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(57) Resumo: "POLISSACARIDEOQ PRODUZIDO POR.RlZOBlOS COM
PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA TIPO
XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAQ". A presente invengéo se
refere a um processo biolégico de produgdo de um bipolimero de
polissacarideo com propriedades similares a goma xantana por
microorganismos do género Rhizobium e Bradyrhizobium, propondo a
conformagdo de uma goma do tipo xantana que seja obtida por meio de
microrganismos nio patogénicos, ou seja, 0 microrganismo que € utilizado
para a produgdo da goma trata-se de uma bactéria solo fixadora do

_ nitrogénio atmosférico, portanto, benéfica, ndo causando danos a plantas

de interesse agricola ou ao meio ambiente, bem como néo apresenta a
pigmentagdo amarelada caracteristica das gomas atualmente produzidas,
fato este que reduz os custos de recuperagdo do polimero, sendo que o
processo consiste na inoculagdo de um meio de cultura rico a partir de
placas com as bactérias em fase log de crescimento.O meio. inoculado
deve ser usado para iniciar a produgdo através da inoculagdo de meio de
produgéo em fermentadores. Apés 4 a 5 dias de cultivo a goma produzida
é precipitada com alcool, seca e moida.
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POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO.

Campo de aplicagao:

A presénte invengao se refere a um processo biolégico
de producdo de um bipolimero de polissacarideo com propriedades
similares a goma xantana por microorganismos do género
Rhizobium e Bradyrhizobium.

Estado da técnica: |

Como é de conhecimento dos habilitados nesta area, a
goma do tipo Xantana, é utilizada na industria alimenticia, bem
como na de cosméticos, além de ser utilizada na producgéo de papel
e tinta, bem como na prospeccdo de petréleo como fluido de
perfuracao.

A goma xantana &€ um heteropolissacarideo com a
estrutura primaria consistindo de repetidas unidades de
pentassacarideo composto por duas unidades de glicose, duas de
manose e uma unidade de acido glucorénico e uma taxa molar de
2:8:2.2. Esta goma é produzida por bactérias da familia
Pseudomonaceae do género Xanthomonas, sendo que, todos os
organismos deste género sao fitopatdbgenos. As Xanthomonas
infectam um grande numero de plantas de interesse agricola tal
como feijao, alfafa, repolho, citrus, etc.

Sua aplicagao industrial € muito ampla e tem sido usada
como aditivo na produgdao de uma grande variedade de alimentos,
poiS a mesma provoca a estabilizagéo de emulsdes, a estabilizacéo

de temperatura, bem como apresenta compatibilidade com os
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ingredientes de alimentos industrializados e também devido a suas
propriedades reolégicas pseudoplasticas.

Devido as suas propriedades no espessamento de
solugdes aquosas, atuando como agente dispersante e estabilizante
de emulsdes e suspensdes, a mesma € utilizada em formulagées
farmacéuticas, cosméticas e produtos agricolas. Dita goma é
também utilizada em corantes usados na industria téxtil, na industria
ceramica, bem como na formulacao de explosivos e removedores
de ferrugem.

Com a alta viscosidade e a solubilidade em agua do
polimero, criaram-se importantes aplicacbes da goma na industria
do petréleo, onde a mesma ¢é utilizada como fluido na perfuragéo e
nos processos de recuperacao do petréleo.

Assim sendo, como a goma, geralmente € obtida por
meio de microrganismos, tal como a bactéria Xanthomonas, a qual
pode causar danos em diversas plantas de interesse agricola e, em
caso de um acidente em uma fabrica produtora da mesma, os
danos a plantagées proximas seriam irreparaveis, causando um
grande prejuizo aos produtores.

Outra caracteristica da goma produzida pela bactéria
Xanthomonas campestris, € o fato de apresentar uma coloracao
amarela, devido a sua pigmentacao e, desta maneira, os custos de
producao e de recuperacao do polimero sao muito elevados.

No Brasil, a goma Xantana €& geralmente importada,
sendo que no ano de 2001 (conforme dados da CACEX)
aproximadamente 1.800 toneladas desta goma foram importadas,
ou seja, o custo de utilizacdo da mesma € muito elevado para a

industria nacional.
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Objetivos da invengao:

A presente invengcdo propde a conformagao de uma
goma do tipo xantana que seja obtida por meio de microrganismos
nao patogénicos, ou seja, 0 microrganismo que € utilizado para a
producdo da goma trata-se de uma bactéria solo fixadora do
nitrogénio atmosférico, portanto, benéfica, ndo causando danos a
plantas de interesse agricola ou ao meio ambiente.

Outra caracteristica do presente invento € o fato de ser
produzida em territério e com matéria-prima nacional,
proporcionando assim, um menor custo de producéo.

Outra caracteristica do presente invento, é o fato de a
goma obtida nao apresentar a pigmentagcdo amarelada das gomas
atualmente produzidas, fato este que reduz os custos de
recuperacao do polimero.

Assim, o presente invento descreve a producdo de
exopolissacarideos por uma bactéria do género Rhizobium em
guantidades adequadas a exploracao industrial.

Desta maneira, para melhor esclarecer a inveng¢ao
acima proposta, € apresentada em seguida uma descrigao
detalhada da mesma, salientando os seguintes aspectos: a)meios
de crescimento para obten¢do do inoculo e 0 meio necessario para
a producado da goma rizobiana; b) as condigéés de crescimento e ¢)
composicao dos exopolissacarideos.

Descrigao detalhada do invento:

As bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium em
associagdao com plantas da familia das leguminosas fixam o
nitrogénio atmosférico beneficiando-as com a amdnia produzida que

€ entdo incorporada nos compostos nitrogenados tais como
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proteinas e acidos nucléicos. Assim sendo, este microrganismo
difere radicalmente da bactéria Xanthomonas campestris que € um
fitopatégeno para inumeras plantas e que vem sendo utilizado
desde 1964, para a produgao da goma xantana.

As gomas sao produzidas por bactérias como
exopolissacarideos (EPS), os quais diferem na sua composigéo e
na quantidade produzida, quando em meios complexos ou
definidos.

As bactérias dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium
sdo conhecidas pro produzirem EPS em pequenas quantidades
quando cultivadas em meios de cultura complexos, tais como os
que contém extrato de levedura e manitol (YML). O EPS produzido
por bactérias destes géneros &€ denominado como goma rizobiana.

As estirpes isoladas de Rhizobium isoladas de raizes de
leguminosas produzem, sob condicbes aerObicas, uma goma
rizobiana (tipo xantana) com caracteristicas reolégicas apropriadas
para exploragdo comercial nos mais diversos campos da industria.

O processo para sua produgdo em quantidade
adequada compreende: processo de inoculagdo, meio de cultura
para produg¢ao da goma, condi¢des de crescimento, precipitagéo da
goma e composi¢ao da goma rizobiana.

O processo de inoculagao inicia-se pela transferéncia do
microrganismo de um meio complexo sélido (YMA) para um volume
pequeno de meio complexo liquido (YMB) sendo sua incubagéo
limitada em 48 — 72 horas, em temperatura entre 28 — 30°C com
agitacédo de 200rpm para impedir uma producdao de goma e
proporcionar um significante aumento do nimero de bactérias. Esta

cultura & transferida para produgdo no meio PGR. O volume do
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inoculo para producéo fica entre 5 — 20% do volume total do meio
de cultura no fermentador.

O meio de cultura para produgdo da goma rizobiana
(PGR) foi desenvolvido com baixo custo, sendo composto por:

a) uma fonte de carbono convencional, podendo ser usado
manitol, glicerol, glicose, sacarose ou frutose em
concentragao variando de 10 — 40 g/L;

b) uma fonte de nitrogénio que pode ser nitrato de amobnia,
glutamato de sddio, nitrato de sodio, extrato de levedura ou
outra fonte compativel qualquer, em concentracédo de 1 —
3g/L;

c) os sais de fosfatos, K?HPO, e K,PO, e o sal de magnésio
MgSO, sdo adicionados ao meio de cultura em quantidade de
0,1a1,5¢g/L,;

d) elementos tragos (1mL/L) contendo cloreto de manganés,
cloreto de calcio, sulfato de ferro, sulfato de cobalto, sulfato de
cobre, sulfato de zinco, acido bérico e molibidato de sédio em
concentracdes variando de 50mg/L a 5g/L.

Os componentes do meio PGR séo diluidos em agua e o
pH ajustado para 5,0 — 7,0 e 0 meio € esterilizado por autoclavagem
(1atm de pressao, 121°C por 20 minutos)

O inoculo bacteriano, previamente crescido em meio
YMB por 48 — 72 horas a 28°C - 30°C e a agitagcdo de 100 - 300
rpm, contendo aproximadamente 2 x 10° a 2 x 10'° células/mL, é
adicionado ao meio de produgdo de goma rizobiana (PGR). A
cultura é levada ao agitador orbital com temperatura fixada em 28°C
— 30°C e agitagdo programada para 100 — 300 rpm durante 96 —
120 horas.
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Apébs esta etapa é prevista a precipitacdo da goma,
sendo que, para cada litro de cultura crescida no meio PGR é
adicionado KCI (2% a 4%) e apés a total dissolugédo do sal por
agitacdo suave, um volume de etanol a 95% ou isopropanol é
adicionado precipitando a goma. A qual é recolhida e levada a
estufa ajustada para 40 — 55°C para secagem e em seguida
reduzida a pd. Tal procedimento leva a produgéo de 15 — 20 gramas
da goma sem o pigmento amarelo observado nas gomas obtidas da
bactéria Xanthomonas campestris.

Desta maneira, a composicdo preliminar da goma
rizobiana determinada por cromatografia liquida de alta
performance (CLAE) mostra que a obtida da estirpe de Rhizobium
sp JAB3 apresenta cerca de 30% de manose, 35% de glicose, 15%
de galactose e cerca de 2% de ramnose. As analises por RMN e
FTIR revelam que a goma rizobiana apresenta cerca de 5 — 6 % de
acetato, 15 — 18% de acido glucurénico e 5 -6% de piruvato.

Apenas para exemplificar o uso do presente invento, 0 mesmo
€ comparado com uma amostra de goma xantana comercial como
viscosificante em fluidos de perfuracao.

A amostra J3 foi macerada até. se obter um sdlido
pulverizado, para facilitar a dispersao. As avaliagdes reologicas
foram realizadas em um reémetro marca Haake,modelo RheoStress
RS-100 e em um viscosimetro Fann modelo 35A. A geometria
utilizada no RS-100 foi de cone-placa, 60 mm de diametro e angulo

de inclinacdo de 2°. A temperatura de teste foi mantida a 20°C. A

faixa de taxa de cisalhamento analisada variou entre 0,1 e 1500 s-1. I

As varreduras de frequéncia foram feitas de 0,1 a 100 rad/s. A

amostra J3 e uma amostra comercial de goma xantana foram
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dispersas em um fluido-base contendo apenas sais P.A. para
simular uma solucéo salina. A Tabela 1 contém a composi¢éo do

fluido-base. Apés disperséo, as amostras foram condicionadas sob

rolamento em células pressurizadas (150 psi) a 50°C por 16h.

Tabela 01
Aditivo Concentragao (g/L)

Agua deionizada q.s.p. q.S.p.
NaCl (P.A.) 60
CaCl, (P.A) 0,2

Mg Cl, (P.A.) 0,08

Bipolimero 428

NaOH p/ pH 9

A Figura 1 mostra os dados relativos ao comportamento
viscosimétrico da amostra J3 (objeto do presente invento) e uma

goma xantana comercial (aqui denominada XC).

Figura 01
10000 - o
i "o XC Com'i
.. 1
@ 1000 |- B —i2d3
1] 2
a s
E i
@ S
T 100 foo LS U
- ] 2. !
b i1,
)4
Q Le,
O 4 : 1
K] 10 4 o e e e T2
>
|
1 10 100 1000 10000

Taxa de cisalhamento (5'1)

O comportamento das curvas de fluxo apresentaram um

comportamento do modelo de Lei da Poténcia. A Tabela 2 mostra
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os valores das constantes K (indice de consisténcia) e n (indice de

comportamento).
Tabela 2
Amostra K (mPa.s") n r’
XC Comercial 2619,5 0,2219 0,9956
J3 2153 0,2247 0,9956

As amostras XC e J3 apresentaram perfil reologico

préximo, com valores de viscosidade para uma mesma taxa de

cisalhamento um pouco menor para a amostra J3.

A investigacdo do comportamento viscoelastico obtido

no redmetro e da forca gel obtida no viscosimetro possibilita uma

melhor compreensao e previséo para capacidade de sustentagao.

Na Figura 2 é exibido o resultado de varredura de

frequéncia a deformagdo constante, escolhida no patamar de

viscoelasticidade linear.
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As amostras XC e J3 apresentaram comportamento
viscoelastico semelhante, com valores de médulo de
armazenamento, G’, sempre maiores para a amostra de XC.

A Tabela 3 contém os valores da for¢a gel obtida a 10
segundos e 10 minutos. Tais resultados corroboram com os obtidos

para o comportamento viscoelastico.

Amostras Gel a 10 segundos Gel a 10 minutos
(Lbf/100 ft?) |
XC 9 14
J3 9 10

De acordo com os testes reoldgicos realizados, foi

identificado um grande potencial para utilizagao da goma polimérica

10 J3 como aditivo viscosificante para fluidos de perfuragdo a base de

agua.
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REIVINDICAGOES
12) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA, caracterizado por ser produzido por meio de
bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium.
22) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito na reivindicagdo 1, caracterizado por o processo de
inoculagao iniciar-se pela transferéncia do microrganismo de um
meio complexo sélido (YMA) para um volume pequeno de meio
complexo liquido (YMB) sendo sua incubacéao limitada em 48 — 72
horas, em temperatura entre 28 — 30°C com agitacdo de 200rpm
impedindo a producdo de goma e proporcionando um significante
aumento do numero de bactérias, sendo esta cultura transferida
para producdo no meio PGR, de modo que o volume do inéculo
para producao fica entre 5 — 20% do volume total do meio de cultura
no fermentador.
3%) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito nas reivindicagcbes 1 e 2, caracterizado por o meio de
cultura para producao da goma rizobiana (PGR) ser de baixo custo,
sendo composto por:
a) uma fonte de carbono convencional contendo: manitol,
glicerol, glicose, sacarose ou frutose em concentragao
variando de 10 — 40 g/L;
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b) uma fonte de nitrogénio, contendo nitrato de amodnia,
glutamato de sédio, nitrato de sédio, extrato de levedura de
nitrogénio ou qualquer outra fonte compativel de nitrogénio,
utilizadas em concentragdo de 1 — 3g/L;

¢) os sais de fosfatos, K’HPO, e K,PO, e o sal de magnésio
MgSO, sao adicionados ao meio de cultura em quantidade de
0,1 a 1,59/L,;

d) solugdo de elementos tragos (1mL/L) contendo cloreto de
manganés, cloreto de calcio, sulfato de ferro, sulfato de
cobalto, sulfato de cobre, sulfato de zinco, acido bérico e
molibidato de sédio em concentragdes variando de 50mg/L a
5g/L.

4%) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito na reivindicagdo 3, caracterizado por os componentes do
meio PGR serem diluidos em agua e o pH ajustado para 5,0-7,0e
o meio ser esterilizado por autoclavagem (1atm de presséo, 121°C
por 20 minutos).

57%) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito nas reivindicagées anteriores, caracterizado por o processo
de inoculacao iniciar-se pela transferéncia do microrganismo de um
meio complexo soélido (YMA) para um volume pequeno de meio
complexo liquido (YMB), sendo sua incubacgao limitada em 48 — 72
horas, em temperatura entre 28 — 30°C com agitacdo de 200rpm

impedindo a produg¢ao de goma e proporcionando um significante
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aumento do nimero de bactérias, sendo esta cultura transferida
para produgdao no meio PGR, de modo que o volume do inéculo
para producéo fica entre 5 — 20% do volume total do meio de cultura
no fermentador.

6°) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito nas reivindicagdes anteriores, caracterizado por o inéculo
bacteriano, previamente crescido em meio YMB por 48 — 72 horas a
28°C - 30°C e a agitacdo de 100 - 300 rpm, contendo
aproximadamente 2 x 10° a 2 x 10" células/mL, ser adicionado ao
meio de produgdo de goma rizobiana (PGR), de modo que a cultura
é levada ao agitador orbital, com temperatura fixada em 28°C -
30°C e agitacdo programada para 100 — 300 rpm durante 96 — 120
horas.

77) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito nas reivindicagdes anteriores, caracterizado pelo fato de
que as células bacterianas serem eliminadas por centrifugagéao e
para cada litro de meio PGR recuperado ser adicionado KCI| (2% a
4%) e ap6ds a total dissolugao do sal por agitagdo suave, um volume
de etanol a 95% ou isopropanol é adicionado precipitando a goma
que, por sua vez é recolhida por centrifugagdo continua e levada a
estufa ajustada para 40 — 55°C, para secagem e, em seguida,
reduzida a pé por moagem resultando em um produto, branco, fino

€ sem pigmento amarelo.
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87) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito nas reivindicagbes anteriores, caracterizado por a
composigao preliminar da goma rizobiana mostrar que a obtida da
estirpe de Rhizobium sp JAB3, apresenta cerca de 30% de manose,
35% de glicose, 15% de galactose e cerca de 2% de ramnose.

97) - POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, conforme
descrito nas reivindicagdes anteriores, caracterizado por a goma
rizobiana apresentar éerca de 5 -6 % de acetato, 15 - 18% de

acido glucurdnico e 5 — 6% de piruvato.
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RESUMO

POLISSACARIDEO PRODUZIDO POR RIZOBIOS
COM PROPRIEDADES REOLOGICAS SEMELHANTES A GOMA
TIPO XANTANA E SEU PROCESSO DE PRODUGAO, a presente
invencdo se refere a um processo biolégico de produgdo de um
bipolimero de polissacarideo com propriedades similares a goma
xantana por microorganismos do género Rhizobium e
Bradyrhizobium, propondo a conformacdo de uma goma do tipo
xantana que seja obtida por meio de microrganismos nao
patogénicos, ou seja, o microrganismo que é utilizado para a
produgcdo da goma trata-se de uma bactéria solo fixadora do
nitrogénio atmosférico, portanto, benéfica, ndo causando danos a
plantas de interesse agricola ou ao meio ambiente, bem como néo
apresenta a pigmentacdo amarelada caracteristica das gomas
atualmente produzidas, fato este que reduz os custos de
recuperacdao do polimero, sendo que o processo consiste na
inoculacdo de um meio de cultura rico a partir de placas com as
bactérias em fase log de crescimento.O meio inoculado deve ser
usado para iniciar a produgcdo através da inoculacdo de meio de
producao em fermentadores. Apoés 4 a 5 dias de cultivo a goma

produzida é precipitada com alcool, seca e moida.
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