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MEMORIA DESCRIPTIVA

para solicitar PATENTE DE INVENCION EN ESPANA por 20 afios
a nombre de TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.

entidad Jjsponesa

establecida en 27, Doshomachi 2-chome, Higashi-ku,

Osaka, Japbn

por: "UN PROCEDIMIENTO PARA CONCENTRAR UNA SUSPENSION
DE UN POLISACARIDO TERMICAMENTE GELIFICABLE"
(Clase Internacional CO8b)
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La presente invencién se refiere a un pro
cedimiento para concentrar una suspensién de un polisa-
carido térmicamente gelificable gompuesto predonminante-
nente por beta-1,3-glucano.

Tales polisacéridos gelificables térmica-
mente son elaborados por Alcaligenes faecalis var.
myxogenes NTK-u y otros organismos, y son preparados por
los métodos expuestos en las patentes de los EE.UU. no
3,754,925 y patente francesa n2 7141557, o se presentan
en el Poria cocos Wolf (Agricultural Biological Chemig
try 32-10, 1261-1269 (1968)).

Estos polisacéridos han atraido reciente-
mente gran atencidén como materiales alimenticios sin
igual, agentes modificadores de la calidad, agentes me-
joradores de slimentos, alimentos con pocas calorias ¥y

similares, debido a su resistencia de gel sin igual, ca

- pacidades de retencidén de agua, texturas caracteristi-

cas y bajos contenidos calorificos, etc.

Dado que estos polisacaridos son solubles
en wn alcali fuerte e insolubles bajo condiciones entre
neutras y acidas, han sido purificados hasta ghora apro
vechando este comportamiento de solubilidad.

Asi, el método usual comprende preparar
una suspensidn que contiene btal polisacérido en primer

lugar; disolver el polisacérido por adicién de un &lca-
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1i fuerte (por ejemplo NaOH); eliminar de la solucién
los insolubles en alcali; afiadir un écido, tal como
HCl, a la solucién residual, para precipitar el polisa-
cédrido; diluir con agua el 1iquido resultente; centrifu
gar la solucién para eliminar lo que sobrenada; elimi-
nar sales del sedimento; concentrarle; ¥ finalmente deg
hidratarle. Una de las desventajas de este método es
que cuando se hace que dichos polisscaridos se separen
por adicién de un &cido, su fuerte afinidad por el agua
hace que se forme un fluido tipo jalea, incluso a baja
concentracién (aproximadamente 1% (peso/volumen)), ¥
por tanto hace muy diffcil seguir concentrando el flui-
do. Otra desventaja es que, debido a que la capacidad
de gelificacidén térmica de estos polisacéridos se estro
pea a aproximademente 402C, es imposible separarlos ¥
concentrarlos mientras se calientan. Asi, este método
apenas puede ser gplicado a un procedimiento industrial.
Tos subores de la presente invencidn efec
tuaron extensos estudios para soslayar estas desventa-
jas del método usual y para establecer un método comer-
cialmente ventajoso. Los estudios condujeron al descu-
brimiento de que si se sigue el método de disolver pri-
mero, por ejemplo, una sal de calcio, sal de magnesio o
sal de cinc en wna suspensién de dichos polisacéaridos,

bajo condiciones entre débilmente Acidas y débilmente
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alcalinas, ajusténdolos luego a wna alcalinidad de apro
ximadamente 0,1-1N respecto a, por ejemplo, &lcali cius
tico, y afladiendo finalmente un &cido mineral, por ejem
plo HCl, a la solucidén, los polisaciridos precipitan co
mo gel concentrado firme, facilitando asi las subsiguien
tes operaciones de separacidém, eliminacidén de sales y
purificacibén. El hallazgo anberior y los estudios subsi
guientes han culminado en la presente invencién.

Asi, el principal objeto de la presente
invencidn es proporcionar un procedimiento para concen-
trar una suspensidn de wn polisacdrido gelificable tér-
micamente, compuesto predominantemente por beta-1,3-glu
cano, de manera que se facilite la posterior purifica~
cidn de dicho polisacérido.

Otro obJeto es proporcionar un procedi-
miento para purificar el polisacarido.

El objebo principal de la presente inven-
cidn se consigue disolviendo una sal soluble de calcio,
magnesio 0 cinc en una suspensidn de dichos polisacari-
dos, haciendo luego alcalina la suspensidén para disol-
ver el polisacérido suspendido; afiadiendo un acido a la
solucidn resultante, para precipitar el polisacarido; y
finalmente separando ¥ recogiendo éste.

En la presente invencién se emplea una

suspensibén de los polisacaridos antes descritos. Si la
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concentracidn del polisacdrido es excesivamente alta,
el fluido es demasiado viscoso para ser menipulado. Por
tento, se emplea usualmente una suspensidn que contiene
no mis de 6,5% en peso/volumen (p/v) de los polisacari-
dos.

Segin la presente invencibén se concentra
nuy eficazmente una suspensibn de los polisacéridos a
una concentracién no mayor que 6,5% (peso/volumen). Da-
do que los métodos de fermentacién de las patentes frap
cesas antes mencionadas dan polisacéridos PS y curdlan
(denominados abreviadamente en lo sucesivo PS ¥y curdlan)
en suspensidn, este caldo de fermentacibn puede ser em-
pleado como tal en la préctica de la invencién. Tales
celdos de fermentacién contienen usualmente cdlulas ¥
otros insolubles. Si la ocasidn pide separar tales mate
rias antes de seguir métodos de concentracidn, la sus-
pensién es sometida a un método de tratamiento previo
gque comprende alcalinizar la suspensién hasta por enci-
ma de pH 12, de menera que se disuelva el polisacarido
suspendido; afiadir cloruro céleico o hidréxido calcico
para disminuir la viscosidad de dicha solucién de poli-
sacérido; eliminar de ella los contaminentes insolubles;
v afiadirle un 4cido para volver a tener una suspensibn

del polisacarido.

Este método de tratamiento previo es par-

- 5=



10

15

20

25
21.11.73.

“ -
A
)5 g !é

ticularmente deseable en el caso de que las solucilones
alcalinas de polisacaridos sean viscosas, por ejemplo
con tanto como cientos de centipoises, ain cuando las
concentraciones de polisacdridos sean de varios por
ciento, con lo que es extremadamente dificil separar las
c¢élulas y otros insolubles de la solucidén. Por ejemplo,
en un método de centrifugacidén la eficacia que se puede
alcanzar de la centrifuga es solo aproximadamente un dé
cimo de la eficacia a alcanzar cuando se eliminan las
células de los caldos de cultivo cominmente existentes,
cuyas viscosidades estén en las vecindades de aproxima
demente varios centipoises. En este método de tratamien
to previo la cantidad de cloruro cdlcico o hidréxido
cédlcico esti deseablemente entre 0,03 y 0,2 moles/litro,
en relacidén a 1% en peso/volumen (p/v) del polisacérido
que se disuelve.

Fn la préctica de este tratamiento previo,
la viscosidad de la solucidn alcalina antes de la adi-
cién de sal de calcio es deseablemente tan baja como sea
posible, por ejemplo aproximadamente 140 centipoises o
menos, y con tal fin es practico mentener la solucidn
alcalina en reposo durante algin tiempo antes de la adi
cidn de sal de calcio.

En tal suspensién de polisgcdrido se in-

corpora y disuelve una sal de calcio, sal de magnesio o
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sal de cinc (denominadaes en lo sucesivo sal de calecio o
equivalente, si es necesario). Aunque la sal puede ser
cualquiera de las sales solubles en agua, tal como clor
hidrato, hidréxido, etc, el clorhidrato es la ngs deseg
ble. Aunque la cantidad de sal varia con los diferentes
tipos de sal y de polisacérido, es aconsejable usar en-
tre 0,03 y 0,75 moles/litro. En particular, en el caso
de 1la sal de magnesio, el intervalo mis deseable es en-
tre 0,06 ¥ 0,25 moles/litro, ¥ en el caso de la sal de
cine el intervalo mAs deseable es entre 0,35 y 0,45 mo-
les/litro. La adicién de una cantidad menor que 0,03 mo
les/litro es indeseable, ya que cuando el fluido se hace
fuertemente alcalino en la etapa subsiguiente su visco-
sidad se hace demasiado alta. Sin embargo, cuando la con
centracién de sal alcanza 0,03 moles/litro o mds alta,
por ejemplo, en el caso de la sal de calcio, la viscosi
dad de la solucién alcalina de polisacaridos obtenida
en la etapa siguiente disminuye notablemente haciendo
fécil efectuar la separacién de contaminantes insolu-
bles de la solucién. En relacidn con esto es importante
que tras la adicién de sal de calcio o equivalente el
sistema sea agitado suficientemente, para disolver com
pletamente y dispersar la sal en la suspensidn.

La suspensién que contiene la sal de cal-

cio o equivalente es ajustada luego a una alcalinidad
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fuerte, mediante un 4lcali tal como NaOH o KOH. E1 pH
asi ajustado debe ser al menos por encima de pH 12, ¥
preferiblemente por encima de pH 13. Luego se ailade un
acido a la solucién para precipitar el polisacarido.
Aunqgue el tipo de &cido es en gran parte opcional, es
preferible el acido clorhidrico. El pH se ajusta usual-
mente por debajo de 10, y preferiblemente cerca de neu
tro a acido. Este dcido se aflade hasta que se separa

el polisacérido. De esta manera se permite que el poli
sacérido buscado se separe mucho mas facilmente que en
ausenclia de sal de calcio o equivalente. Este precipi-
tado es tan altamente sedimentable que se puede sepa-
rar facilmente del fluido que sobrenada, y dado que el
precipitado asi separado retiene relativamente menos
agua se efectla eficazmente el subsiguiente método de
concentracidén del precipitado. Un procedimiento sin em
plear sal de calcio o0 equivalente solo da un precipita
do de polisacarido muy viscoso, tipo jalea, que contie
ne gran cantidad de agua cuando se separa el polisacé-
rido con adicidn de un acido, y por tanto requiére

gran centidad de esfuerzo para concentrar la suspensidn
y en la subsiguiente deshidratacién, mientras que el mé
todo de la invencidn proporciona precipitados de menor
contenido de agua, por ejemplo aproximadamente la mitad

que el de los productos que se pueden obtener por néto-
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dos usuales, con el resultado de que se facilitan consi
derablemente los subsiguientes métodos de purificacidn,
incluyendo la eliminacidén de sales, el secado, etc.

El método de la presente invencidn sera
descrito en mis detalle mediante experimentos y ejem~
plo de trabajo.

En estos experimentos y ejemplo se prepa-
rd PS segln el Ejemplo A-4 de la patente de los EE.UU.
no 3,754,925 (véase referencia mis adelante), mientras
que el polisacérido de Poria cocos Wolf fue obtenido
de lg manera expuesta en Agricultural Biological Che-
mistry 32-10, 1261-1269 (1968).

Referencia

Se inocula Alcaligenes faecalis var.

myxogenes, cepa NTE-u (IFO-13140) en 30 ml de un medio
de cultivo de siembra cargado en un matraz Erlenmeyer
de 200 ml, estando compuesto el medio por glucosa (1,0%),
(NH, ) HPO, (0,15%), KH,P0, (0,1%), MgS0,*7H0 (0,05%),
FeS0,*7H,0 (0,005%), Mns0, 71,0 (0,002%), ZnCl, (0,001%),
CoCl, (0,001%), extracto de levadura (0,1%), CaCO3 (0,3%) ,
uracilo (0,01%) y agua, y estando ajustado a pH 7,0. El
cultivo se efectfia bajo agitacidn a 322C durante 24 ho-
Tas.,

Una porcidn de 2 ml del caldo de cultivo

de siembra resultante es inoculada en 20 ml de un medio
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de cultivo principal cargado en un matraz Erlenmeyer de
200 ml, estendo compuesto el medio por glucosa (10,0%),
(WH,) BP0, (0,23%), KH PO, (0,1%), Mgs0,.7H 0 (0,05%),
FeS0,*7H,0 (0,005%), M0, - 7H,0 (0,002%), ZnCl, (0,001%),
CoCl, (0,001%) , CaCO5 (0,3%), uracilo (0,01%), vy agua,
y estando ajuétado a pH 7,0. El cultivo se efectla bajo
agitacién a 32eC durante 90 horas.

Se mezclan los caldos obtenidds en varios
de tales matraces. A 80 ml del caldo se afladen 240 ml
de una solucidén acuosa de NaOH 0,5, seguida por agita-
cién a fondo haste que se hincha el polisacédrido produ-
cido. Se afiaden a la mezcla 160 ml de agua. La solucidn
diluida es centrifugada a 12.000 rpm durante 10 min pa-
ra eliminar las materias sbélidas, incluyendo las célu-
las. El liguido que sobrenada es neutralizado con HCl
3N, tras lo cual se separan sedimentos de gel. Los se-
dimentos son recogidos por centrifugacién y lavados con
agua hasta que se eliminan las sales contenidas en ellos.
Tuego se vuelven a centrifugar los sedimentos para recg
ger el polisacirido deseado. La deshidratacién con ace-
tona y el secado bajo presidém reducida producen 4,4 g
de PS. El rendimiento en relacidén a la glucosa substra-
to es 55%.
Experimento A

Efecto del tratamiento previo de una sus-

- 10 -



10

15

21.11.73.

3
Rt 4

pensidén de polisacarido,

(A-1) Centidad de CaCl, frente a la viscosidad de la

solucidn alcalina del polisacarido

El caldo de fermentacién de PS obtenido
por el método descrito en la Referencia fue diluido con
agua y se afiadié NaOH 10N & porciones del caldo diluido,
en cantidades que pudiesen dar las concentraciones de
4lcali de 0,48 y 0,8N, respectivemente.

Tos sisgtemas fueron agitados durante unas
pocas horas, para obtener soluciones alcalinas que tu-
viesen una concentracién de PS de 1,5% (peso/volumen).
Aunque las viscosidades de cada dilucién al principio
de la disolucién en &lcali fueron significativemente
altas, disminuyeron gradualmente con el lapso del tiem
po de disolucidn, y alcanzaron ciertos valores constan
tes de aproximadamente 80 a 90 centipoises en gproxima-—
damente unas pocas horas. A cada una de las soluciones
alcalinas de PS que hablan sido equilibradas asi se afia
dieron cantidades variables de Ca012‘2H20, es decir, de
0,5% (peso/volumen) (0,034 moles/litro) a 6,0% (peso/vo
lumen) (0,276 moles/litro). Los cambios de viscosidad
resultantes de las soluciones alcalinas de PS se mues-

tran en la Tabla 1.

-1 -
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Los resultados anteriores indican que
mientras que la viscosidad de una solucidn alcalina de
PS més bien aumenta cuando la cantidad de CaCl, es pe-
quefia, se puede alcanzar una significativa depresidn
de la viscosidad por adicidén de 0,045 moles/litro o
més de CaCl, cuando la concentracibén de PS es 1,5%
(peso/volumen), es decir, 0,05 moles/litro de la solu-
cibén de CaCl, en relacidn a 1% (peso/volumen) de PS.

(A-2) Cantidad de Ca(OH)- frente a la viscosidad de 1la

solucidn alcalina de polisacérido

Un polvo purificado de PS fue suspendido
uniformemente en agua y disuelto en NaCH 0,4N., La con-
centracidén de PS fue 2% (peso/volumen). A esta solu-
cién alcalina de PS se afiadidé una cantidad variable de
Ca(OH)e, suspendida en una pequefla cantidad de agua,
segin se indica en la Tabla 2, y luego se midid la vis

cosidad de la solucién.
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En este caso se inicia en la viscosidad
una depresién gradual cuando la cantidad de Ca(OH)2 al-
canza aproximadamente 0,03 moles/litro por tanto por
ciento de PS.

(A-3) Cambios en la viscosidad de la solucién alcalina

del polisacdrido gelificable térmicamente (prin-

cipal ingrediente Pachyman) contenido en Poria

cocos Wolf, causados por la adicidén de CaCl,

Treinta gramos del polvo obtenido por ex-
traccién con dlcali de una preparacién cruda de Poria
cocos Wolf fueron suspendidos uniformemente en agua y
disueltos con NaOH, dando 1.000 ml de una solucidén 0,4N,
En este estado, la solucidn alcalina de polisacarido
tenla una viscosidad de 18 centipoises. Ia viscosidad
de la solucidén fue disminuida a 5 centipoises cuando
se afladieron 0,1 moles de Ca012 ¥ se disolvid.

Experimento B

Efecto de la sal soluble en agua de calcio, magnesio v

cinc para concentrar la suspensidn de polisacirido

(B-1)

Experimento 1

Cantidades de CaCl, y viscosidad de la so
lucidbn alcalina y de la suspensidn neutralizada de PS.
(1) Cantidades de CaCl, afladidas y viscosidades de la

solucidn alcalina (NaOH 0,2N) y de la suspensidn

- 15 -
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neutralizada de PS cuando la concentracidn inicial
de PS es 1,5%.

El polvo de PS fue suspendido uniformemen
te en agua para preparar una suspensidn al 1,5%, y se
disolvié CaCl, en ella. Después se hizo la solucidn al
calina hasta 0,2 N respecto a NaOH, y se dejd reposar
a 302C durante 1 hora. La viscosidad de esta solucidn
alcalina fue medida y luego se hizo separar el PS por
adicién de HCL 4 N (a pH 6). Luego se midid la viscosi-
dad de esta suspensidn neutralizada. Las medidas de vis
cosidad se hicieron mediante un viscosimetro Tokyo
Keiki modelo B, dentro del inbtervalo indicado de 60-6
rpm. Los resultados se exponen en la tabla. En la ta-
bla, p/v significa tanto por ciento en peso/volumen

(lo mismo es vAlido para més adelante).

- 16 -
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TLos resultados anteriores indican que, respecto a la
cantidad de CaGlz'aﬁadida, larviscosidad de la solucidn
alcalina tiene un cierto pico y si se afiade CaCl, en
concentraciones mds alld de un umbral correspondiente a
este pico, ¥ luego se permite que se separe PS dentro
del intervalo de baja viscosidad més alié de dicho pi-
co, se facilita la operacién. Ademds, ain cuvando la con
centracién de PS es bastante alta, la adicién de CaCl,
tiene como Tesultado una reduccidn sustancial de 1a vis

cosidad.

(B-2) Cantidades de CaCl2 afladidas y aptitud del PS pa-

ra la sedimentacibn y concentracion de PS en la

sedimentacidn

1) El polvo de PS fue suspendido uniformemen
te en agua (1,5% (p/v)) ¥y luego se afiadib CaCl, ¥ se ai
solvié alli en concentraciones variables, como se indi-
ca a continuacién en la tabla. Cada wna de las solucio-
nes se hizo alcalina (hasta NaOH 0,2 N) y se dejé repo-
sar a 302C durante 1 hora. Luego se afiadié HOL 4N a la
solucidn para hacer que se separase el PS (pH 6). Des-
pués se diluyd la solucidn hasﬁa una concentracidn de
PA de 0,03% (p/v) ¥ se examinaron la velocidad de sedi-
mentacidén y la eficacia de concentracidn de la dilu-
cidn.

Tos resultados se exponen en la siguiente

Mabla 4.

- 18 -
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: Los resultados anteriores indican que a
medida que se aumenta la cantidad de Ca012 Pasa a la
porcidén de sedimentacibén una cantidad en aumento de PS,
es decir, se perfecciona la velocidad de sedimentacidn
de PS y se hace mds fécil la operacidn. También se ha
hallado que a medida que gumentsa la cantidad de GaCl2
se puede efectuar con mayor facilidad la concentracidn
de la solucidn.

2) El polvo de PS fue suspendido uniforme-
mente en agua en cantidades variables, como se muestra
a conbinuacidén, y luego se afiadid CaCl, y se disolvié
en é1 hésta éoncentracién variable, como se indica en
la Tabla 5. Cada una de las soluciones fue hecha alca-
lina (WaOH O,N) y se la dejdé reposar a 302C durente 1
hora. Luego se afiadid HCl 4N a la solucidn, para hacer
que se separase el PS (pH 6,0), que fue centrifugado
con 8,500 G durante 10 minutos.

Se midieron las concentraciones de PS,

en % (p/v), en las tortas resultantes.
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La Tabla 5 muestra que a medida gque aumen
ta la cantidad de Ca.Cl2 se hace mejor la gptitud del PS
para sedimentar, y se hace mayor la concentracidén de PS
en las tortas centrifugadas. Sin embargo, cuando la can
tided de CaCl, excede de 0,75% (p/v), la eficacia de
concentracién de PS, en términos de CaCl,, cae notable-
mente.

(B-3) Viscosidades de una suspensién neutralizada de PS

con Acido y tipos de sal de calcio

El polvo de PS fue suspendido uniformemen
te en agua para preparar una suspensidn al 1,5% (p/v).
Tuego se incorpord una de las sales de calcio indicadas
a continuacién en la tabla, y fue suspendida en la an-
terior suspensién, en cantidad de 0,075 moles/litro (el
DH de la suspensidén tras esta adicidén se indica en la
tabla como pH inicial). Ia suspensidn fue hecha alcali-
na hasta 0,28, en términos de NaOH, y se midid su visco
sidad tras 1 hora de reposo a 302C. Luego se hizo que
se separase el PS por adicién de HC1 4N (pH 6), ¥ se
midid la viscosidad de la suspensidn resultante. Los
efectos de la adicidén de estas diversas sales de calcio
fueron comparados luego entre si. Los resultados se ex-

ponen a continuacidn.
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Por el anterior experimento serd eviden-
te que la sal de calcio mas eficaz es el CaCl,*2H0,
seguido por Ca(OH)g.

(B-4) Sales metdlicas distintas de sales de calcio

(1) Cantidades de MgClo afiadidas y viscosidades de la

solucidn alcalina de NaOH v de la suspensidn neu-

tralizaeda de PS

ELl polvo de PS fue suspendido uniforme-
mente en agua para preparar una suspensidn al 1,5%
(p/v) 7 se disolvid MgCl, en porciones de la suspensién,
hasta las concentraciones indicadas a continuacidn en
la Tabla. Cada una de las soluciones fue alcalinizada
hasta NaOH O,2N y se la dejd reposar a 30°C durante 1
hora. Se midid la viscosidad de la solucidn alcalina.
Luego se afiadid a la solucidén HCL 4N para precipitar el
PS (pH 6), ¥ se midid la viscosidad de la suspensién re

sultante de PS.

Los resultados se exponen en la tabla si-

guiente.
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(2) Cantidades de ZnCl. afiadidas y viscosidades de la

solucidén alecalina de NaOH v de la suspensidn neu-

tralizada de PS

El polvo de PS fue suspendido uniformemen
te en agua y se incorpord ZnCl, v se disolvié en porcio
nes alicuotas de la suspensidn, hasta las concentracio-
nes indicadas a continuacidén en la tabla.

Cada uno de los fluidos fue neutralizado
hasta pH 7 con NalOH, y luego alcalinizado hasta NaOH
0,2N. Se dejbé reposar la solucidén a 302C durante 41 hora,
v se midibé su viscosidad (en esta etapa la concentra-
cién de PS era 1,5%). Luego se precipitd el PS por adi-
cibén de HC1 4N (a pH 6), ¥ se midid la viscosidad de la
suspensibn neutralizada de PS. Los resultados se expo-

nen a continuacidn.
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Los resultados anteriores indican que el

efecto de las sales de Mg y Zn sobre el PS es andlogo
al efecto de las sales de Ca. Asl, estas sales metdli-
cas también son aplicables en el procedimiento de la
presente invencidn.

(B~5) Cantidades de CaCl, afiadidas v viscosidades de la

soluciodn alcalina v del 1liquido que conbiene poli-

sacérido tras la precipitacidén (se empled polisa-—

cidrido gelificable Gérmicamente presente en el Po-

ia cocos Wolf (principal constituyente: Pachyman))

En 1.000 ml de agua se suspendieron unifor

memente 30 g de polvo de Poria cocos Wolf.

Iuego se alcalinizd la suspensidén hasta
NaOH 0,4, con lo que se disolvid el polvo (24 horas).
Con adicidn de tierra de diatomeas como coadyuvante de
filtracién, se filtrd la solucién, obteniéndose 900 ml
de filtrado. A este filtrado se afladidé HC1 4N, con lo
que se hizo que se separase el polisacdrido (pE 6). En
este liquido se disolvid CaCl,.ZH,0 hasta las concentrg
ciones indicadas a continuacién en la tabla. Cada una
de las soluciones fue hecha alcalina hasta NaOH 0,2M, ¥
se dejb reposar a 302C durante 41 hora. Iuego se midid
la viscosidad de la solucidn. Después se afiadid a la
solucién HC1 4N para precipitar el polisacdrido (pH 6)
v se midié la viscosidad del liquido resultemte. Los

resultados se exponen a conbinuacidn.
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Los resultados anbteriores indican que,
justamente igual que en el caso del polvo de PS5, la adi
cion de Ca012 causa reducciones de 1@ viscosidad. Este
hecho sugiere que el efecto de adicidn de CaCl2 es co-
min a los polisacdridos gelificables térmicamente, com-
puestos predominantemente por beta-1,5-glucano.

Efjemplo

A. Tratamiento previo de la suspensibn de polisacarido

1.000.000 de partes en volumen de caldo
de fermentacidén de PS (concentracidn de PS: 3,4%

(p/v)) fueron tratadas con NaOH mientras se agitaba a
302C durante 5 horas, dando 2,000,000 de partes en vo-
lumen de uvna solucidén alcalina que tiene una concentra-
cién final de PS de 1,7% (p/v) y una alcalinidad de
0,4N. Ia viscosidad de esta solucién era 50 centipoilses.
Iuego se afladieron 30.000 partes en peso (O;O6rmoles/ll'
tro/tanto por ciento de PS) de CaCl,*2H,0, en forma de
solucidn del mismo, a la anterior solucién alcalina de
PS obtenida.

Tras 20 min de agitacidén se halld que la
viscosidad de la solucién era 5 centipoises. La solu-
cién alcalina cuya viscosidad se habia disminuido de
esa forma fue centrifugada a 8.000 G mediante una centri
fuga de disco-cuba, para eliminar las impurezas insolu-

bles que estaban compuestas principalmente de células
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v Ca(OH)z. Este método produjo 1.800.000 partes en vo-
lumen de una solucidén de PS (concentracidn de PS: 1,7%
(p/v)). Se afiadid a esta solucidén HCL 4N para hacer gque
el PS se separase. Asi, se obtuvieron 2,000,000 de par-

5 tes en volumen de una suspensién de PS (pH 6,0, concentra
cidn de PS: 1,5% (p/v)). Esta suspensidén de PS fue somg
tida a un método de concentracidén seglin el método de la
presente invencidn,

B. Concentracidn de la suspensidn de PS

10 Se disolvid Ca012-2H20 en la suspensidn
de PS (concentracién de PS: 1,5% (p/v)) obtenida por
el tratamiento previo de la Etapa A, hasta una concen-
tracibn de 0,09 moles/litro (concentracidén de Ca012-2H20:
1,32% (p/v)), ¥ la solucidén fue llevada a solucidn alca
15 lina de NaOH 0,2N, Tras mantener una hora a 302C se afia
did HC1 a la soluciodn para hacer que se separase el PS
(pH 6,0), 7 con el fin de eliminar sales y lavar el sis
tema fue diluido con agua a 10,000,000 de partes en vo-—
lumen., La dilucién fue sometida luego a eliminacién de
20 sales, lavada y concentrada mediante una centrifuga de
cuba de disco, para obbtener 1.000.000 de partes en vo-
lumen de concentrado (I) (concentracidn de PS: 2,8%
(®/v)).
La concentracién fue diluida de nuevo con

25 agua y concentrada de nuevo y separada usando la misma
5-70 74'u
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centrifuga, con lo que se obtuvieron 700.000 partes en
volumeﬁ de concentrado (II) (concentracidn de PS: 3,8%
(p/v)). Este concentrado fue deshidratado con un seca-
dor de pulverizacidn para obtener 27.000 partes en peso
de polvo seco (pureza del PS: 95%; contenido de agua
5%) .

Fn el ejemplo anterior la relacién entre
parte(s) en peso y parte(s) en volumen es la misma que
entre gramo(s) y mililitro(s).

Ta presente solicitud que corresponde a
las presentadas en Japdn, el 16 de Octubre de 1972, baé
jo el Ne 103378/72 y 20 de Noviembre de 1972, bajo el
Ne 116467/72, se acoge a los beneficios del articulo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

RETVINDICACIONES

Ios puntos de invencidn propia y nueva
que se presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patente de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son

los que se recogen en las reivindicaciones siguientes:
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12,- Procedimiento para concentrar una sug
pensidén de un polisacdrido térmicamente gelificable, com
puesto predominantemente por beta-1,%-glucano, que com-
prende disolver una sal soluble en agua de calcio, mag-
nesio o cinc, en cantidad comprendids entre 0,03 y 0,75
moles/litro, en una suspensidn de dicho polisacdrido;
hacer luego alcalina la suspensidén, para disolver el po
lisacdrido suspendido; afladir un &cido a la solucidn re
sultante, para precipitar el polisacdrido; y finalmente
separar y recoger éste.

2a,- Procedimiento segim la reivindica-
cién 12, donde la cantidad de sal de magnesio estéd com-
prendida entre 0,06 y 0,25 moles/litro.

a,- Procedimiento segin la reivindica-
cién 12, donde la cantidad de sal de cinc estd compren-
dida entre 0,35 y 0,45 moles/litro.

42, - Procedimiento segin la reivindica-
cidn 12, donde dicha sal soluble en agua de calcio, mag
nesio o cinc es su cloruro o hidréxido.

52,- Procedimiento segin la reivindica-
cién 12, donde el pH de la solucidn alcalinizada es ma-
yor que 12.

62.~ Procedimiento segln la reivindica-
cibén 12, donde la concentracién de polisacarido gelifi-

cable térmicamente en la suspensidn de partida no es ma

- 3% -




yor que 6,5% (peso/volumen).

72 .~ Procedimiento segln la reivindica~
cién 12, donde la suspensidn de partida es purificada
antes de someterla al método de concentracién posterior,

5 alcalinizando la suspensidén por encima de pH 12, de ma-
nera que se disuelva el polisacérido suspendido; afia-
diendo a la solucidn resultante de 0,03 a 0,2 moles/1li
tro, por tanto por ciento de dicho polisacarido, de
cloruro cdlcico o hidréxido cédlcico, para disminuir la

10 " viscosidad de dicha solucidén de polisacérido; eliminan-
do de ella los contaminantes insolubles; y afladiéndole
un acido Pars volver a conseguir una suspensidn del po-
lisacérido.

82,- Un procedimiento para concentrar una

15 suspensién de un polisacarido térmicamente gelificable.

Tal y como se ha descrito en la Memoria
gue antecede y paia los fines que se han especificado.

Esta Memoria consts de treinta y cuabro

hojas escritas a maguina por una sola cara.

28 il 1973
Madrid,
P, A.
G.D.S.
21.11.75.
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