PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA DESDOBLAR BETA-GLUCANOS, ESPE-
CTALMPNTE DI CELULOSA", a favor de le firma alemana

B, MERCK AKTIENGESSLLSCHAFT, domiciliada en DARLISTADT

(Alemania).

IMORIA DHSCRIPTIVA

La invencién se reflere a un procedimiento para

¢esdoblar los beta-glucanos, especialmente de la celulosa,

por medio de micro-organismos o de preparados enzimdticos

obtenidos de los mismos.

La capacidad para desdoblar la celulosa y otros
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betg-gluoanos ha sido‘?eter@inada gl numersosos microtgrganis-
mos, ¥y respectiyamente,.en Tas enzimgs derivadas @e ellos
(por ejemplo celulasas)., Sin embargg, hasta ahora, numero-
sos inconvenlentes se hanuesto @ 19 extension del em-
pleo de tales celulasas, por ejem@lo, en la industria for-
macdutica o en la del payel. Asi, los preparados de celule-
aa hnsga ahgra conocidos, muestran poca o.ningugg aoc?én
sobre 12 celulosa nativa, como el algodén, papel, etc, En
1o mayoria de los casos, los filtrcdgs de cultivos, exen-
yos de_oélu}as, aﬁn aguellos cuyo cultivo-mndye puede uti-
lizar Ia celulosa,“como aportadora dg'oarbono, son menos
agtivos respecto ol substrato inicial. De unos 90 prepa-
rodos de celulasa de diverso origen fingico, sélo en 10
pudo comproberse une activided sobre borra de algodén y en
unos 5 solamente, sobre popel de filtro, ounque en los més
de los casos, 8élo después de pucho tiempo de aotuacién y
en condiciones 6ptima§: Ademds, pora conseguir <l miximo
rendimiento en gnzima, se necesiton tiempos prolongados de
cultivo fen la 1iteratur§ se encuegtron datos entre 7 y

40 dfas). Finalmente, algunos de los hongos degradadores
de celulosa, por ejemplo, log basidiomicgtos'oonocidos
oomo disgregadores de madera, son diffciles de cultivar en

inmersidn.
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Sc hn cncontrado ahorn, que estos inconvenicnies
son ampliamcntc supcrados con cl cmplco Ge basidlomicctos
dcl género Oxyporus y quc cl filtrado de cultivo sin célu~
las de cste hongo, posce ademds une actividad cclulolitica
mayor quec lo dc los orgenismos disgregadores de celulosa
hasta chora conocidos, Son atocedos, no solamontc cclulosas
esponjadas cn ncdio deido o alealino o dcrivados ccluldsicos
como la carboxi-mctilecclulose, sino tembién cl polvo de
cclulosa, papcl de filtro y algodén, Los hongos dc la fa-
milia éc log Oxyporus no sc hablan aprovechado hagta ahora
pora 1a degradacidén de la cclulose. Log cultivos-—madre son
fdcilcs de rcalizar sumergidos, incluso on fermentadorcs.
Sc desarrollan bicn cn solucioncs nutritivas, tanto en las
definidas como las no definides sencillas, alcanzando trag

corto ticmpe dc cultivo su méxima actividad cclulolitica,

Bl objcto de 1o invenclén es un procedimicnto para
degradar los beta-gluconos, cspcelalmentc colulosa, por me-
dio dc nicro-organismos, caracterizado por ol cmplco dc hote
gos dc la cspocic Oxyporus (Bourd & Galzin) Donk, o sus
filtrados de cultivo o extractos de mlcelas o de onzimqs de

cllog obtenidas,

Ho demostrado scr cspecialmentc ventajoso, ¢l cm-
plco dec la clasc Oxyporus populinus (Schum, cx Fr.) Donk,
syn, Fomcs comnatus (Fr,) Gillct, Polyporus connatus Pr.,
Polystictus connatus (Fr.) Quél. (dcnominados mds adclante

como "0, popilinus"), quec forme clamidocsporas cn cultivo
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gseprofitico, Asl, ¢l cultive rcsulte mds sencillo y scagu~

0o

Wdcitds Gc le cclulosa, tombicn sc pucde Gogradar
Ldcids de la cclulosa, tombién pucdc dogradar
otros betarglucanos por cl proccdimionto scgin la invens
cibn, por cjomplo ligucnina o bicn parcdes cclulercs de

levadurn conglstentes cn beta-glucanos cnlazados on 1,3.

Logs hongos sc cultivan, dc preforcncla, cn solu~
cioncs nutritivas de cxtracto dc mallba-pcptone, por
cjemplo, con un conicnido dc un 2% &c cxtrecto de malte
y 0,02% dc peptone (pH 5,8). 81 sc cmplea un medio do cule

tivo 361lido, sc afinden un 2% dc agar-ogar.

Tambidn son apropladas pare ¢l cultivo-madre, so-
lucioncs sintéticas, con una fucntc dc carbono fédcilmentc
valorable, por cjcmplo, una solucidn dc la férmula siguicne

tce

Glucosa 1,06
1-csparaging 0,05%
KH, PO, 0,28
ca(03)n 0,2%

HMg80, 7 HyO 0, 05%
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FcCly 0;8 mg/1
ZnS04 +7 Hy0 0;9 mg/1
1804 *H, 0 0;4 ng/1
Clorhidrato de¢ tiamina 1;0 ng/l (pH 5;5)

En lugar dc¢ glucoga sc pucden cmplcar maliosa,
sacarosa, polvo de cclulosa, polvo dc cclulosa csponjado
cn medio dcido o aleallno, La obteneidn de cultivosg-madrs
vy pre~cultivos, sc logra, cn clcasgo dol O, populinus, on
unos 8 dfas, o alrcdcdor dc los 28eC, Dcspués, la mayor
parte de la miccla ha formado clanidocsporas cn forma do
limén; las hifas vcgetativas rcstantcs son su’otades a

autoligis,

Tl cultivo inmeorso dc los hongos sc¢ rcaliza cn log
nedics antes citados, on matraccs agitadorcs o en formento..
dercs. Despuls dc 4 ddas de incubacidn cn las solucione nus.
tritivas citadas, sc forman dc 3-5 g dc miccla por litro,

(pcso en scco).

Pore 1la sintcsis del sistema colulolitico, os nc—
ccsario la prescncia de cclulosa on cl medio mutritivo, En
cl cultive filtrado sc cncucnitra una actividad celulolitice
bptina al cabo dc 3 o 4 diag de incubacidn a unos 28eC.,

cfeetuando ¢l cultivo scgin ¢l csquoma sigulcntbo:
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o) Cultivo madrc cn cxtractc dc malta-pcptona-agar;

1

b) Cultive previo on oxtractc de nalto-pephona=—so-
lucién nutritiva y/o con 12 citada solucién
nubritiva, pere con cclulosa cgponjada cn nc-

dic deido, como fucntc dc carbono, 3-8 dilns;

¢) Cultivo principel, ventajosamentc, con una
solucién do¢ cultive éc la compoglcidn si-

suicnte (de 3 a 4 ding):

Ccluloga cn pelvo 0;3%
Hidrolizado dc cascina 0,2%
Horina de noiz maccrade 0;04%
KH,RO0, 0,2
1350, "7 Hy0 0;0575
PoS04°T Hy0 1,0 ng/l

Los slgulentes cjemplos son scmcjantes on cctie
vided cclulolitica o log filtrnvos de cultivo obtcnidos

del O, mopulinus.
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BJEMPLO 1,

BL filtredo dc eultivo se reduce o 1/5 de su vo-
luncn prinitive y sc llove o un pH de 4,64 500 nz do colu~
logn cn polvo ¢ manﬁicngg duggmﬁc 48 horas cn 100 cc de
1n molucién cgl cbbcnidad Despuds, la coluloga restante sc
centrifugn, sc scen ¥ sc pesas 234 ng = 46,8% dc la pesnda
inicial. Poxr 1o tanto sc¢ he dcgrodado, bajo cstas condiclo-

ncsy 53,2% de la pesada inicial,

RITMPLO 2,

500 mg d¢ cclulosa cn polvo, csponjada cn medlo
dcido, sec troton como cn ¢l c¢jemplo 1. Pesade final:
42 ng = 8% Aol peso Imdcial; sc ha degradado cl 92% de

1la pesada inicial,

RIGHPLC 3,

500 ng dc papcl dc filtre sc tratan como on cl

cjemple 1. Peso finol = 58,6% ol inicial; sc ha degro-
JCMRE 3 &

dnco ¢l 41,45 dcl peso inicial.

LIEMELO 4.

Un kile de algodén dc G cm &c large y 23 Bg
de peso sc trata previancntc, durantc 10 ninutos o ton-
peratura anbicnbc con lcjia de sose cdustica al 32%. Dose

puds dc un lavade a fondo g¢ inncrge durante 24 horas cn
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100 cc G¢ filtrado dc cultivo fresco 2 40¢C y finalmente,

sc dotorizina ¢l valer dc su resigtencla a la traccién, EL

nits asl tratado, sc rowmpe ccon una carga de 10 g., nicn-

trng gquc un hile dc control, tretedo asimisne previamente

con lcjis d¢ scsa cdustica, pero no somctido a la acciébn

L%}

¢cl filtrado do cultivo, sc rempid con une carga de 500 g,

LIEPLO 5.

Coais o arvatrar avme

70 Bg dc algedén troindo previnnente con lcjia dc
sosa cdustica 2l 32, sc scncticren Curantc 24 heras o
10, lo aeccidn e unn nozela a 402C de 10 ce dc filtrede dc

cultivo fresco (pH 5,4) y 90 cc dc agua, Peso final: 55

.

5,
ng = 78 dcl iniclol; sc degradd el 22% de dicho peso,
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Deserite ¢l objeto dc 1o invencidbn, sc dcclara nuce
vos lag siguicntcs rcilvindicacioncs, con prioridad alcmana

~

ni 17 61 327 IVa/6b dcl 11 dc Junio dc 1964:

1. Proccédinlento pora desdoblar beta=glucancs, ose-
pecinlnente de ccluleso, ncdinnte nicro-crgonismos, caractc—
rizade porque sc utilizan honges de la cspecic Oxyporus
(Bourd & Galzin) Donk o sus filirados dc cultivo o oxtrac-

tog de nmicelic o bhicn cuzines cbtenidas do 1los mismos.

o, Proecdimicnto, scgin la reivindicacién 1, carace
tcrizado por ¢l cmplce de la clasc Oxyporus populinug
(Sehun. c¢x Fr,) Donk, syn, Fomcs comnatus (Fr.) Gillct,

Pelyporus comnotus Fr., Polystictus ccnnatus (Fr.) Quél,

3. Proccdinicnio, scgin la reivindicaecién 1 o 2,

carceterizade porque ol hongo copleade sc cultive inmcrsc,

4. Procedinicnto, scgin las rcivindicacloncs 1 o

S

3, earneterisadc porque ¢l hongo utilizado sc cultlva cn une
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sclueidn mutritive que conticnc

5. Procctinicnto pore

poeialnentc o cclulosa,

cclulosa,

degboblar beta-glucenos, oo

Sceun sc deseribe y reivindica cn 1o presentc mcros-

ria guc congtn dc 10 hojeos, foliadas y cseritos o niguina

por una seoln do sus corns,

10 JUN. 1963

Modria, o
DR
* JAIME ISERM

Te Pe
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