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sitracto del descubrimiento

<

Se produée el_pululéno por fermentacidn serdbica,
microbiana de hidrolizado del slmiddn que tiene un equiva-
lente de dextross (DeE.) de 20 = 70 con rendimientos supe-
riores a los conseéﬁidas hasta shora por-fermentacién de lg
Sucrosa o0 glucosa, que son fuentes de carbono mas costosas.

Esta invencida se refiere sl pululano, y particu-
lermente & un método de produccidn del pululano por cultivo
de microorganismos apropiados en un medio de cultivo conte-
niendo un sacarido como fuente de cerbono principel.

El pululano es un polisacarido en el que las uni-
dades de maltotriosa estan conectadas por enlaces O(-1,6.

Se disuelve facilmente en ol agua formando soluciones visco~
sas. Se pusde preparar peliculas hidrosolubles Qtiles como

materiales de embglaje g partir de las soluciones de un mo-
do conocido, y se puede usar el pululano como anti-coagulen~

te para le sangre del mismo modo que el dextrano. Su produc-

cidén microbiana por medio de Pullulgrig pullulans fue des-
cubierts por R. Bauer en 1.938, su esiructurg hg sidq estg~
blecida por H. Bender y otros (Biochim. Biophys. Acta 36
{19597 309, - '

‘ " En la preparacidn del pululeno por fermentacidn
microbiana, la sucrosa constitulg hasts shors la fuente de
carbono mas frecuentemente utilizada y més ventajosa. EL uso
de monosacaridos (glucosa, fructosa, mennosas) y de disecari-
dos distintos de ia sucrosa (maltosa) ha sido invesgtigado,
pero talés fuentes de carbon6 alternétivas dieron-general-
nente uﬁa produccidn de pululano inferior g la sucrosg en
le préctica. Incluso la sucrosa no podis ser convertida

usualmente en'pululano con un rendimiento superior gl 1%
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o 28%, v el coste del pululano asi producido no era intere-
sante.

Se ha descubierto ghora que el almiddn parcial-
mente hidrolizedo o8 no Solamente una fuembe de cerbono més
barata que la sucrosa ¥y otros azicares usados hasta shora,
sino que produce ademés mayor cantidad de pululano. El al-
middén hidrolizado empleado como fuente principal o tmice
fuente de carbono importente en los medios de cultivo ge
la invencidn tiene un equivalents de dextrose (D.E.) de 20
a ;b, y preferentemente de 35 a 60, Se obtiene~fécilmente
por hidrolizacién del slmidbn en presencia de un acido o
ung, enzima, y Se convierte en pululano por medio de micro-
orgenismos productores de pululano con rendimientos tan
elevados como del 75% o incluso més. El glmiddén parciglmen—
te hidrolizado comsiste principalmente o enteramente en dex-—
trinas u oligosacaridos. _

Los microorganismos productores de pululano apro-
piados para ser cultivados sobre medios que contienen almi-
dén parciglmente hidrolizado como fuente de carbomo son ve-
rias cepas de Pullulgria, tal como P. fermentans var fermen-
tans IFO 6401, P, fermemtens ver fusca IFO 6402, P. pullu-
lens AHU 9553, P, pullulans IFO 6353, tembién Dematium pu-
1lulens IFO 4464, y otras que podran ser seleccionadas fa-
cilmenxe-ﬁaséndose en su facultad para convertir el glmiddn
parciglmente hidrolizado de un equivalente de dextrosa de
20 g 70 en pululano que tenga un grade de pdlimerizacidn
apropiado pare ls aplicacidn perseguida. Si se desea obte-
ner un producto incoloro, lg cepa microbianas empleada debe~
ria ser seleccionada de acusrdo con ello, ya que la natura-~

leza de los microorkanismos afects al peso molecular medio
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del pululano obtenido y al grado en gue esta contaminado con

mgterig colorante.

El almidén empleado como materisl de partids para
le hidrdlisis parcial puede ser elegido libremente. Se ha ob~
tenido buenos resultados con almidones de cereales, tales co~
mo los de maiz en grano, malz parafinsdo, o trigo, pero tam-
bién con slmidones derivados de ra{cés o tubérculos, teles
como las patatas, batatas, o tgpioca. Cuando le materig pri-
me s0lo consiste parciglmente en 2lmidon, tal como la haring
de arroz, salvado de arroz, cascara de maiz, y similares, se
prefiere licuar el contenido de almiddén de tales mgterigles
por medio decX-amilasa a la temperaturs més bajs posible
(502 - 702 C) y filtrar la solucidn acuosa asi obtenida pars
retirar el material insoluble.

Se puede preparar un jarabe de almidén hidrolizado
apropiado para la fermentecidn de acuerdo con esta invencidn
por medio de un acido o una enzimg de un modo basicamente co-
nocido. La hidrolisis debe ser realizada de tal modo que se
evite un producto que tengs un equivalente de dextrosa infe-
rior a 20 que puede contener dextrina sin reaccionar.

Tipicemente, se mezcle une pasta de slmiddn en agua
con suficiente &cido oxalico y/o clorhidrico pare rebajar el
pH a 2,0 o menos, y se calienté, la mezela a 1202 C 0 g una
temperatura superior hasta obtener el equivalen{:e de dextrosa
deseado. La solucidn resulitante es refrigerads a temperatura
ambiente, neutralizade con carbonato calcico y/o earbonato
sédico, decolorgds con carbdn activo, y desionizsda por medio
de ung resina cambiadora de iones como es en si convencional.
E1l l:'.quido incoloro puede ser emplegdo como base Pars un medio

de cultivo, y su contenido de agua puede ser ajustado por eva~
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poracion o dilucidn, si es mecesario.

Alternstivamente, se lleva a cabo lg hidrdlisis
acida solemente hasta la licuseidn del glmidén, y la solucidn
es posteriormente sacarificada por medio de o< -amilgss g
602 ~ 708 C, Taubién es posible hidrolizer el elmiddn por me-
dio de O<X-amilasa solamente. La hidrélisis &eida o la combi-
nacion de hidrdlisis Acide y enzimftica permite producir ja-
rabes de almidén que tiemen valores de equivalente de dextro-
sa de 50 o mas elevados, mientras que un equivelemte de dex—
trose de no mas de 35 es el limite que puede ser alcanzado por'r
le X-amilase sole. Se puede preparar un hidrolizado que tie-
ne un equivelente de dextross de hasta 50 licuando el almiddn
por medio de &cido o O<X-amilasa y tratando despuds el pro-
ducto con malta—amilasa. Se puede preparar un jarabe de glmi-
don conteniendo mucha maltosa haciendo uso simulténeo de iso-
amilasa y malta-amilasa, seguido de la purificacidn del hidro~
lizado como se deseribe mas arriba.

, 7 La concentracion del almiddn parcialmente hidroliza—
do en el medio de cultivo deberfs ser del 3 al 30%, y esté
comprendida con preferencia entre el 5 y 15% para obtener me-
Jjores rendimientos de pululano, siendo todog los valores en
porcenteje que se indican en ests descripecidn en Deso g nmenos
que se especifique lo contrario. A concentraciones de més del
15%, se glarge el perfodo de incubacidn necesgrio y se guments
la cantidad de azicar residual. A concentraciones inferiores
el 5%, le recuperacién del pululeno preciss la dilucidn del
medio de cultivo con une cantidad excesive de un disolvente
organico hidrosoluble en el que el pululeno es insoluble. El
rendimiento de pululeno basado en el peso de sacdrido en el

medio decrece con la concentracidn de azicar, pero aumenta
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cuando esté basado en el volumen del medio.

E]l medio de cultivo debe contener otros nutrientes,
en si convencionsles ¥ necesarios parsa el crecimiento de los
microorganismos, tales como uns fuente de nitrdgeno asimila—
ble, que puede #er un compuesto orgénico 0 inorgénico, ¥y nu-
trientes menores tales como fuentes de iones inorgénicos,
por ejemplo, fosfato potasico, cloruro sédico, sulfato magné-
sico, sulfato ferrosq, y similgres,

El valor de pH inicial preferido del medio de cule-
tivo esta comprendido entre 5,0 y 7,5 y la temperstura de in-
cubacion preferida es de 272 a 302 C. Se slcanze ususlmente
le concentracién de pululano mh4s elevada en tres & ocho alas,
¥ se logra el rendimiento de pululano més elevado cugndo ol
cultivo puede ser conmtinuado pasta que no queds azicsr resi-
dual. Bl grado de polimerizacién del pululano tiende a decre-
cer cuando se auments el tiempo de incubacidn, y el cultivo
puede tener que ser interrumpido antes de lograr el rendi-
miento mas alto Si se precisa obtener un producto de alto pe-
80 molecular. El medio de cultivo puede Sser airesdo de cugl-
guier modo desesdo y usual, y no se ha observedo que las con-
diciones de aireacidn tengan un efecto importante sobre el re-
sultado del método.

Al completar la incubacidn, se calients el medio de
cultivo para desactiver la enzims presente, y las célules mi-
crobienas son retiradas del medio liquido, preferentemente por
centrifugacidn. Se afiade metanol u otro disolvente organico
facilmente soluble en el ague e incepez de disolver el pulula~
no gl licor libre de células en una cantidad apropisdas pare
precipitar el pululano. Se mezels habitualmente cantidgdes

iguales de licor y metanol para tel fin si se lleva g cgbo lg
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fermentecidn bajo les condiciones preferidas.

El pululano precipitedo es recuperasdo del licor
y purificado por disolucidn repetida en ague y precipitacidn
por medio del disolvente orgamico. Bl pululano purificado
es un polvo blanquecino que se disuelve muy fécilmente en el
agug para formar soluciones viscosas.

El grado medio de polimerizacidén del pululano pre—
parado por el método de lg invencidén ha resultado ser de
pproximgdemente 1.000 a 3.000 segin ha sido determinado por
medio de dcido 3,5-dinitrosglicilico. Bl producto de la hi~
drélisis por medio de la pululaness forma une menchs caracte—
ristica de maltotriosa en un cromatograma de papel, y el pro-
ducto de lg hidardlisis acida muestra también una mencha carag
teristica de glucose.

‘El rendimiento de pululano se ve afectado por la
naturaleza, equivalente de dextrosa y la concentracion de la
fuente de carbono segin sers demostrado por los resultados
de los ensgyos comparativos.

Efecto_de lg naturgleze de lag fuente de carbono

Se prepargron medios de cultivo pare contener 10%
de fuente de carbono, 0,2% de peptona, 0,2% cada uno de
KHFO, 7 NaCl, 0,04% e MgS04.7H,0, ¥ 0,001% e FeS0,.TH0.
Se dispusieron tandas de 100 ml de los diversos medios en
frascos de 500 ml, se inocularon con microorganismos produc-—
tores de pululano, y se cultivaron sobre un sgitador rotativo
a un pH de 7,5 y a 282C durante siete dlas.

~Los rendimiéntos conseguidos, en porcentaje de con-
versidn de las fuentes de carbono, estan indicados en la Da-
bla 1, en la que las fuentes de carbono son identificadas'por

4
nunmeroqs:



(1) glucosg

(2) sucrosa

(3) 90% maltotriosa (D.E. 60,5)

(4) elmidén hidrolizedo por &4cido & un D.E. de 45
5e (5) elmiddn hidrolizado por enzimes a un D.E. de

- 35,

Los microorgenismos emplegdos son identificados

por letras'mayﬁsculasi _ 7

(4) Pullularia pullulsns AHU 9553
10. (B) Pullularia pullulans IFO 6353

(0) Dematium pullulans IFO 4464

T A B L A 1
(4) (B (o)
15 (1) 35% 36 43%
(2) 516 35% 5456
(3) 624 51% 6%
(4) 65% 765 75%
(5) 63% 63% T2
0. : . | ] .
Efecto_del equivalente de dextrosa
Se hidrolizd el almiddén por medio de &cido a unos
valores de equivalente de dextrosarde 25 a 70, y por medioc de
enzima g valores comprendidos entre 25 y 40. Los diversos
25, productos de elmiddn hidrolizado fueron fermentados bajo las

condiciones de los ensayos precedentes por medio de la ceps
(C), ¥ los rendimientos conseghidos peras los dos tipos ds

hidrolizado son mostrados en la Tgbla 2, en porcentaje.

30,



Equivelente de dextrosa 25 30 40 50 60 70

% de glmiddn hidrolisza~

do con acido

% de almiddén hidroliza-

de con enzimas

10.

15

20.

45 53 68 76 75 58
47 58 65 - - -

Como results evidente por la Tablg 2, Se consigue
los mejores resultados a valores de equivalente de dextrosa
de gproximedsmente 40 - 60. A un equivalente de dextrosa de
nés de 60, decrece el rendimiento por la predominancie de
glucosg o maltosa en la fuente de carbono. A un equivalente
de dextross de menos de 40, desciende el rendimiento porgue
la dextrina de la fuente de carbono no se convierte facilmen-
te en pululanc.

Efecto de la concentracion de la fuente de carbono

Se cultivé la cepa (C) como en los ensayos prece-
dentes sobre medios de cultivo Que se diferencigban entre si
en la concentracion de la fuente de carbono que era elmiddn
hidrolizedo con &cido de un equivalente de dextrosa de 45 o
bien almidén hidrolizado con enzimas de un equivalente de
dextrosg de 40. Los resultados, en porcentaje de conversidn

de la fuente de éarbono, estan indicados en le Tablas 3.

T A B L A 3

25

Conuentracign devla fuente de carbomno
Almiddn hidrolizado con acido, DeE. 45

Almidon hidrolizado com eizimas;

D.E. 40

5% 10% 15% 25%  30%
65 75 73 55 50

63 T2 70 60 54

A concentraciones inferiores al 5%, una porcidn

30, predominante de los secéridos disponibles se consume para el
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crecimiento de los microorganismos. A concentraciones supe-
riores al 15%, el periodo de incubacidn debe ser empliado
pera reducir la cantidad de azlcar residusl. En cuslquier
caso, desciende el rendimiento de pululano.

Los ejemplos que siguen son igualmente ilustrati-~
vos del método de la invencidnm.

- EJENPLO 14

~ Se cultivé Dematium pullulans IFO 4464 sobre medios
que tenian 1a composiciqn bésica descrita anteriormente en
el ensayo sobre el efecto de la natursleza de lg fuente de
carbono, usendo las fuentes de carbono idemtificadas aqui
por los nimeros (1) a (4), y una fuente de cerbono (5a) que
se diferenciabs del hidrolizado de slmiadn (5) por tener un
equivalemte de dextrosa de 40, ' o

Se dispusieron las respectlvas tandas de 100 ml
de 1os diversos medios en frascos de 500 nl, se estorilisza-
ron g elevadas temperatura, y se inoculagron con el microorga~
nismo due hable sido oultivado previemente sobre superficies
inclinadas por espacio de dos dlas y en cultivos de semillas
durente dos das. Se reslizd el cultivo a 279 €y aunpH
de 7,5 con agitacién dursnte siete dlas.

Se recogieron muestras de cada medio de cultivo
después de 3, 5 y 7 dlas y se centrifugeron. Cada material
flotente desprovisto de células fue diluldo con tres voliime-
nes de metanol para precipitar los polisscaridos presentes
que fueron purificados dos veces por disolucidn en pequefias
cantidades de égua ¥ nueva precipitecidn con metanol. Los
precipitados finales fueron lgvados con metanol, secados, y
pesados. Fueron identificados como pululano por hidrdlisis

con pululanasa y cromatografia sobre papel del hidrolizado.
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de 3y 7 afas después de la dilucidn con nueve volfmenes

de agua, y se determind también el pH del medio despuds

de 3y 7 dlas. Se determind el azicar residual en los me-
dios de cultivo después de 3, 5 y 7 dlas, y esta indicado

en la Tabla 4 que sigue en gramos por 100 ml. La Tabla mues-
tra las medias de lgs determinaciones pars cadé. valor enmu-

merado.
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Digs despuds
(1)
(2)

(4)

{5a)

T B L A

pH Turbidez JPNmoWH residual
3 .w 3 T 3 5 T )
4,2 4,8 0,8 155 5,8 3,2 0,5
4,2 4,2 0,7 1,4 551 1,2 0,3
4,2 4,6 0,97 2,0 6,5 , 3,1 0,5
4,2 4,4 0,9 1,9 5,5 1,8 0,1
4,2 4,2 0,9 1,8 551 2,0 0,3

3
21
30
10
38

35

Rendimiento, %

5

32

45

32

67

65

7

43

54

61

75

72
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_EJEMPLO 2

Se cultivé Pullularia pullulans AHU 9553 bajo las

condiciones del ejemplo 1 sobre medios de cultivo contenien-

do respectivamente las siguientes fuentes de carbono:

5. (1) glucosa
(25 sucross

(6) maltosa

(7) almiddn hidrolizado en dos fases por medio de

acido y enzimas a un equivalente de dextross

100 de 460

(8) almiddn hidrolizado por acido a un equivalen-

te de dextrosa de 43.

La Tabla 5 indica los velores de azicar residual

¥ rendimiento de pululano obtenidos con los diversos medios.

15, El pululano obtenido estaba ligeramente coloreado, y el ren-

dimiento del mismo era algo inferior gl del ejemplo 1 bajo

condiciones por otra parte comparables.

TABLA >

20.
(1) (2) (6)
Azlcar residual, gr/100 ml. 1,7 151 2y1
Rendimiento de pululano, % 35 51 62
25, EJENPLO 3

7 (8)
0,8 0,5
63 65

Se cultivé Pullularis pullulans IFO 6353 sobre

los medios de cultivo y bajo las condiciones resefiadas en el

ejemplo 1 con la excepcidén de un periodo de incubacidn de cin-

co dias solemente. Los rendimientos de pululano fueron mas

30, bajos que los rendimientos meximos del ejemplo 1 a causa del
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periodo de incubacidn mas corto, pero los almidones hidroli-
zados parcialmente produjeron todavia del 25% al 30% més de
pululano que la sucrosa o glucosa. EL pululano obtenido era
de color mas claro que en el ejemplo 1 ¥y era facilmente solu~
ble en agua fria. Fue identificado por hidrdlisis con pulula-
nasa ¥ croﬁatograf{a sobre papel como se ha descrito mas arri-
ba. La viscosidad de las soluciones era mucho mas baja que
lg de las soluciones correspondientes preparadas a partir de
los pululanos del ejemplo 1.
~ _EJEMPLO 4

; Se inoculd Pullularia pullulaus var fusca IFO 6402
sobre un medio generaimente tél como ha quedado descrito en
el ejemplo 1 y conteniendo 15% de elmiddn hidrolizado con
gcido de un equivalente de dextrosa de 35 como Gnica fuente
de carbono importante. Despuds de la incubacion por espacio
de ocho dafas con agitacidén 2 2}9 ¢, mo habié azlicares residua-
les presentes, y la enzimg fue inéctivéﬁa por calentamiento.
Las células fueron retiradas, y el pululano se precipitd a
partir del licor desprovisto de cdlulas afiadiendo tres voli-
menes de metanol. El precipitado fue recuperade y purificado
por disolucién repetida en agua y precipitacidon con metanol.

Se mezeld una solucidn al 10% de pululano purificado

en ague conh200 unidades de pululanese extrafdss de un culti~
vo de Aerobacter. La mezcls fue decolorada con carbdn activo,
desionizads por medio de una resina cgmbiadora de iones, y
parcialmente evaporada hasta obtener un jarabe incoloro. El
producto ers maltotriosa pura de acuerdo con su poder reduc-
tor y el resultado del analisis cromatogréfico. EL rendimien~
to de maltotriosa fue del 95%.

Se dlspuso una solucidn scucsa al 30% de la malto-
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de niquel Raney basados en los sblidos presentes en ls solu-
cién. La meltotriosa fue hidrogenads a 1002 C a una presidn
de hidrdgeno de 100 kg/em@. Lg mezcla de nidrogenacidn fue
filtrada pare retirar el catelizador, y el filtrado decolo-
redo y desiomizado como se ha descrito mas arriba. EL liqui-
do incoloro estabs falto de poder reductor y dio glucosa y
sorbitol en una relacién moler de 2:1 cuando fue hidroliza-
do. El producto de la hidrogenacidn era pues maltotriol, y fue
obtenido a partir de megltotriosa con un rendimiento del 96%.

Aunque la invencidén ha sido deserita haciendo re-
ferencia en particular s realizaciones especificas, debe en-
tenderse que la misma no ests limitads a teles reaslizaciones,
sino que debe ser considerads en su sentido mas amplio y li-
mitade solamente por el glcance de les reivindicaciones que
siguen. |

N O T A

H

La patente de invencidn que se soliclte por veinte
afios para Espafia, de acuerdo con la vigente Legislacidn, de-
ber recaer sobre: 'UEJORAS EN UN MEIODO IE PRODUCCION IE PU-
LULANO", con Prioridad de la Demande de Patente en Japdn ne
79413/1971 de fecha 11 de octubre de 1971, segin las carvec-
teristicas esencigles de las siguientes:

REIVINDI CACIONES

18 .- Mejoras en un método de produccién de pululamo,
que consiste en un cultive de un microorgenismo productor de
pululano bajo condiciones gerobicas sobre un medio de culti-
vo que proporciona fuentes de cerbono asimilgble y nitrége=-
no asi como nutrientes menores necesarios para el crecimiento

de dicho microorganismo hasta former pululano en dicho medio,
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h
by

v recuperar el pululano formado de dicho medio, cacteri-

zadas porque en dicha fuente de carbono es un hidrolizado

de almiddén que tiene un equivalente de dextrose de 20 a 70.
28,~ Mejoras en un método de produccidn de pulula-

no, de acuerdo con ls reivindicacidn 12, en el que dicho

equivalente de dextrosg es de 35 a 60. _

3g2.,- Mejoras en un método de produceidén de pulula~
no, de acuerdo con la reivindicacidn 12, en el que dicho
hidrolizado de elmiddn se prepara antes de dicho cultivo
manteniendo el elmiddn bajo condiciones de hidrolizecidn
en presencia de agua y un agente hidrolizante seleccionado
del grupo consistente en un gcido ¥y una enzimg hidrolizadora
del glmiddn hesta slcanzar dicho equivalente de dextrosa.

48 ,- lejoras en un método de produccidon de pulula—
no, de acuerdo con la reivindicacidn 32, en el que dicho
agente hidrolizante es &cido clorhidrico u oxalico.

5.~ Mejoras en un método de produccidén de pulula-
no, de acuerdo con lg reivindicacidn 38, en el que dicho
agente hidrolizante es ls O<-amilasa, isoemilgsa, o malte-
amilasa.

68.~ Mejoras en un método de produccidn de pulula-
no, de acuerdo con le reivindicaecidn 18, en el que dicho mi-
croorgenismo es lg Pullularis fermentans ver fermentans IFO
6401, Pullularia fermentans var fusca IFO 6402, Pullularia
pullulens AHU 9553, Pullulsris pullulans IFO 6353, o Dema-
tiun pullulans IFO 4464, -

78 .~ Mejoras en un método de produccidn de pulula-~
no, de acuerdo con lg reivindicgcidén 18, en el que dicho
hidrolizado consiste esencialmente en oligosacaridos.

8a,- Mejoras en un método de produccidn de pulula~
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no, de scuerdo con la reivindicecidn 12, en el que la con-
contracidn de dicho hidrolizado en dicho medio esta compren-—
dida entre el 5% y el 15% en peso.

98,- MEJORAS EN UN METODO DE PRODUCCION DE PULULA-
NO. - -

Seghin queds sustancialmente descrito en la presen-
te memoria, que consta de diecisiete hojas escritas a néqui-
nag, por ung sola cara.

Madrid, 11 de octubre de 1972

HAYASHIBARA BIOCHZEM[CAL'I ATORIES,
INCORPORATED. . -
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