.

Operando como en el ejemplo 1, se inocula
un recipiente para fermentacién piloto de 1,4 m3 de volumen,
llenado con una carga de 1 m3 de medioc estéril cuya composi-

cidn por litro es la que sigue:

« Satarosa 20 g
- 1
+ harina de soja 4 g (corresponde a 0,32 g
de nitrdgeno)
. NagHPO, , 12 H,0 1i,4 g
. MgSO, 3 HyO 0i25 g
» antiespumante 8,5 om®
. HyS0, (d = 1,84) 0,43 cm®
. agua cantidad suficiente para 1 litro

El medio complete tiene un pH 7,3 y se
esteriliza mediante inyeccidn de vapor duxante 1 h 30 min,
a 1,3 bar, pasando el volumen de 0,74 mq al m3. La fermene

tacién dura aproximadamente 52 horas, bajo agitacidn y airea-
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cidén, rzegulandose el pH éntre 6,7 y 6}9 por medio de la adi~
cidn de la lejia de sosa utilizada en los sjemplos anterio-
res. Una vez gue ha transturrido este tia&po, no se encuGHe-
tra ya sacarosa y la viscosidad es ds 6900 centipoises, me=
5, dida en las cohdicionse sefaladas antes, Se aislan 15,6 g/kg
de materia seca, correspondiendo a un rendimiento del 78 %,
dospuds do un tratamiedto térmico del mosto y precipitacidn
en las sondioiones del ajemplo 1,
EJEMPLO 4,

10. ‘ Para realizab los ehisayos con sl fin de
gstudiar la facilidad de filtracidn, se utlilizan los polvas
da polieacéridos obtenidos en los sjemplos 1 a 3, Estos ensa-
yos de Piltracidn consiston en las operaciones siguientes: ‘

+ 3,2 g de polvo dol polisacarido se dispersan, de

15, conformidad con la téenica habitual, en 2 litros

de agda salada gue contiene 5 g de NaCl por litro,

prosentarido un pH 7 exactamente y filtrado previa-

mente sobre un filtro Millipore do 0,22 4

La concentracidn del polisacirido de esta solucidn

20, ( o gel) que es del U[lﬁ en pasej se reduce al

0,04 % diluyendo cor la misma solubidn de agua

salada H

seguidamente se filtra sobrs tierra de diatomeas

la solucidn al 0,04 %, a razon de 0,05 g de tierra

25, para 100 cn® de la solucidn mencionada $

. después se mids el volumen de la solucidn clarifi-
cada del 0,04 % que ha pasado a través de un Piltro
‘Millipors de 3 de porosidad y cuyo diametro mido

47 mm, bajo una presidn causada por una diferencia
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de nivel del agua de 10 cm entre la entrada y.
salida del aparato de Piltracidn.

Los resultades obtenidos aparecen en la fi-
gura 1 anexa donde estan seffaladas las curvas que indican el
volumen que ha filtradorexprGSado en cm3 en ordenadas en fun=-
cion del tiempo: expresado en horas en abcisas:

- soluciones de polisacaridos preparadas tal como
se ha indicado en los ejemplos 1 (curva A) y 2
(curva B);

- la solucién del polisacarido preparada en el
ejemplo 3 (curva C);

- la solicidn de égha salada de 5 g por cada li-
tro de NaCl, que ha servido para preparar el en
sayo de la facilidad de Piltracidn (curva D).

Como puede apreciarse, estos ensayos de
facilidad de filtracidn, evidencian un rapido atascado del
filtro Millipore de 3 M con una solucidn del polisacarido
obtenido por fermentacidn sobre un medic rico en nitrdgenoc
organico, a pesar de una clarificacidn previa de la solucidn
del polisacarido (curva C), La solucidn del polisacirido ob-
tenido por fermentacidén sobre un medio de conformidad con la
presente invencidn, es decir, pobre en nitrfgeno organico,’
contrariamente no produce atascado de los medios porosos y

pasa facilmente (curvas A y B).

REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento se
declaran nuevas y de propia invencidn las siguientes reivin-

dicaciones.,
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1. Procedimiento para la produccidn de po-
lisacaridos de Xanthomonas gspecialmente aptos para preparar
geles que presentan busna facilidad de filtracidn, particular-
mente mediante adicidn de agua y con una concentracién (til de

polisacarido entre 0,005 y 2% en paso caracterizado porque

en su realizacipnh comprends etapas operativas de:

a) preparacidn del indculo a partir de un cultivo de Xantho-
monas;

b) seguida eventualmente de una etapa intermsdia de crecimien=~
to del microorganismo;

c) y obtencldn del polisacérido mediante incculacidn, con
la ayuda de un cultivo obtenido en la etapa a) o llegado
ol caso en la etapa b), de un medio gue comprende un gllci-
do y una fuente de nitrdgeno adocuada, y Permentacidn de
egste medio;

cuya fuente de nitrdgeno contiene par lo menos un producto

nitrogenado de origen orgénico y estin comprendida entre 0,01

y 0,3 9/1 la cantidad del mencionado producto nitrogenado

organico, expresado en gramos de nitrdgeno elemental por ca-

da litro del medio de fermentadidn, _

2; Procedimisnto de conformiJad ton la rei-

vindicacién 1, caracterizado porque en una forma de realiza-

cidn prefarente la cantidad del producto nitrogenadn organice

prosente on el medio de cultivo en la etapa del proceso c),

expresada en gramos de nitrégeno slemental por litro_del me-

dic de fermentacidn, estd comprondida entre 0,02 y 0,3 g/l.

3. Procedimiento de conformidad con una
cualquiora de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado sn

su realizacidn porque sl modio de Permentacidn, en la etapa
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del proceso c), contiene ademis un producto nitregenado de
drigen mineral, en proporcidn determinada de modo que la can-
tidad total dsl producto nitrogenads organice y producto
nitrogenado mineral, expresada en gramos de nitrdgeno ele=

5. mental por cada litro del medio. de fermentacién, sea a lo
sumo jgual a 0,5 g/l,

4, Procedimiento de conformidad con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por~
gue en su realizacidn el mosto fermentado que contiene el po-

10. lisacérido, una vez finalizada la fermentacidn, se somete a
un calentamiento en una zona de temperaturas de 80 a 1309C,
durante 1 a 40 minutos, |

5. Procedimiento para la produecidn de
polisaciridos de Xanthomonas especialmente nptos para pre-

15, parar geles que presentan buena facilidad de filtracidn.

Seglin se describe y reivindiea en la pre=
senre memoria descriptiva que consta de 16 pﬁginas foliadas
y escritas a méquina por uria sola de sus caras: ¥y una 1dnina de
dibujos, Madrid, a 15 Enero 1977

P.zid JAIME ISERN

Froodn: JESUS PICAZO
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