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DESCRIPCION
Procedimiento de extraccion y de purificacion mejorado para beta (1-3) beta (1-4) glucano de cereal
Campo técnico

La presente invencion se refiere generalmente a B-glucanos de cereal. Mas particularmente, la invencion se refiere a
procedimientos para extraer y aislar B (1-3) 8 (1-4) glucano de avena altamente purificado. La presente descripcion
también se refiere particularmente a composiciones que comprenden un 3 (1-3) B (1-4) glucano y un depresor del
punto de congelacion.

Antecedentes de la invenciéon

Las gomas son sustancias tanto hidr6fobas como hidréfilas de peso molecular que oscila de 10.000 a 50.000.000
Dalton, que en un disolvente apropiado producen geles o suspensiones o disoluciones altamente viscosas con bajo
contenido de sustancia seca. Gomas comUnmente usadas en alimentos, medicina y productos industriales incluyen
almidones, derivados de celulosa, pululano, agar, aloe, gellan, goma guar, goma de semilla de algarrobo, pectina,
algina, carragenina, xantana, B-glucano y goma arabiga (véase Whistler, R.L. (1993) Industrial Gums:
Polysaccharides and their derivatives Eds. Whistler R.L. y BeMiller J.N. (Academic Press) p 2).

Los glucanos son homopolisacaridos que consisten sélo en glucosa. Sin embargo, como es posible enlazar las
moléculas de glucosa en diferentes configuraciones estereoquimicas, los glucanos son un grupo diverso de
compuestos con diferentes propiedades quimicas, fisicas y funcionales.

Las estructuras quimicas de los polisacaridos son de importancia primordial en la determinacion de sus propiedades.
Esto puede apreciarse comparando las propiedades de algunos homoglucanos comunes. Por ejemplo, la celulosa,
un B (1-4)-D-glucano, es insoluble en agua y altamente cristalina en comparacion con otros polisacéaridos. La
amilosa, un a (1-4)-D-glucano, es moderadamente soluble en agua, cristaliza menos bien que la celulosa y puede
formar geles termo-reversibles rigidos. El dextrano, un (1-6)-a-glucano, con un pequefio grado de ramificacion, es
extremadamente soluble en agua y no formador de gel (véase Dea, I.C.M. en (1993) Industrial Gums:
Polysaccharides and their derivatives Eds. Whistler R.L. y BeMiller J.N. (Academic Press) p 21).

El B (1-3) B (1-4) glucano de avena se clasifica como una goma viscosa (véase Wood, P.J. (1993) Oat Bran Ed P.J.
Wood (American Association of Cereal Chemists, Inc. St. Paul, MN)). Los B (1-3) B (1-4)-glucanos de cereal son
polisacéaridos estructurales presentes en las paredes celulares de cereales, tales como cebada y avena, entre otros.

El B (1-3) B (1-4) glucano de avena es reconocido por la FDA de EE.UU. como un agente que puede ayudar en la
prevencion de enfermedad cardiaca. En 1997, la FDA permitié que los productos de avena hicieran una declaracion
sanitaria. Es importante observar que ninguna otra fuente de B-glucano, levadura, flngicos, bacteriana o cereal, es
reconocida por tener estos efectos. Por tanto, los 8 (1-3) B (1-4)-glucanos de avena son distintos.

El B (1-3) B (1-4) glucano de avena sin modificar forma disoluciones altamente viscosas en agua a concentraciones
>0,75%. A concentraciones >1,2%, las disoluciones tienen la consistencia de un hidrogel espeso.

Glucanos de estructura molecular significativamente diferente y con diferentes propiedades fisicas y quimicas en
comparacion con la avena se encuentran en levadura, hongos, y ciertas bacterias y bacterias genéticamente
manipuladas. Por ejemplo, gellan, (1-3) B-D-glucopiranosil [B (1-3)-glucano] polimérico producido en Alcaligenes
faecalis se encuentra en Curdlan (Takeda Chemical Ind. Ltd.), B (1-3) a (1-6) glucopiran6sido producido en
Aureobasidium pullulans se encuentra en pululano y B (1-3) B (1-6) glucopirandsido se encuentra en levadura.

El peso molecular de los glucanos varia con la fuente. La Tabla 1 muestra el peso molecular promedio de gomas
tipicas.

Tabla 1: Intervalo de pesos moleculares promedio de gomas comunes

GOMA PESO MOLECULAR PROMEDIO
B (1-3) B (1-4) glucano de avena | 500.000 - 1.000.000

Pululano 50.000 - 100.000

Curdlan ~500.000
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(continuacion)

GOMA PESO MOLECULAR PROMEDIO
Metilcelulosa 10.000 - 200.000

Carragenina 4.500.000

Xantana 15.000.000 - 50.000.000

Alginato de sodio | 10.000 - 18.000.000

La viscosidad de una disolucion al 1% de diferentes disoluciones de gomas de polisacéaridos varia con el origen y la
naturaleza quimica. La Tabla 2 muestra la viscosidad de disoluciones al 1% de gomas tipicas.

TABLA 2: Intervalos de viscosidad tipicos de disoluciones al 1% de gomas comunes, medida a 25°C

GOMAS VISCOSIDAD EN DISOLUCION AL 1%, cP
B (1-3) B (1-4) glucano de avena | 500-1500

Pululano 2

Goma arabiga 1-5
Metilcelulosa 200

Goma de tamarindo 100-200
Goma guar 2.000-3.000
Goma de semilla de algarrobo 2.000-3.000
Xantana 2.000-3.000
Alginato de sodio 200-700

Las propiedades de solubilidad de los glucanos se diferencian segun su fuente. Por ejemplo, los B (1-3) B (1-4)
glucanos de cereal son normalmente solubles en disolventes acuosos, mientras que los 8 (1-3) 8 (1-6)-glucanos de
levadura (Saccharomyces cerevisiae) son insolubles en disolventes acuosos. Los glucanos solubles son deseables.
El B-glucano de levadura se ha solubilizado mediante la adicion de grupos fosfato (véase Williams y col.
Immunopharmacol. 22: 139-156 (1991)). Jamas y col. (patente de EE.UU. n°® 5.622.939) describen procedimientos
para extraer B (1-3) B (1-6) glucano soluble de Saccharomyces cerevisiae. El procedimiento descrito es complejo,
implicando hidrdlisis acida, hidrolisis basica y el amplio uso de centrifugacion y ultrafiltracién. No se proporcionan
detalles en cuanto a la estabilidad del B (1-3) B (1-6) glucano de levadura solubilizado.

Varias referencias de la técnica anterior desvelan procedimientos de preparacion de glucanos y composiciones de
glucano liquidas de cereales. Entre estas referencias de la técnica anterior estan las siguientes:

Beer y col., Extraction of Oat Gum from Oat Bran: Effects of Process on Yield, Molecular Weight Distribution,
Viscosity and (1-3) (1-4) beta-D-Glucan Content of the Gum, Cereal Chemistry 73(1): 58-62 (1996). Esta referencia
describe el uso de alcoholes en una cantidad igual a o superior al 50% (v/v) para lograr la precipitacion. Se informé
que la pureza de los glucanos recuperados estaba entre el 22 y el 63%.

Wood y col., Large Scale Preparation and Properties of Oat Fractions Enriched in (1-3)(1-4) beta-D-Glucan, Cereal
Chemistry 66(2): 97-103 (1989). Esta referencia describe el uso de alcoholes en una cantidad igual a o superior al
50% (v/v) para lograr la precipitacion de glucanos.

La patente de EE.UU. n°® 6.323.338 desvela un procedimiento de aislamiento de B-glucano de avena como una piel
enriquecida de un extracto de salvado de avena. El procedimiento desvelado no utiliza bajas concentraciones de
alcoholes de cadena corta para la precipitacion del glucano.

Redmond (patente de EE.UU. n° 6.284.886) desvela composiciones de 8 (1-3) B (1-4) glucanos de cereal y
procedimientos de produccion de estas composiciones. Las composiciones desveladas cumplen los estrictos
requisitos de la industria cosmética, en términos de su viscosidad, fuerza de cizallamiento y propiedades de
potenciamiento de la humedad. No se describe procedimiento para la extraccién o purificacion de B (1-3) B (1-4)
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glucano.
Resumen de la invencién

La presente invencién se resume en los siguientes parrafos numerados:
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1. Un procedimiento de aislamiento de un 8 (1-3) B (1-4) glucano de un grano de cereal triturado o una parte
triturada del grano de cereal, que comprende:

(i) extraer el grano de cereal triturado o la parte triturada del grano de cereal con una disolucion alcalina que
tiene un valor de pH entre 9 y 10 durante un periodo de tiempo de aproximadamente 15 a
aproximadamente 45 minutos para producir un extracto que contiene al menos aproximadamente el 0,4 por
ciento en peso de B (1-3) B (1-4) glucano;

(i) eliminar el material insoluble, y eliminar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior
a aproximadamente 0,2 pum de dicho extracto para producir un extracto purificado;

(i) ahadir de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25% (vol/vol) de un alcohol C1-C4 al extracto
purificado para precipitar el § (1-3) 8 (1-4) glucano, y

(iv) aislar el B (1-3) B (1-4) glucano.

2. El procedimiento del parrafo 1, en el que en dicha etapa de afadir (etapa iii), aproximadamente del 10% a
aproximadamente el 20% (vol/vol) de un alcohol seleccionado del grupo que consiste en metanol, etanol e
isopropanol se usa para precipitar el B (1-3) B (1-4) glucano de dicho extracto purificado.

3. El procedimiento del parrafo 2, en el que aproximadamente el 10% a aproximadamente 20% (vol/vol) de
etanol se usa para precipitar el § (1-3) B (1-4) glucano de dicho extracto purificado.

4. El procedimiento del parrafo 1, en el que dicha etapa de eliminar el material particulado comprende ademas

una o mas de una etapa de afiadir un floculante, un coagulante o tanto un floculante como un coagulante a
dicho extracto para coagular material particulado que tiene un tamafio de particula superior a aproximadamente
0,2 um, y eliminar el material coagulado de dicho extracto;

digerir el material de almidén en dicho extracto, y

filtrar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a 0,2 um de dicho extracto para producir
el extracto purificado.

5. El procedimiento del parrafo 4, en el que en dicha etapa de digerir, dicho material de almidon se digiere con
una enzima.

6. El procedimiento del parrafo 5, en el que antes de digerir dicho material de almidén, dicha disolucién alcalina
se neutraliza.

7. El procedimiento del parrafo 6, en el que tras la digestion de dicho material de almidon, dicha enzima se
inactiva.

8. El procedimiento del parrafo 7, en el que dicha enzima se inactiva acidificando la disolucién neutralizada.
9. El procedimiento del parrafo 5, en el que dicha enzima es una amilasa.
10. El procedimiento del parrafo 9, en el que dicha amilasa no requiere un cofactor de calcio.

11. El procedimiento del parrafo 1, en el que el cereal esta seleccionado del grupo que consiste en un cultivar de
cebada, un cultivar de avena, un cultivar de trigo, un cultivar de centeno, un cultivar de sorgo, un cultivar de mijo
y un cultivar de maiz.

12. El procedimiento del parrafo 1, en el que dicha etapa de afadir (etapa iii) se realiza a una temperatura de
aproximadamente 1°C a aproximadamente 10°C.

13. El procedimiento del parrafo 1 que comprende ademas una o mas de una etapa de disolver el g (1-3) B (1-4)
glucano aislado en una disolucién acuosa, precipitar el B (1-3) B (1-4) glucano afiadiendo entre 10% y 25%
(vol/vol) del alcohol C;-C4 a la disolucién acuosa y aislar el g (1-3) B (1-4) glucano.
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14. El procedimiento del parrafo 4, en el que el floculante esta seleccionado del grupo que consiste en una
poliacrilamida, una sal de acrilato cuaternaria y una macromolécula de floculante natural, y el coagulante esta
seleccionado del grupo que consiste en alumbre, cal, cloruro férrico, sulfato ferroso, un polimero organico y un
polielectrolito sintético con grupos funcionales aniénicos o catiénicos.

15. El procedimiento del parrafo 1, en el que aproximadamente el 15% a aproximadamente el 17% (vol/vol) del
alcohol C;-C4 se afiade al extracto purificado en la etapa (iii).

16. El procedimiento del parrafo 1, en el que el grano de cereal triturado o la parte triturada del grano de cereal
se extrae con una disolucion alcalina que tiene un valor de pH de aproximadamente 9,25 a aproximadamente
9,75.

17. El procedimiento segun el parrafo 4, en el que la etapa de filtrar el material que tiene un tamafio de particula
superior a 0,2 um de dicho extracto se realiza usando un filtro recubierto con una precapa de un ayudafiltros que
tiene una porosidad de 0,2 pm.

La presente invencion se refiere generalmente a B-glucanos de cereal. Mas particularmente, la invencion se refiere a
procedimientos para extraer y aislar B (1-3) 8 (1-4) glucano de avena altamente purificado. La presente descripcion
también se refiere particularmente a composiciones que comprenden un 3 (1-3) B (1-4) glucano y un depresor del
punto de congelacion.

En un aspecto, en el presente documento se describe un procedimiento para la extraccion y purificaciéon de un -
glucano de cereal. El B-glucano de cereal se deriva de un grano de cereal o una parte del grano de cereal.

En particular, la presente descripcién proporciona un procedimiento de aislamiento de un 8 (1-3) B (1-4) glucano de
un grano de cereal triturado o una parte triturada del grano de cereal, que comprende:

(i) extraer el grano de cereal triturado o la parte triturada del grano de cereal con una disolucion alcalina para
producir un extracto que contiene al menos aproximadamente el 0,4 por ciento en peso de 8 (1-3) B (1-4)
glucano;

(i) eliminar el material insoluble, y eliminar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a
aproximadamente 0,2 um del extracto para producir un extracto purificado;

(i) afiadir de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25% (peso/peso) de un alcohol C;-C4 al extracto
purificado para precipitar el § (1-3) 8 (1-4) glucano, y

(iv) aislar el B(1-3) B(1-4) glucano.

En un ejemplo del procedimiento anteriormente definido, aproximadamente el 10% a aproximadamente el 20%
(peso/peso) de un alcohol seleccionado del grupo que consiste en metanol, etanol e isopropanol se usa para
precipitar el B (1-3) B (1-4) glucano del filtrado. Preferentemente, aproximadamente el 10% a aproximadamente el
20% (peso/peso) de etanol se usa para precipitar el B (1-3) B (1-4) glucano.

En un ejemplo de los procedimientos descritos anteriormente, la etapa de eliminar el material particulado
comprende:

una o mas de una etapa de afiadir un floculante, un coagulante o tanto un floculante como un coagulante al
extracto para coagular material particulado que tiene un tamafio de particula superior a aproximadamente 0,2
pm, y eliminar el material coagulado del extracto;

digerir el material de almidén en el extracto, y

filtrar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a aproximadamente 0,2 pm del extracto
para producir un extracto purificado.

En un ejemplo del procedimiento que acaba de describirse, el material de almidon se digiere con una enzima, tal
como una amilasa. Mas particularmente, la enzima se digiere con una amilasa que no requiere un cofactor de calcio.
En otro ejemplo, el extracto alcalino se neutraliza antes de digerir el material de almidén. En otro ejemplo, la enzima
se inactiva tras la digestion del material de almidén, por ejemplo, acidificando el extracto alcalino que contiene el
material de almidon digerido.

La presente descripcion también se refiere a los procedimientos anteriormente definidos, en los que el cereal esta
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seleccionado del grupo que consiste en un cultivar de cebada, un cultivar de avena, un cultivar de trigo, un cultivar
de centeno, un cultivar de sorgo, un cultivar de mijo, un cultivar de maiz, y una mezcla de los mismos.

La presente descripcion también se refiere a los procedimientos anteriormente descritos, en los que el grano de
cereal o la parte del grano de cereal extraido en la etapa (i) esta en forma de una harina gruesamente triturada o una
harina finamente triturada.

En otros ejemplos de los procedimientos anteriormente descritos, el valor de pH de la disolucién alcalina es de
aproximadamente 9,00 a aproximadamente 10,00, de aproximadamente 9,25 a aproximadamente 9,75, o de
aproximadamente 9,30 a aproximadamente 9,50. En otro ejemplo, la etapa de extraer (etapa i) se lleva a cabo
durante un periodo de aproximadamente 15 a aproximadamente 45 minutos.

En otro ejemplo de los procedimientos anteriormente definidos, la etapa de precipitacion se realiza a una
temperatura de aproximadamente 1°C a aproximadamente 10°C, o de aproximadamente 1°C a aproximadamente
5°C. En incluso otro ejemplo, el alcohol usado para realizar la etapa de precipitacion se enfria a una temperatura de
al menos aproximadamente -20°C antes de afiadirse a la disolucién de 3(1-3) $(1-4) glucano.

Los procedimientos anteriormente definidos pueden comprender ademdas una o mas de una etapa de disolver el
(2-3) B (1-4) glucano aislado de la etapa (iv) en una disoluciéon acuosa, precipitar el (1-3) B (1-4) glucano afiadiendo
aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25% (peso/peso) del alcohol C;-C4 a la disolucién acuosa y aislar el
a (1-3) & (1-4) glucano.

La presente descripcion también proporciona un procedimiento de aislamiento de un B (1-3) B (1-4) glucano de un
grano de cereal triturado o una parte triturada del grano de cereal, que comprende:

(i) extraer el grano de cereal triturado o la parte triturada del grano de cereal con una disolucion alcalina para
producir un extracto que comprende al menos aproximadamente el 0,4 por ciento en peso de 8 (1-3) B (1-4)
glucano;

(i) eliminar el material insoluble, y eliminar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a
aproximadamente 0,2 um del extracto para producir un extracto purificado, en el que la etapa de eliminar el
material particulado comprende:

una 0 mas de una etapa de afiadir un floculante, un coagulante o tanto un floculante como un coagulante al
extracto para coagular material particulado que tiene un tamafo de particula superior a aproximadamente 0,2
pm, y eliminar el material coagulado del extracto;

digerir enziméaticamente el material de almiddn en el extracto, y

filtrar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a aproximadamente 0,2 pm del
extracto para producir el extracto purificado;

(iii) afadir aproximadamente del 10% a aproximadamente el 25% (peso/peso) de un alcohol C;-C4 al extracto
purificado para precipitar el (1-3) B(1-4) glucano, y

(iv) aislar el B(1-3) B(1-4) glucano.

En un segundo aspecto, la presente descripcién proporciona una composicion de B-glucano de cereal que tiene una
pureza de al menos aproximadamente el 75%, y que contiene menos del 10% de impurezas de ceniza, menos del
10% de impurezas de proteina y menos del 5% de impurezas de lipido. Mas particularmente, la presente descripcién
se refiere a una composicion de 3-glucano de cereal que tiene una pureza de al menos aproximadamente el 92%, y
gue contiene menos del 3,5% de impurezas de ceniza, menos del 3,5 % de impurezas de proteina y menos del 1%
de impurezas de lipido. La composicidon de B-glucano de cereal también puede tener un valor de claridad de
aproximadamente 5 a aproximadamente 100 NTU.

En un tercer aspecto, la presente descripcion proporciona una composicion que comprende un 8 (1-3) B (1-4)
glucano y de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 40% en peso de un depresor del punto de congelacion.

En los ejemplos de la composicion anteriormente definida, el B (1-3) B (1-4) estd presente en una cantidad de
aproximadamente el 1,2% a aproximadamente el 1,6% o de aproximadamente el 1,2% a aproximadamente el 1,3%
en peso. En otro ejemplo, el depresor del punto de congelacion esta seleccionado del grupo que consiste en glicerol,
propilenglicol, butilenglicol y pentilenglicol.
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En otro ejemplo de la composicion anteriormente descrita, el B (1-3) B (1-4) glucano es una composicion de B (1-3) B
(1-4) glucano que tiene una pureza de al menos aproximadamente el 75%, y que contiene menos del 10% de
impurezas de ceniza, menos del 10% de impurezas de proteina y menos del 5% de impurezas de lipido. Mas
particularmente, la composicion de B-glucano tiene una pureza de al menos aproximadamente el 92%, y contiene
menos del 3,5% de impurezas de ceniza, menos del 3,5 % de impurezas de proteina y menos del 1% de impurezas
de lipido. La composicién de B (1-3) B (1-4) glucano también puede tener una claridad de aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 NTU. Mas particularmente, el B (1-3) B (1-4) glucano usado en la composicion del cuarto
aspecto de la presente descripcidn se prepara segun los procedimientos de aislamiento anteriormente definidos.

El depresor del punto de congelacion evita la gelificacion apreciable de composiciones de B (1-3) P (1-4) glucano
durante el almacenamiento o transporte. Las composiciones de B (1-3) B (1-4) glucano que contienen el depresor del
punto de congelacién son, por tanto, ventajosas desde un punto de vista comercial, porque pueden usarse
directamente después de almacenarse o transportarse sin ninguna etapa de tratamiento para hacer mas fluidas las
composiciones.

El procedimiento de purificacion de la presente descripcion se diferencia del procedimiento desvelado en la patente
de EE.UU. n°® 6.323.338 en que se elimina la materia particulada fina, ademas de una gran proporcién de proteina
(~90%) presente en el grano de cereal original.

El procedimiento de purificacion de la presente descripcién permite el uso de concentraciones de alcohol de menos
del 50% (peso/peso), por ejemplo, disoluciones alcohdlicas acuosas al 10-25% para precipitar 3-glucano de cereal.
La capacidad de uso de tales concentraciones de alcohol es sorprende en vista de los procedimientos de purificacion
de la técnica anterior, que han usado disoluciones de etanol al 50% para precipitar B-glucano de cereal (véase, por
ejemplo, Wood y col. Large Scale Preparation and Properties of Oat Fractions Enriched in 8 (1-3) B (1-4) D-glucan
Cereal Chem. 66 97-103 (1989)). Se cree que la eliminacién de la materia particulada y la mayoria del material de
proteina, seguin el procedimiento de la presente descripcion, reduce la cantidad de alcohol necesaria para precipitar
el B-glucano de cereal en la disolucion.

El uso de disoluciones alcohdlicas acuosas al 10-25% para precipitar el 3-glucano de cereal es ventajoso porque se
evita la grave deshidratacion del B-glucano de cereal, produciendo un precipitado de p-glucano de cereal que puede
suspenderse facilmente en agua. Ademas, el uso de estas concentraciones de alcohol relativamente inferiores
permite procesar el grano de cereal de partida en una planta de fabricacién convencional sin la necesidad de
sistemas medioambientales resistentes a la explosion. Por ejemplo, el uso de disoluciones alcohdlicas acuosas al
20% a una temperatura final de 7-10°C produce una presion de vapor inferior al limite de explosion inferior (LEI) del
etanol. Ademas, la eficiencia de la etapa de extraccion y la produccion de disoluciones intermedias que contienen 3-
glucano de cereal a una concentracion superior al 0,4% permite el procesamiento usando volimenes de
procedimiento relativamente pequefios.

Descripcion de la realizacién preferida

La presente invencion se refiere generalmente a 3-glucanos de cereal. Mas particularmente, la invencion se refiere a
procedimientos para extraer y aislar B (1-3) B (1-4) glucano de avena altamente purificado. La presente descripcion
también se refiere particularmente a composiciones que comprenden un 3 (1-3) B (1-4) glucano y un depresor del
punto de congelacion.

La préactica de la presente invencidon empleara, a menos que se indique lo contrario, procedimientos convencionales
de quimica, quimica de cereales y bioquimica, dentro de la habilidad de la materia. Tales técnicas se explican
completamente en la bibliografia. Véanse por ejemplo, Industrial Gums: Polysaccharides and their derivatives Eds.
Whistler R.L. y BeMiller J.N. (Academic Press), Oats: Chemistry and Technology ed. Webster F.H. (American
Association of Cereal Chemists, St. Paul, MN).

Como se usa en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “
“la” incluyen referencias en plural, a menos que el contenido indique claramente de otro modo.

Una", ueln y

Definiciones

En la descripciéon de la presente invencion, los siguientes términos se emplearan, y pretenden definirse como se
indica mas adelante.

Por “cereal” se indica cualquiera de los varios granos tales como, pero no se limitan a, cultivares de cebada, avena,
trigo, centeno, sorgo, mijo y maiz.

Por “glicano” se indica un polimero de monosacaridos ligados juntos por enlaces glicosidicos.
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Por “glucano” se indica un homopolisacarido que sélo consiste en glucosa.

Por “B-glucano de cereal” se indica un glucano con un esqueleto de glucopiranosilo ligado en 8 (1-3), 0 un esqueleto
de glucopiranosilo ligado en B (1-4), o un esqueleto de glucopiranosilo mixto ligado en 8 (1-3) B (1-4), que se deriva
de una fuente de cereal.

Por “B (1-3) B (1-4) glucano” se indica un B-glucano de cereal.

Por “goma” se indica un polisacéarido vegetal o microbiano o sus derivados, que son dispersables en tanto agua fria
como agua caliente, para producir mezclas o disoluciones viscosas. Las gomas pueden clasificarse por origen, e
incluyen: gomas de exudado, gomas de algas marinas, gomas de semilla, derivados de almidon y celulosa, y gomas
microbianas.

Por “compuesto de interés” se indica cualquier material farmacéutico, médico, botanico o terapéutico mezclado con
un B (1-3) B (1-4) glucano para producir una composicion.

Por “floculante” y “coagulante” se indica moléculas que pueden coalescer con sélidos en suspension (finos) para
formar particulas mas densas mas grandes que pueden separarse por centrifugacion. En ejemplos particulares, los
coagulantes son moléculas que pueden juntar particulas en suspension que son menores de 1 pum de tamafio, y los
floculantes son moléculas que pueden juntar particulas en suspension que son mayores de 1 um de tamafio.

Por “material insoluble” se indica material que no es soluble bajo las condiciones de extraccion alcalinas iniciales del
procedimiento de la invencion. Ejemplos no limitantes de tal material incluyen fibra, hemicelulosa y ligninas.

Por “material particulado” se indica un material sélido o coloidal que tiene un tamafio de particula superior a
aproximadamente 0,2 um.

Por “un grano de cereal triturado” o “una parte triturada del grano de cereal” se indica un grano de cereal o parte del
grano de cereal que ha sido molido, erosionado o picado en una harina. En un ejemplo particular, la parte triturada
del grano de cereal es salvado que ha sido erosionado del grano de cereal, y opcionalmente adicionalmente molido y
purificado por, por ejemplo, clasificacién con aire o tamizado para proporcionar un perfil de particula especifico.

Por “cantidad eficaz” se indica la cantidad del uno 0 mas de un compuesto de interés necesario para lograr un efecto
deseado, tal como un efecto fisioldgico, o un efecto estimulante.

Por “secuestrado” se indica la incorporacion, atrapamiento o solubilizacion de compuestos hidrofilos, o compuestos
hidréfobos, por ejemplo, compuestos hidréfobos de pequefio peso molecular, tales como aceites esenciales, agentes
farmacéuticos, médicos y terapéuticos.

Por “depresor del punto de congelacion” se indica un compuesto que reduce el punto de congelacion de una
composicion que contiene un B (1-3) B (1-4) glucano, por ejemplo, aproximadamente 1°C a 15°C, con respecto al de
la misma composicién que carece del depresor del punto de congelacion. El depresor del punto de congelacion
también deberia actuar para reducir o prevenir sustancialmente la gelificacion de la composicién que contiene el 8
(2-3) B (1-4) glucano.

La presente invencion proporciona un procedimiento de aislamiento de un 3 (1-3) 8 (1-4) glucano de un grano de
cereal triturado o una parte triturada del grano de cereal, como se describe en las reivindicaciones. También en el
presente documento se describe un procedimiento que comprende:

(i) extraer el grano de cereal triturado o la parte triturada del grano de cereal con una disolucion alcalina para
producir un extracto que contiene al menos aproximadamente el 0,4 por ciento en peso de 8 (1-3) B (1-4)
glucano;

(i) eliminar el material insoluble, y eliminar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a
aproximadamente 0,2 um del extracto para producir un extracto purificado;

(iii) afiadir de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25% (peso/peso) de un alcohol C;-C4 al extracto
purificado para precipitar el § (1-3) 8 (1-4) glucano, y

(iv) aislar el B(1-3) B(1-4) glucano.

El B-glucano de cereal puede aislarse segun el procedimiento de purificacién de la presente invencion a partir de un
grano de cereal triturado o una parte triturada del grano de cereal, tal como el salvado triturado del grano de cereal.
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Preferentemente se usa el salvado del grano de cereal. El grano de cereal, o una parte del mismo que se extrae,
puede estar en forma de una harina gruesamente triturada o harina finamente triturada. Los cereales que pueden
usarse en la presente invencion incluyen, sin limitacion, uno cualquiera de los cultivares de cebada, avena, trigo,
centeno, maiz, sorgo y mijo.

En la primera etapa del procedimiento de purificacion de la presente descripcion, el grano triturado o la parte
triturada del grano se suspende en agua purificada por 6smosis inversa (Ol) o desionizada (DI) a una concentracion
de sélidos final de aproximadamente el 4 a aproximadamente el 10%, o aproximadamente el 6 a aproximadamente
el 8%.

El valor de pH del agua usada en la primera etapa del procedimiento de purificacién puede ser de aproximadamente
9,00 a aproximadamente 10,00, mas particularmente de aproximadamente 9,25 a aproximadamente 9,75, o de
aproximadamente 9,30 a aproximadamente 9,50, y puede ajustarse usando una base inorganica, tal como hidréxido
sadico o hidroxido potasico. En un ejemplo, el hidroxido potasico se usa a una concentracion de aproximadamente
28 mM a aproximadamente 35 mM. El uso de una disolucién que tiene un valor de pH entre 9-10 generalmente
reduce la cantidad de polisacaridos de no glucano y proteina que se extrae durante la primera etapa y, por tanto,
proporciona extraccion selectiva de moléculas de B-glucano de cereal de alto peso molecular.

La extraccion del B-glucano de cereal puede llevarse a cabo durante un periodo de 15 a 45 minutos, o durante un
periodo de 15-30 minutos. Sin embargo, debera apreciarse que pueden usarse periodos de extraccién mas largos o
mas cortos dependiendo del tipo de B-glucano de cereal usado.

En la segunda etapa del procedimiento de purificacién se elimina cualquier material insoluble que no pueda
extraerse, por ejemplo, hemicelulosas o ligninas. Ejemplos de procedimientos que pueden usarse para separar el
material insoluble incluyen, sin limitacion, centrifugacién, preferentemente con una centrifuga de decantacion, y
tamizado vibratorio.

Cualquier material particulado fino que incluya algin material basado en proteinas también se elimina de la
disolucién alcalina en la segunda etapa del procedimiento de la presente invencion. Este material puede eliminarse
afiadiendo un floculante o coagulante externo, o ambos. Los floculantes o coagulantes que pueden usarse en la
segunda etapa pueden tener una carga neta tanto positiva, negativa como neutra. La etapa de coagulacion puede
repetirse una, o0 mas de una vez.

Ejemplos de floculantes que pueden usarse incluyen, sin limitacion, floculantes sintéticos tales como poliacrilamidas,
sales de acrilato cuaternarias y macromoléculas de floculantes naturales tales como quitosano, un polimero natural
derivado de quitina. Ejemplos particulares de floculantes incluyen Tramfloc® (Tramfloc Inc.), el floculante catiénico
SURFLOC® 34030 (Jes-Chem Ltd.), floculantes de poliacrilamida (PAM) tales como un floculante Aquamark® AQ
600 Series, o un floculante SuperFIoc® C-500 Series (QEMI Inc.).

Ejemplos de coagulantes que pueden usarse en el procedimiento de la presente invencidn incluyen, sin limitacion,
electrolitos inorganicos tales como alumbre, cal, cloruro férrico y sulfato ferroso, polimeros organicos, polielectrolitos
sintéticos con grupos funcionales aniénicos o catiénicos, y poliacrilamidas.

Los floculantes, coagulantes, o una mezcla de los mismos, pueden usarse a una concentracion de aproximadamente
el 0,09% a aproximadamente el 0,20% (peso/vol), o de aproximadamente el 0,10% a aproximadamente el 0,13%
(pesolvol).

La disolucion alcalina puede incubarse con el floculante o coagulante durante aproximadamente 10 a
aproximadamente 40 minutos, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 minutos, a una temperatura de
aproximadamente 20 a aproximadamente 40°C, o de aproximadamente 20 a aproximadamente 30°C. Sin embargo,
debera apreciarse que pueden usarse periodos de tiempo mas largos o mas cortos para efectuar la coagulacién del
material particulado.

Si van a eliminarse materiales negativamente cargados de la disolucion que contiene el B-glucano de cereal,
entonces se prefiere que el floculante o coagulante esté positivamente cargado. Si van a eliminarse materiales
positivamente cargados de la disolucion, entonces se prefiere un floculante o coagulante negativamente cargado.

Sin desear cefiirse a teoria alguna, los floculantes y coagulantes que pueden usarse en el procedimiento de la
presente invencion funcionan formando agregados densos grandes con materia particulada fina, que pueden ser
facilmente separados de la disolucién acuosa que contiene el B-glucano de cereal.

El material coagulado puede eliminarse por centrifugacion usando, por ejemplo, una centrifuga de pila de discos.
También pueden usarse otros procedimientos de separacion fisica conocidos para aquellos expertos en la materia
para efectuar la separacion del material coagulado.
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En la segunda etapa, cualquier almidéon o material relacionado que esté presente puede digerirse usando una
enzima tal como, pero no se limita a, una amilasa. La enzima puede usarse a una concentracion de
aproximadamente el 0,05% a aproximadamente el 0,20% (vol/vol), de aproximadamente el 0,09% a
aproximadamente el 0,15% (vol/vol), o de aproximadamente el 0,09% a aproximadamente el 0,11% (vol/vol). Si se
usa una amilasa, se prefiere que la disolucion alcalina se lleve a un valor de pH aproximadamente neutro (es decir,
~pH 7) antes de afiadir la amilasa. En un ejemplo, la disolucion que contiene la amilasa se calienta a una
temperatura de aproximadamente 50°C a aproximadamente 100°C, o de aproximadamente 70°C a
aproximadamente 90°C durante aproximadamente 20 a aproximadamente 30 minutos para gelatinizar el almidén. La
amilasa hidrolizara el almidén y cualquier material relacionado. Generalmente, la amilasa que se elige para romper el
material de almidon debe ser funcional y estable dentro de los intervalos de temperatura indicados anteriormente. Es
particularmente preferido que la amilasa no requiera un cofactor de calcio para digerir el material de almidén.
Ejemplos de una amilasa tal incluyen, sin limitacion, Termamyl® LC (Novozymes A/S) y Spezyme® FRED (Genencor
International Inc.).

La completitud de la reaccion de hidrdlisis se determina cuando una muestra sacada de la disolucién ya no produce
una prueba de yodo positiva. En este momento, la enzima puede inactivarse, por ejemplo, reduciendo el pH a un
valor de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 4,0. El pH de la disolucién puede reducirse usando acidos
inorganicos fuertes tales como acido clorhidrico o acidos organicos débiles tales como acido malico o &cido citrico.
Sin embargo, se prefiere usar un acido inorganico fuerte tal como acido clorhidrico. Ademas, se prefiere que la
temperatura de la disolucién se eleve a entre 85-90°C para desnaturalizar la proteina presente en disolucion.

La disolucion acidificada resultante puede entonces filtrarse para eliminar cualquier particula y contaminantes
microbiolégicos mediante una almohadilla de filtro que tiene preferentemente un punto de corte de aproximadamente
20 um. Este filtro puede recubrirse con una precapa de un ayudafiltros que tiene un espesor de aproximadamente 2
a aproximadamente 5 mm, tal como Celite® C65 (World Minerals), que tiene una porosidad nominal de
aproximadamente 0,2 um. También puede afiadirse un peso equivalente de un ayudafiltros, por ejemplo, un
ayudafiltros de calidad farmacéutica lavado con acido tal como Celite® C300 (World Minerals) como alimentacién de
cuerpos a la disolucion acidificada antes de realizar la etapa de filtracién.

La filtracidn puede realizarse usando uno cualquiera de varios dispositivos de filtracion. Un ejemplo particular de un
dispositivo de filtracion que puede usarse es un filtro prensa. En el caso en el que el tamafio de particula del material
contenido en el extracto sea inferior a 0,5 micrémetros, entonces pueden usarse microfiltracion y ultrafiltracion
ceramica alternativamente a filtrar la disolucion acidificada.

En la tercera etapa del procedimiento de purificacion, el B-glucano de cereal se precipita en la disolucion afiadiendo
un alcohol C1-C4. El alcohol usado para precipitar el B-glucano de cereal puede seleccionarse del grupo que consiste
en metanol, etanol e isopropanol. Si el B-glucano de cereal aislado segun el procedimiento de la presente invencion
va a usarse en la preparacion de un producto farmacéutico, o comestible, entonces se prefiere usar etanol o
isopropanol, mas preferentemente etanol.

Como la concentracion del alcohol en la disolucién es elevada, el B-glucano de cereal se precipita como una fina
suspension coloidal. La cantidad total de alcohol que se requiere para llevar a cabo la etapa de precipitacion puede
depender de la concentracion de B-glucano de cereal en disolucidon. El alcohol se afiade a una concentracion final de
aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25% en volumen, preferentemente de aproximadamente el 15% a
aproximadamente el 17% en volumen. Por tanto, la presente invencidn evita el uso de altas concentraciones de
alcohol (es decir, concentraciones superiores al 50% en volumen), que pueden producir una grave deshidratacion
del B-glucano de cereal y llevar a la necesidad de homogeneizadores para dispersar el B-glucano de cereal.

Se prefiere que la etapa de precipitacion se realice a una baja temperatura tal como de aproximadamente 1°C a
aproximadamente 10°C, preferentemente de aproximadamente 1°C a aproximadamente 5°C. Ademas, se prefiere
que el alcohol usado en la etapa de precipitacion se enfrie a una temperatura de al menos aproximadamente -20°C
antes de afiadirlo a la disolucion de $(1-3) B(1-4) glucano.

El material de B-glucano de cereal aislado final es una microdispersién o una nanodispersion que esta libre de
particulas grandes y no requiere filtracion adicional. Disoluciones acuosas del B-glucano de cereal aislado segun la
presente invencién siguen siendo homogéneas después de mas de un afio de ser preparadas.

La centrifugacion usando, por ejemplo, una centrifuga de pila de discos, o un hidrociclén, puede usarse para aislar el
B-glucano de cereal suspendido. Si se desea, el B-glucano aislado puede re-disolverse en una disolucién acuosa y
re-precipitarse con el alcohol C;-C4 para aumentar la pureza del B-glucano. Entonces, el sélido aislado puede
secarse dando un polvo usando, por ejemplo, secado a vacio, secado por pulverizacion o secado en tambor. El
procedimiento preferido de secado es secado a vacio, que produce un sélido gruesamente granular que puede
triturarse adicionalmente a un tamafio de particula deseado, por ejemplo, trituracion por martillos, ptas o chorro. Sin
embargo, el secado a vacio requiere menos calor, y puede producir un B-glucano de cereal relativamente mas puro
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ya que se minimizan Maillard y otros subproductos.

Para prevenir la gelificacion del B-glucano de cereal en cada una de las etapas del procedimiento de purificacion de
la presente invencion se prefiere que la adicién de sales se minimice durante todo el procedimiento. Por ejemplo, se
prefiere que se use agua purificada por 6smosis inversa (Ol) o desionizada (DI), ademas de una amilasa que no
requiere un cofactor de calcio, tal como Termamyl® LC (Novozymes A/S).

Sin desear cefiirse a teoria alguna, una forma en la que la gelificacion de disoluciones de B-glucano de cereal puede
tener lugar es por reticulacion de las moléculas de B-glucano de cereal, que se inicia por coordinacion de las
moléculas de B-glucano de cereal con iones tales como calcio. Usando bajas cantidades de sal durante todo el
procedimiento, la reticulacion de las moléculas de B-glucano de cereal en las disoluciones intermedias formadas en
el procedimiento de la presente invencidon puede, por tanto, minimizarse. Ademas, limitando la cantidad de sal
introducida durante todo el procedimiento de la presente invencién, el B-glucano de cereal puede aislarse
esencialmente libre de sales en la etapa final del procedimiento.

La composicion de B-glucano de cereal preparada mediante el procedimiento de purificacion de la presente
invencion generalmente tiene una pureza de al menos aproximadamente el 75%, y contiene menos del 10% de
impurezas de ceniza, menos del 10% de impurezas de proteina y menos del 5% de impurezas de lipido. Mas
particularmente, la composiciéon de B-glucano de cereal producida mediante los procedimientos de la presente
invencién tiene una pureza de al menos aproximadamente el 92%, y contiene menos del 3,5% de impurezas de
ceniza, menos del 3,5% de impurezas de proteina y menos del 1% de impurezas de lipido. El rendimiento de B-
glucano de cereal preparado segin el procedimiento de purificacion de la presente invencion es generalmente de
aproximadamente el 70 a aproximadamente el 72%.

Pueden prepararse disoluciones homogéneas del B-glucano de cereal precipitado suspendiendo el B-glucano de
cereal en agua tratada por ésmosis inversa o desionizada a una temperatura de aproximadamente 30°C a
aproximadamente 45°C durante un periodo de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 minutos, o hasta que se
haya solubilizado la mayoria del B-glucano de cereal. La disolucion puede entonces pasteurizarse y afiadirse un
conservante.

Las disoluciones acuosas que contienen 1% de B-glucano de cereal, aisladas segun el procedimiento de la presente
invencién, generalmente tienen las siguientes caracteristicas:

e una viscosidad de aproximadamente 200 a aproximadamente 1500 cP, mas particularmente de
aproximadamente 1000 a aproximadamente 1500 cP.

e un valor de claridad de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 NTU (unidades de turbidez normales),
mas particularmente de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 NTU.

e una concentracion de cenizas de aproximadamente el 0,02% a aproximadamente el 0,2%, mas
particularmente de aproximadamente el 0,02% a aproximadamente el 0,07%.

e una concentracién de proteina de aproximadamente el 0,02% a aproximadamente el 0,2%, mas
particularmente de aproximadamente el 0,02% a aproximadamente el 0,07%.

e una concentracion de lipidos de aproximadamente el 0,005% a aproximadamente el 0,1%, mas
particularmente de aproximadamente el 0,005% a aproximadamente el 0,02%.

Disoluciones de 3-glucano de cereal estabilizadas aisladas segun el procedimiento de la presente invencion pueden
prepararse en el modo descrito en la patente de EE.UU. n® 6.284.886. Si estas disoluciones van a usarse en la
preparacion de composiciones de pasteleria, farmacéuticas, u otras composiciones relacionadas, entonces el
conservante usado en el procedimiento descrito en la patente de EE.UU. n°® 6.284.886 debe ser unos que esté
autorizado para consumo humano y uso farmacéutico tal como, pero no se limitan a, sorbato de potasio, acido
sérbico, cloruro de benzalconio y parabenos.

El B-glucano de cereal aislado segun el procedimiento de la presente invencién es de particular uso en cicatrizacion
y en reducir arrugas, en el que la transferencia de 3-glucano de cereal a través de la piel intacta puede conducir a la
reconstruccion del colageno mediante la estimulacién del crecimiento de fibroblastos.

En otro aspecto de la presente descripcion se proporciona una composicion farmacéutica que comprende:
una cantidad eficaz de un 8 (1-3)  (1-4) glucano, y
una cantidad eficaz de un extracto botanico, o un agente farmacéuticamente activo.

El B (1-3) B (1-4) glucano usados en la composicion farmacéutica anteriormente definida puede prepararse segun los
procedimientos de aislamiento que se han descrito anteriormente. El B (1-3) B (1-4) glucano de las composiciones
farmacéuticas anteriormente definidas puede derivarse de un grano de cereal o una parte del grano de cereal. En un
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ejemplo, el cereal esta seleccionado del grupo que consiste en un cultivar de cebada, un cultivar de avena, un
cultivar de trigo, un cultivar de centeno, un cultivar de sorgo, un cultivar de mijo, un cultivar de maiz, y una mezcla de
los mismos.

El B (1-3) B (1-4) glucano usado en las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion puede ser una
composicion de  (1-3) B (1-4) glucano que tiene una pureza de al menos aproximadamente el 75%, y que contiene
menos del 10% de impurezas de ceniza, menos del 10% de impurezas de proteina y menos del 5% de impurezas de
lipido. Mas particularmente, la presente descripcion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una
composicion de B (1-3) B (1-4) glucano que tiene una pureza de al menos aproximadamente el 92%, y que contiene
menos del 3,5% de impurezas de ceniza, menos del 3,5 % de impurezas de proteina y menos del 1% de impurezas
de lipido.

Las composiciones de la presente descripcion pueden formarse mezclando una disolucién acuosa que comprende
aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 20% en peso, aproximadamente el 0,01% en peso a
aproximadamente el 1,2%% en peso, aproximadamente el 0,1% en peso a aproximadamente el 1,1% en peso, 0
aproximadamente el 0,5% en peso a aproximadamente el 1% en peso del B (1-3) B (1-4) glucano con uno o mas de
un compuesto de interés, tal como un extracto botanico, o un agente farmacéuticamente activo. El uno o mas de un
compuesto de interés puede estar presente en una cantidad de aproximadamente el 0,01% en peso a
aproximadamente el 40% en peso, de aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 25% en peso, de
aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 4% en peso, de aproximadamente el 0,1% en peso a
aproximadamente el 1,4% en peso, o de aproximadamente el 0,5% en peso a aproximadamente el 1,2% en peso.
Se prefiere que las composiciones resultantes queden sin perturbar después de mezclarse durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la formaciéon de una composicién homogénea en forma de una suspension, emulsion
o gel. En muchos casos, la cantidad de tiempo requerida para obtener una composicion homogénea es de
aproximadamente ocho a aproximadamente 16 horas. Sin embargo, deberd apreciarse que pueden requerirse
periodos de tiempo mas cortos 0 mas largos dependiendo de la cantidad y pureza del § (1-3) B (1-4) glucano usado,
ademas de la cantidad y naturaleza de cada uno del uno o mas de un compuesto de interés. Las composiciones de
la presente descripcidon que estan en forma de un gel pueden convertirse en un estado mas fluido por agitaciéon
suave.

Sin desear cefiirse a teoria alguna, se cree que la formacion de la suspensién homogénea, emulsion o gel se
produce por el uno o0 mas de un compuesto de interés que es secuestrado o encapsulado dentro del B (1-3) B (1-4)
glucano, y por la posterior formacion de enlaces de hidrégeno entre moléculas del uno o mas de un compuesto de
interés y el B (1-3) B (1-4) glucano. Otra posibilidad es que el 3 (1-3) B (1-4) glucano actle de tensioactivo o agente
emulsionante reduciendo la tension interfacial en los limites entre el uno o mas de un compuesto de interés y la fase
acuosa dentro de la cual esta dispersada el § (1-3) B (1-4) glucano y, por consiguiente, solubilice eficazmente el uno
0 mas de un compuesto dentro de la fase acuosa.

Las disoluciones de beta-glucano usadas en la preparacion de las composiciones de la presente descripcién se
preparan generalmente a partir de un beta-glucano que tiene una pureza de aproximadamente el 65% a
aproximadamente el 100%, de aproximadamente el 75% a aproximadamente el 100%, o de aproximadamente el
85% a aproximadamente el 100%. En particular, las disoluciones de beta-glucano usadas en la preparacion de las
composiciones de la presente descripcidon contienen generalmente menos del 20%, mas particularmente menos del
15%, incluso mas particularmente menos del 10%, lo mas particularmente menos del 5% de impurezas, tales como
impurezas de proteina, lipido, hidratos de carbono y particuladas.

Ejemplos del extracto botanico que puede usarse en las composiciones farmacéuticas segun la presente descripcion
incluyen, sin limitacion, extractos de guarana, Ginkgo biloba, nuez de cola, sello de oro, Golo Kola, Schizandra, baya
del salco, hierba de San Juan, valeriana y Ephedra, té negro, té blanco, té de java, aceite de ajo, fibra, té verde,
aceite de limén, macis, regaliz, aceite de cebolla, aceite de naranja, romero, cardo mariano, Echinacea, ginseng
siberiano o Panax ginseng, balsamo de limoén, Kava kava, mate, arandano, soja, pomelo, alga marina, espino blanco,
flores de lima, salvia, clavo, albahaca, circuma, taurina, hierba de avena silvestre, grano de avena, diente de leén,
genciana, aloe vera, lipulo, canela, menta piperita, uva, manzanilla, eneldo, malvavisco, jengibre, corteza del olmo,
cardamomo, cilantro, anis, tomillo, rehmannia, eucalipto, mentol, schisandra, withania, primula, lycium vy flor de la
pasion

En un ejemplo particular, el extracto botanico es un extracto de un grano de avena. Mas particularmente, el extracto
botanico es un extracto de grano de avena que contiene avenantramida.

Como un ejemplo de un agente farmacéuticamente activo se menciona un antihistaminico, un descongestionante, un
corticosteroide, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, un broncodilatador, un vasodilatador o un anestésico
local.

Otros ejemplos del extracto botanico de agente farmacéuticamente activo que puede usarse en las composiciones
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farmacéuticas de la presente descripcién incluyen, sin limitacion, beta-sitosterol, cafeina, cafestol, D-limoneno,
kahweol, nomilina, oltipraz, sulforafano, tangeretina, acido félico y mentol.

La composicion farmacéutica de la presente descripcion puede usarse en forma de un espray, un liquido, que puede
estar en forma de gotas, o un gel. En un ejemplo, el extracto botanico, y el agente farmacéuticamente activo
comprende compuestos que son facilmente absorbidos por la mucosa de la cavidad bucal, la mucosa de la fosa
nasal, o por el tejido de la encia.

Se prefiere que las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion que contienen un anestésico se
apliquen a una region localizada especifica de las encias o una superficie de la cavidad bucal de un sujeto. También
se prefiere que las composiciones de la presente descripcidn, que contienen un agente vasodilatador tal como
nitroglicerina, se apliquen debajo de la lengua de un sujeto. Las composiciones farmacéuticas de la presente
descripcion que comprenden un antihistaminico, un descongestionante, un corticosteroide o un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo pueden aplicarse a la parte trasera de la cavidad bucal o a la fosa nasal de un sujeto
para permitir que la medicacion sea liberada de la composicién para ser inhalada por el sujeto. Las composiciones
farmacéuticas segun la presente descripcion que comprenden un extracto botanico consumible pueden usarse como
enjuague bucal y expectorarse después de ser usadas o, alternativamente, pueden tragarse.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripciéon pueden contener un diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable que se elige basandose en la via de administracidn prevista y practica farmacéutica
convencional.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion también pueden administrarse por via oral en forma de
comprimidos o cépsulas que contienen excipientes tales como almidon o lactosa, o en forma de elixires o
suspensiones que contienen aromatizantes o colorantes. Pueden inyectarse parenteralmente, por ejemplo,
intravenosamente, intramuscularmente o subcutaneamente. Para administracién parenteral se usan mejor en forma
de una disolucion acuosa estéril isotonica.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion también pueden administrarse tdpicamente cuando se
tratan afecciones inflamatorias de la piel en forma de una crema, una gelatina, un gel, una pasta o una pomada. Por
ejemplo, las composiciones farmacéuticas de la presente descripcién que contienen un corticosteroide, un farmaco
antiinflamatorio no esteroideo o un extracto botanico pueden usarse como composicion tépica, en forma de una
crema.

El Ejemplo 2 demuestra que el  (1-3) B (1-4) glucano preparado segun el procedimiento de la presente invencion, y
aplicado en forma de una composicion tépica a la superficie de una seccion de piel, puede atravesar
significativamente la capa cornea, la epidermis, la dermis y las capas de la hipodermis de la piel. Estos resultados
sugieren que un agente farmacéuticamente activo o un extracto botanico encapsulado por el § (1-3) 8 (1-4) glucano
aislado segun la presente invencién también podrian transferirse eficazmente a la dermis y las capas de la
hipodermis de la piel de un sujeto.

Segun el tercer aspecto de la presente descripcion, se refiere a una composicion que comprende un 3 (1-3) B (1-4)
glucano y de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 40% en peso de un depresor del punto de congelacion.
En otros ejemplos, el depresor del punto de congelacién esta presente en una cantidad de aproximadamente el 1% a
aproximadamente el 30% en peso, o de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 20% en peso.

El B (1-3) B (1-4) glucano usado en la composicion del tercer aspecto de la presente descripcion puede prepararse
segun los procedimientos de aislamiento de la presente invencién. Otros beta-glucanos de cereal que pueden usarse
en esta composicion incluyen aquellos disponibles de proveedores comerciales tales como Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO) y Ceapro Inc. (Edmonton, AB, Canada).

En un ejemplo de la composicion del tercer aspecto de la presente, el B (1-3) B (1-4) esta presente en una cantidad
de aproximadamente el 1,2% a aproximadamente el 1,6% o de aproximadamente el 1,2% a aproximadamente el
1,3% en peso. En otro ejemplo, el depresor del punto de congelacion esta seleccionado del grupo que consiste en
glicerol, propilenglicol, butilenglicol y pentilenglicol.

En otro ejemplo de la composicion del tercer aspecto de la presente descripcion, el B (1-3) B (1-4) glucano es una
composicion de  (1-3) B (1-4) glucano que tiene una pureza de al menos aproximadamente el 75%, y que contiene
menos del 10% de impurezas de ceniza, menos del 10% de impurezas de proteina y menos del 5% de impurezas de
lipido. Mas particularmente, la composicion de B-glucano tiene una pureza de al menos aproximadamente el 92%, y
contiene menos del 3,5% de impurezas de ceniza, menos del 3,5 % de impurezas de proteina y menos del 1% de
impurezas de lipido. El B (1-3) B (1-4) glucano también puede tener un valor de claridad de aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 NTU.
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El contenido de B-glucano de cereal puede determinarse usando varios procedimientos conocidos para aquellos
expertos en la materia (método AOAC de McCleary). Por ejemplo, el contenido de B-glucano de cereal puede
evaluarse colorimétricamente y/o por técnicas analiticas convencionales tales como cromatografia de exclusion por
tamafio y HPLC (véase Wood y col. Cereal 'Chem. (1977) 54:524; Wood y col. Cereal Chem. (1991) 68:31-39; y
Wood y col. Cereal Chem. (1991) 68:530-536). Los B-glucanos también pueden analizarse enzimaticamente usando
kits comercialmente disponibles tales como Megazyme (Irlanda) empleando las técnicas de McCleary y Glennie-
Holmes J. Inst. Brew. (1985) 91:285.

Las viscosidades pueden medirse con un viscosimetro rotacional de tipo cizallamiento tal como Brookfield Syncro-
Lectric 0 Haake Rotovisco. Los procedimientos de uso del instrumento son conocidos para aquellos expertos en la
materia. Rutinariamente se hacen mediciones a cuatro velocidades de rotacion del disco a una temperatura
constante de 25°C.

El siguiente ejemplo se proporciona para ejemplificar la presente invencién. Variaciones y alteraciones seran
rapidamente evidentes para aquellos expertos en la materia.

Ejemplo 1: Procedimiento para purificar ~ B-glucano de cereal derivado de salvado de avena

Se suspendio salvado de avena (The Quaker Oats Company) con agua de 6smosis inversa (Ol) alcalina a un pH de
aproximadamente 9,5 a una concentracion de sélidos final del 4-10%. La temperatura se mantuvo a 45°C + 5°C. El
B-glucano de cereal se extrajo del salvado de avena durante un periodo de 30 minutos. Después de este tiempo, los
sélidos se eliminaron por centrifugacion con una centrifuga de decantacion. El concentrado se enfrié hasta
temperatura ambiente, y el floculante catiénico SURFLOC® 34030 (Jes-Chem Ltd.) se afiadié a una concentracion
del 0,2%. Tras un periodo de incubacion de 20 minutos, el material coagulado particulado se eliminé por
centrifugacién usando una centrifuga de pila de discos. El pH del concentrado se ajusté a aproximadamente neutro,
se calentd a >72°C para gelatinizar el almidén y se trato con la amilasa estable al calor Termamyl® LC (Novozymes
A/S). Cuando la disoluciéon ya no produjo una prueba de yodo positiva, el pH se redujo a aproximadamente 4,0 para
inactivar la enzima, y la mezcla se calentdé a 85°C durante 30 minutos para desnaturalizar la proteina presente. La
disolucién se enfrié a 4°C durante una hora, y luego se calenté a una temperatura de aproximadamente 72°C. Se
afiadio un peso equivalente de CELITE® C300 (World Minerals) a la disolucion, y entonces la mezcla se filtré6 usando
un filtro prensa %ue contenia papeles de filtro de 25 um y se pre-cubrié a una profundidad de aproximadamente 4
mm con CELITE™ C65 (World Minerals). El filtro prensa se precalenté a una temperatura de aproximadamente 65°C,
y el pH de la corriente de alimentacion para el filtro prensa se ajusto a 4,5 antes de filtrar la disolucién de 3-glucano.
Después de pasar la disolucion de B-glucano a través del filtro, la prensa se lavé con agua de ésmosis inversa
produciendo una disolucion de B-glucano clara de color amarillo palido. La disolucién de B-glucano se enfrio a 5°C y
se afadié 95% de etanol a una temperatura de -20°C a un volumen final de aproximadamente el 15% (peso/peso)
con agitacion. Se formé una suspension de B-glucano que se separé inmediatamente de la disolucién por
centrifugacion con una centrifuga de pila de discos. El B-glucano sélido aislado se afiadié a agua Ol a 45°C, se dejo
que se dispersara y luego se calent6 a entre 60-70°C para producir una disolucién incolora clara que contenia
aproximadamente el 1% de B-glucano. El B-glucano separado fue incoloro, tuvo una pureza superior al 75%, una
viscosidad >500 cP y una claridad de excepciéon <50 NTU, como se mide usando un turbidimetro.

Ejemplo 2. Cuantificacion de la distribucion de B-glucano purificado aplicado como una composicion a cuosa
a secciones de piel abdominal

Se recibié piel abdominal humana bajo consentimiento informado de cinco donantes sanos que se habian sometido
a cirugia plastica. La piel de cada paciente se liberé de la grasa subcutanea y se cortd en tres secciones. Las
secciones de piel se congelaron en nitrégeno liquido y se esterilizaron durante la noche con una dosis de 25 kGy de
radiacion gamma. Las muestras irradiadas se montaron cada una en una camara de perfusion similar a FRANZ-
CELL® de 20 ml de volumen (PHACOCELL®, PhaCos GmbH, D-82131-Gauting, Alemania; véase Artmann, C. W. In
vitro percutaneous absorption into human skin, Fundam. Appl. Toxicol., 28, 1-5 (1996)) que contenia un medio
aceptor. Usando un aplicador de microdosis, las muestras de piel irradiadas se recubrieron con una dosificacion de 5
mg/cm2 de la Composicion 1455, Composicion 1450 o una composicion de control. Las composiciones 1455 y 1450
fueron composiciones acuosas que contenian 5% y 50%, respectivamente, del § (1-3) B (1-4) glucano preparado
segun el procedimiento de aislamiento de la presente invencién (véase el Ejemplo 1). La composicion de control era
una composicion acuosa que no contenia B (1-3) B(1-4) glucano. La camara se mantuvo libre de burbujas de aire
mientras que se llenaba con el fin de garantizar el aclarado completo y uniforme del tejido de piel. La compensacién
de presion, dentro y fuera de la camara, y una humedad constante del aire se proporcioné por ventilacion. La
temperatura de la piel se monitorizé con sensores de temperatura y el contenido de humedad de las secciones de
piel se monitorizé con un corneémetro. El medio se regul6 a 36°C y se circulé continuamente. La humedad de la piel
se mantuvo a aproximadamente 65 unidades del corneémetro, y la temperatura de la superficie de la piel se
mantuvo a 32°C mediante un canal de ventilacion. Las condiciones anteriores se mantuvieron por regulacion de la
temperatura del medio usando una placa calefactora en la base de la camara, y tubos de aire, y ajustando el flujo de
aire en la camara. Las secciones de piel se suministraron por el medio nutritivo uniformemente en circulacion, que
aclar6 sus superficies inferiores. El area de aplicacién para todas las muestras se fij6 a 10 cm?. Las muestras de piel
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se incubaron durante ocho horas bajo condiciones no oclusivas (abierto).

Al final del periodo de incubacién se tomaron muestras con hisopo de las secciones de piel con hisopos de gasa
tanto secos como hisopos de gasa de algodon humedecidos con 0,2 ml de metanol del 70%/H,0. Las secciones de
piel se sacaron de la camara Phacocell® e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido. Las secciones de piel
se cortaron entonces en rebanadas de 15 um de la capa cornea a la dermis mas profunda. Las secciones de piel se
dejaron secar al aire sobre portaobjetos de vidrio limpios y no se fijaron con ningun fluido. Entonces, las rebanadas
se tifileron con BACTIDROP™ Calcofluor White durante 30 segundos y luego se lavaron de la tincién en exceso con
agua desionizada. Las etapas de tincion y de lavado se repitieron dos veces. La muestra tefiida se cubrié con un
cubreobjetos de vidrio limpio y se examiné por fluorescencia con un microscopio fluorescente LEIKA® que tenia un
filtro excitador que oscilaba entre 400-500 nm con un pico de 440 nm, un filtro de barrera de 500-520 nm y una
lampara de arco de xen6n (quemador). BACTIDROP™ Calcofluor White es un fluorocromo no especifico que se une
a celulosa, y tras la excitacion con luz ultravioleta de larga longitud de onda delinea las paredes celulares de
organismos que contienen celulosa. La deposicion de las moléculas de B-glucano se monitorizé y se cuantificd
usando fluorescencia brillante, el foco se invirti6 a manchas blancas (3 - 5 um) observadas sobre las paredes
celulares de las muestras y en los intersticios intercelulares.

El porcentaje medio de deposiciones como se ha determinado por el procedimiento de tinciéon por fluorescencia
anterior se muestra en la Tabla 3. Se observaron valores de tincion fluorescente significativos (>5%) en la capa
cérnea y en la epidermis de las muestras de piel tratadas con la Composicién 1455 y la Composicion 1450. Se
observaron valores relativamente menores en la dermis y las capas de la hipodermis de las muestras de piel
tratadas con la Composicion 1450 y la Composicién 1455. Los valores de tincion por fluorescencia de <1% se
observaron con las secciones de piel que se trataron con la composicién de control.

Tabla 3. Porcentaje medio de deposiciones de B (1-3) B (1-4) glucano en diferentes capas de piel abdominal

Porcentaje medio de deposiciones
COMPOSICION 1455 COMPOSICION 1450 Control
Porcentaje Desviacién Porcentaje Desviacién Porcentaje Desviacién
estandar estandar estandar

Medio - - - - - -
Hisopo - - - - - B
Cgpa 8,7 1,2 12,8 1,9 0,6 0,2
clrnea

Epidermis 5,9 1,3 11,6 2,0 0,8 0,2
Dermis 2,4 0,5 4.1 1,1 0,6 0,1
Hipodermis 1,4 0,5 1,5 0,4 0,9 0,1

La documentacion de los hallazgos por fotografias (no mostradas) también demostré una captacion significativa del
B-glucano en la capa de la epidermis de las muestras de piel.

La medicion de la fluorescencia se realiz6 segun los procedimientos y documentaciones del control de calidad. Los
nameros de control de BACTIDROP™ Calcofluor White se probaron usando organismos de control de calidad
reconocidos y se encontré6 que eran aceptables. (Microbiology M. Pettenkofer Institute, Minich). La evaluacién
estadistica se llevé a cabo por el paquete de software estadistico SAS/STATISTICA®. Tanto el hardware como el
software usados fueron validados.

La presente invencién se ha descrito con respecto a realizaciones preferidas. Sin embargo, sera obvio para
personas expertas en la materia que pueden hacerse varias variaciones y modificaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de aislamiento de un 8 (1-3) B (1-4) glucano de un grano de cereal triturado o una parte triturada
del grano de cereal, que comprende:

(i) extraer el grano de cereal triturado o la parte triturada del grano de cereal con una disolucion alcalina que
tiene un valor de pH entre 9 y 10 durante un periodo de tiempo de aproximadamente 15 a aproximadamente 45
minutos para producir un extracto que contiene al menos aproximadamente el 0,4 por ciento en peso de 8 (1-3)
B (1-4) glucano;

(i) eliminar el material insoluble, y eliminar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a
aproximadamente 0,2 um de dicho extracto para producir un extracto purificado;

(iii) afiadir de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25% (vol/vol) de un alcohol C;-C4 al extracto
purificado para precipitar el § (1-3) 8 (1-4) glucano, y

(iv) aislar el B (1-3) B (1-4) glucano.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que en dicha etapa de afadir (etapa iii), aproximadamente el 10% a
aproximadamente el 20% (vol/vol) de un alcohol seleccionado del grupo que consiste en metanol, etanol e
isopropanol se usa para precipitar el B (1-3)B (1-4) glucano de dicho extracto purificado.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que aproximadamente el 10% a aproximadamente el 20% (vol/vol)
de etanol se usa para precipitar el § (1-3) B (1-4) glucano de dicho extracto purificado.

4. El procedimiento de la reivindicacidon 1, en el que dicha etapa de eliminar el material particulado comprende
ademas:

una o mas de una etapa de afiadir un floculante, un coagulante o tanto un floculante como un coagulante a
dicho extracto para coagular material particulado que tiene un tamafio de particula superior a aproximadamente
0,2 um, y eliminar el material coagulado de dicho extracto;

digerir el material de almidén en dicho extracto, y

filtrar el material particulado que tiene un tamafio de particula superior a 0,2 um de dicho extracto para producir
el extracto purificado.

5. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que en dicha etapa de digerir, dicho material de almidén se digiere
con una enzima.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que antes de digerir dicho material de almidén, dicha disolucién
alcalina se neutraliza.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que tras la digestién de dicho material de almidén, dicha enzima se
inactiva.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que dicha enzima se inactiva acidificando la disolucién neutralizada.
9. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que dicha enzima es una amilasa.
10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que dicha amilasa no requiere un cofactor de calcio.

11. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el cereal esta seleccionado del grupo que consiste en un
cultivar de cebada, un cultivar de avena, un cultivar de trigo, un cultivar de centeno, un cultivar de sorgo, un cultivar
de mijo y un cultivar de maiz.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha etapa de afiadir (etapa iii) se realiza a una temperatura
de aproximadamente 1°C a aproximadamente 10°C.

13. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas una 0 mas de una etapa de disolver el B (1-3) B
(1-4) glucano aislado en una disolucion acuosa, precipitar el § (1-3) B (1-4) glucano afadiendo entre el 10% y el 25%
(vol/vol) de alcohol C1-C4 a la disolucién acuosa y aislar el g (1-3) B (1-4) glucano.

14. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que el floculante esta seleccionado del grupo que consiste en una
poliacrilamida, una sal de acrilato cuaternaria y una macromolécula de floculante natural, y el coagulante esta
seleccionado del grupo que consiste en alumbre, cal, cloruro férrico, sulfato ferroso, un polimero organico y un
polielectrolito sintético con grupos funcionales aniénicos o catiénicos.
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15. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que de aproximadamente el 15% a aproximadamente el 17%
(vol/vol) del alcohol C;-C4 se afiade al extracto purificado en la etapa (iii).

16. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el grano de cereal triturado o la parte triturada del grano de
cereal se extrae con una disolucion alcalina que tiene un valor de pH de aproximadamente 9,25 a aproximadamente
9,75.

17. El procedimiento segun la reivindicaciéon 4, en el que la etapa de filtrar el material que tiene un tamafio de
particula superior a 0,2 um de dicho extracto se realiza usando un filtro recubierto con una precapa de un
ayudafiltros que tiene una porosidad de 0,2 um.
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