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DESCRIPCION
Método para elaborar pentosas y oligo/polisacaridos solubles con base pentosa a partir de cereales.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para el aislamiento y la extraccion de material vegetal que contiene
arabinoxilano, en particular material de cereales, de productos de despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados,
tal como pentosas y/u oligo/polisacéridos con base de pentosa, que se pueden usar como alimento, bebida, o
ingredientes para alimentos o como sustratos para la fermentacién o modificaciones quimicas.

Antecedentes de lainvencion

Los cereales contienen 5-10% de arabinoxilano que junto con el almidén, la celulosa y el B-glucano constituyen los
hidrocarburos mas abundantes en los cereales. El arabinoxilano (AX) consiste en una cadena principal de unidades
de D-xilopiranosida (xilosa) enlazadas en B-1,4 que son bien no sustituidas, bien monosustituidas con una Unica o-L-
arabinofuranésida (arabinosa) en C-(0)-2 o en C-(0)-3, o bien disustituidos con unidades sencillas de a-L-
arabinofurandsida en C-(0O)-2 o en C-(0)-3 (Andersson y Aman 2001; Izydorczyk y Biliaderis, 1995). Las pentosas
xilosa y arabinosa son, por lo tanto, los principales monémeros del AX y, por lo tanto, los AX se denominan también
pentosanos. Los sustituyentes menos abundantes unidos a la posicion C-(0)-2 de los restos xilosa pueden ser el
acido glucurénico, acido 4-O-metil-glucurénico u oligémeros cortos que consisten en L-arabinosa, D-xilosa, D-
galactosa, D-glucosa y/o acidos urénicos, mientras que los grupos acetilo pueden estar enlazados en la posicion C-
(0)-2 ylo C-(0)-3 de los restos xilosa. Los &cidos hidroxicinamicos, principalmente el acido ferdlico, y, en una menor
extensién el &cido deshidrodiferdlico, &cido p-cumarico y &cido sinapico, también estdn presentes como
sustituyentes y generalmente estan unidos en la posicién C-(O)-5 de las unidades terminales de la arabinosa
(Andesson y Aman 2001; Izydorczyk y Biliaderis, 1995).

Los AX en los cereales son bien extraibles en agua o bien no extraibles en agua (Gruppen et al. 1992; Courtin y
Delcour, 2001). Los AX no extraibles en agua (abreviados generalmente como WU-AX por sus iniciales en inglés:
water-unextractable AX) pueden ser parcialmente solubilizados en condiciones alcalinas o usando enzimas tales
como las endoxilanasas. Los WU-AX se enlazan con grandes cantidades de agua. Los principales AX extraibles en
agua (abreviados generalmente como WE-AX por sus iniciales en inglés: water-extractable AX) naturales tienen
masas moleculares muy elevadas (hasta 800.000 Dalton) dependiendo de la fuente y del método de extraccion, y
tienen un extraordinario potencial de formacién de viscosidad. En los cereales la mayor parte de los AX son WU-AX.
Especialmente el salvado, las partes exteriores de los granos de cereal, es rico en WU-AX.

Se ha demostrado que los oligosacaridos de arabinoxilanos (AXOS), oligosacéaridos con base de pentosa derivados
de los AX, presentan propiedades prebidticas (Cloetens et al. 2008; Courtin et al. 2008; Van Craeyveld et al. 2008).
Los prebidticos son compuestos, generalmente oligosacéridos no glucosidicos, que no pueden ser digeridos por las
enzimas del tracto gastrointestinal superior pero que son fermentados selectivamente por algunos tipos de bacterias
intestinales en el intestino grueso (Gibson y Roberfroid, 1995; Roberfroid, 1998; Van Loo, 2004). La presencia de
prebidticos en la dieta produce un desplazamiento en la composicién y el metabolismo de la poblacién bacteriana
intestinal, caracterizada tipicamente por un aumento relativo de las especies Lactobacillus y Bifidobacterium. Este
desplazamiento en la microbiota del intestino esta asociado con una mejora de la salud general, reduccién en las
infecciones del intestino, aumento de los niveles de acidos grasos de cadena corta intestinales, mejor absorcion de
minerales, mejor transito y supresion de la iniciacion del cancer de colon (Van Loo, 2004). Las preparaciones que
contienen AXOS pueden encontrar por lo tanto una amplia utilizacion como ingredientes para alimentos, bebidas y
productos alimenticios. Ni los AX ni la xilosa y arabinosa, sus componentes pentosa, son fermentados por cepas
estandar del hongo Saccharomyces cerevisiae y, por lo tanto, no contribuyen a la produccién de etanol por la
fermentacién de los cereales. Sin embargo, las cepas pueden ser modificadas de forma que puedan usar y
fermentar xilosa y arabinosa (Hahn-Hagerdal et al., 2007). La pentosa xilosa también encuentra aplicaciones en la
industria farmacéutica, cosmética y alimentaria y tiene un sustrato para la conversion enzimatica o quimica a
polioles, tal como xilitol, que pueden ser utilizados como un endulzante no cariogénico. La pentosa arabinosa se usa
ampliamente como intermedio en la produccion de productos farmacéuticos, tal como agentes antivirales analogos
de los nucledsidos.

Se han propuesto varios métodos para aislar pentosas u oligosacaridos con base pentosa del salvado de los
cereales.

Yamada et al. (1993) han descrito un método de extraccion que implica la extraccion quimica del salvado de trigo
usando una disolucion alcalina concentrada, seguida por neutralizacion, eliminacion de las sales, hidrolisis
enzimatica con endoxilanasa y cromatografia en columna de carbono (Yamada et al., 1993). Otros métodos que
usan la extraccion alcalina de los AX del salvado de trigo se describen en los documentos US-A-3.879.373 y
WQ98/31713. El principal inconveniente de estos métodos es que la etapa de extraccion con elevada concentracion
alcalina es dafiina para el medioambiente y requiere una eliminacién costosa de compuestos quimicos de las
diferentes corrientes de productos. Los AX también han sido extraidos del salvado de cereales usando disoluciones
alcalinas de peréxido (Maes y Delcour, 2001; Hollmann y Lindhauer, 2005) aunque estos métodos necesitan grandes
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cantidades de peroxido de hidrégeno que es muy costoso. Los AX extraidos con disoluciones alcalinas tienen un
peso molecular elevado y estan desprovistos de sustituyentes acido hidroxicinamico (Hollmann y Lindhauer, 2005),
lo mas probablemente debido a la saponificacion del enlace de éster. La ausencia de sustituyentes acido
hidroxicinamico puede ser un inconveniente para el uso de dichas preparaciones en alimentos, bebidas y
aplicaciones alimentarias, ya que los sustituyentes acido hidroxicinamico confieren las propiedades antioxidantes
deseadas a los AX 0 AXOS (Ohta et al., 1997; Yuan et al., 2005).

El documento WO02/067698 describe un método complejo para fraccionar el salvado tratando en primer lugar el
salvado con enzimas hidrolizantes del almiddn seguido por separacién mecanica en una fraccion insoluble en agua,
una fraccion rica en proteinas y una fraccién rica en glucosa. La fraccién insoluble en agua se trata a continuacion
con endoxilanasas 0 una mezcla que comprende endoxilanasas y otras enzimas, tales como glucanasas, celulasas,
pectinasas o fitasas, y la fraccion soluble resultante se purifica adicionalmente por ultrafiltracion para obtener una
fraccion enriquecida en AXOS. Se han descrito varios procedimientos similares en los que el salvado se trata en
primer lugar con una amilasa para convertir el almidén en maltodextrinas solubles en agua, en los que después se
filtra la lechada y el residuo se trata con endoxilanasa para solubilizar los AXOS de bajo peso molecular (Maes et al.,
2004; Swennen et al., 2006; W0O2006/027529).

Se han desarrollado métodos no enzimaticos para el aislamiento de AXOS de bajo peso molecular a partir de
subproductos de cereales que se basan en la autohidrdlisis de los AX en disoluciones acuosas en condiciones de
alta presion y alta temperatura. También se ha descrito la extraccion de los WU-AX del salvado de cereal usando
disoluciones &cidas a alta temperatura (Sanjust et al., 2004; Palmarola-Adrados et al., 2005), y estos métodos son
generalmente mas adecuados para producir pentosas mas que oligosacéaridos con base de pentosa, debido a la
extensa hidrdlisis catalizada por acidos de los enlaces de polisacarido.

Palmarola-Adrados et al. (2005) han investigado la combinacién de tratamiento acido y tratamiento enzimatico del
salvado de trigo. Encontraron que el pretratamiento del salvado usando acidos diluidos y alta temperatura aumenta
la produccion de glucosa cuando es seguido por tratamiento con una mezcla de enzimas que contiene celulasas y
endoxilanasas. Sin embargo, el pretratamiento con acidos diluidos a alta temperatura no produjo un aumento en el
rendimiento de las pentosas. Los autores concluyeron que la endoxilanasa no era esencial en la mezcla enzimatica y
que durante la etapa de hidrdlisis solo se liber6 la glucosa extra (Palmarola-Adrados et al., 2005).

Un objeto de la presente invencion es proporcionar métodos mas eficaces para la extraccion y el aislamiento de
productos de la despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados, tales como pentosas y/u oligo/polisacéridos
solubles basados en pentosa, a partir de un material vegetal que contiene arabinoxilano, tal como salvado de
cereales, que son mas eficaces y tienen un coste operacional global inferior que los métodos conocidos en la técnica
anterior.

Resumen de lainvencién

La presente invencion proporciona un método para la extraccion y el aislamiento de productos de la
despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados usando un material vegetal que contiene arabinoxilano como
material inicial. Preferiblemente, dicho producto de la despolimerizacion de arabinoxilano solubilizados es uno
cualquiera entre el arabinoxilano, oligosacéaridos de arabinoxilano, xilosa y arabinosa solubles. Dicho método
comprende mezclar dicho material vegetal que contiene arabinoxilano en agua y tratarlo con una concentracion
adecuada de una preparacion de enzima endoxilanasa con el fin de despolimerizar enzimaticamente y solubilizar
una fraccion de los arabinoxilanos comprendidos en dicho material vegetal, en el que dicho tratamiento con
endoxilanasa esta seguido o precedido por un tratamiento acido. Este tratamiento acido comprende la incubacion de
dicho material vegetal en una mezcla acuosa acidificada con el fin de obtener una despolimerizacion y solubilizacion
de otra fraccion de los arabinoxilanos comprendidos en dicho material vegetal. Preferiblemente, dicha mezcla
acidificada se obtiene afiadiendo a dicha mezcla un acido fuerte hasta una concentracion final entre 0,02 y 0,4N. El
método comprende ademas la separacion de dicho material vegetal mezclado de una fraccién soluble en agua que
comprende al menos una parte de los productos de la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados.

Descripcion detallada
Lista de figuras

Figura 1: representacion esquematica de un método de fraccionamiento de un material vegetal que contiene
arabinoxilano, tal como un salvado de cereal, en el que se aplican secuencialmente una etapa de solubilizacién
enzimatica del arabinoxilano y una etapa de solubilizacion acida del arabinoxilano, sin una etapa puntual de
separacion de los productos solubles en agua/insolubles en agua.

Figura 2: representacion esquematica de un método de fraccionamiento de un material vegetal que contiene
arabinoxilano, tal como un salvado de cereal, en el que se aplican secuencialmente una etapa de solubilizacién
enzimatica del arabinoxilano y una etapa de solubilizacién acida del arabinoxilano, con una etapa puntual de
separacion de los productos solubles en agua/insolubles en agua.
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Descripcion

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la incubacién de material vegetal que contiene
arabinoxilano en una mezcla acuosa acidificada precedida por una incubacion de dicho material vegetal en una
mezcla que comprende una preparacion de una enzima endoxilanasa permite la extraccion y el aislamiento de una
fraccion importante de la cantidad total del arabinoxilano comprendido en dicho material vegetal en forma de
productos de la despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados. Preferiblemente, dicho producto de la
despolimerizacién del arabinoxilano solubilizado es uno cualquiera entre arabinoxilano, oligosacaridos arabinoxilano,
xilosa o arabinosa solubles. Sin embargo, el rendimiento del aislamiento de los productos de la despolimerizacion
del arabinoxilano solubilizados usando el trabamiento con endoxilanasa y acido combinados fue significativamente
mayor que el obtenido con un tratamiento bien con una endoxilanasa o bien con un acido solo.

Por lo tanto, en un primer objetivo, la presente invencién proporciona un método para la extraccién y el aislamiento
de productos de la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados usando un material vegetal que contiene
arabinoxilano como material de partida. Dichos productos solubles de despolimerizacién del arabinoxilano pueden
ser bien arabinoxilano, oligosacéridos de arabinoxilano, xilosa o arabinosa solubles, o bien mezclas de dos o méas de
estos compuestos. Dicho método comprende la mezcla del material vegetal que contiene arabinoxilano en agua y el
tratamiento con una concentracion adecuada de una preparacion de enzima endoxilanasa con el fin de
despolimerizar enzimaticamente una fraccion de los arabinoxilanos comprendidos en dicho material vegetal, en el
gue dicho tratamiento con endoxilanasa es seguido por un tratamiento acido. Comprendiendo este tratamiento acido
la incubacién de dicho material vegetal en una mezcla acuosa acidificada con el fin de obtener una
despolimerizacion y disolucion de otra fraccion de los arabinoxilanos comprendidos en dicho material vegetal. El
método comprende ademas la separacién de una o mas fracciones solubilizadas en agua de dicho material vegetal
mezclado, comprendiendo dichas fracciones solubilizadas en agua al menos parte de los productos de la
despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados.

En un modo de realizacion preferido del método de la presente invencion, el material vegetal que contiene
arabinoxilano se mezcla en agua y se somete a dicho tratamiento con endoxilanasa con el fin de despolimerizar
enzimaticamente y solubilizar una primera fraccién de los arabinoxilanos comprendidos en dicho material vegetal. El
tratamiento con endoxilanasa es seguido a continuacién por dicho tratamiento acido con el fin de despolimerizar y
solubilizar una segunda fraccion de los arabinoxilanos comprendida en dicho material vegetal. Las fracciones
solubilizadas en agua que comprenden productos de la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados se pueden
asilar en un solo momento o en varios momentos del procedimiento de extraccion. Por ejemplo, después del
tratamiento con endoxilanasa, la mezcla que contiene endoxilanasa de dicho material vegetal que contiene
arabinoxilano puede ser acidificada con el fin de someter la mezcla a dicho tratamiento acido. Después de la
finalizacion del tratamiento acido, la mezcla se separa en i) una fraccion solubilizada en agua que comprende los
productos de la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados tanto por el tratamiento enzimatico como por el
acido, y ii) el residuo de material vegetal insoluble en agua. Alternativamente, dicho tratamiento con endoxilanasa es
seguido por una separacion de dicha mezcla en i) una primera fraccion solubilizada en agua que comprende los
productos de la despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados enziméticamente y ii) un primer resto de material
vegetal insoluble en agua. Dicho primer resto vegetal insoluble en agua se vuelve a poner en suspension a
continuacién en agua con el fin de obtener una segunda mezcla que se somete a dicho tratamiento acido seguido
por la separacion de dicha segunda mezcla en iii) una segunda fraccién solubilizada en agua que comprende los
productos de despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados y iv) un segundo resto de material vegetal insoluble
en agua.

Preferiblemente, el material vegetal que contiene arabinoxilano usado como material de partida en cualquiera de los
modos de realizacion anteriores del método segln la presente invencién, es salvado, subproductos de
inflorescencia, subproductos del tallo o bagazo. Mas preferiblemente, el material que contiene arabinoxilano es
salvado, mas preferiblemente salvado obtenido a partir de cereales, tales como trigo, trigo duro, centeno, avena,
cebada, maiz, sorgo, o arroz. Mas preferiblemente, el material vegetal que contiene AX es salvado de trigo (duro).
Ademas, puede ser ventajoso que el material vegetal que contiene arabinoxilano usado en el método segin la
presente invencion sea material vegetal desalmidonado. Méas preferiblemente, dicho material vegetal desalmidonado
se obtiene mezclando el material vegetal que contiene arabinoxilano en agua en presencia de una concentracion
adecuada de una a-amilasa y subsiguientemente separando el material vegetal desalmidonado insoluble de la
fraccion liquida que contiene el material solubilizado obtenido a partir del almidén.

Preferiblemente, el tratamiento con endoxilanasa como se usa en cualquiera de los modos de realizacion anteriores
del método de la presente invencién, implica la incubacion de la mezcla con una preparacion enzimatica que
contiene al menos actividad endoxilanasa. Los ejemplos de preparaciones comerciales con actividad endoxilanasa
predominante incluyen, pero sin limitarse a ellos, Shearzyme™ 500L (Novozymes), Pentopan™ Mono BG
(Novozymes), Pulpzyme™ (Novozymes), Ecopulp™ TX-200A (AB Enzymes), Veron™ 191 (AB Enzymes), Veron™
Special (AB Enzymes), Multifect’™ CX 12 L (Genencor/Danisco), Grindamyl™ H640 (Danisco) y Grindamyl™
Powerbake™ (Danisco). La etapa de hidrélisis del arabinoxilano implica la incubacién durante un periodo apropiado
de tiempo tal como, pero sin limitarse a ellos, entre 1 y 24 horas, mas preferiblemente entre 2 y 12 horas, por
ejemplo entre 3 y 9 horas, de la lechada a las temperaturas y valores de pH recomendados por el desarrollador
comercial de la preparacién de la enzima endoxilanasa usada en la hidrélisis del arabinoxilano, generalmente a un
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pH entre 4 y 9, tal como entre 4 y 6. Preferiblemente, la endoxilanasa dominante en dicha preparacién de enzima
endoxilanasa es una endoxilanasa con una alta selectividad por los WU-AX, con un factor de selectividad de sustrato
(SSFcHrowm), segun se define en Moers et al. (2005) que es al menos 2 o superior, preferiblemente al menos 3 o
superior, tal como 4 o superior. La endoxilanasa dominante en dicha preparacion de enzima endoxilanasa es
preferiblemente una endoxilanasa de la familia 11 de las glicosil hidrolasas (Henrissat 1991). Otras actividades
enzimaticas presentes en la preparacion de enzima endoxilanasa pueden ser, pero sin limitarse a ellas, las
actividades arabinofuranosidasa, beta-glucanasa, exoxilanasa, beta-xilasidasa y/o xilobiasa.

Preferiblemente, dicho tratamiento acido como se aplica en cualquiera de los modos de realizacion anteriores del
método de la presente invencion, implica el uso de un acido fuerte como, por ejemplo pero sin limitarse a ellos, acido
fosférico, acido clorhidrico, acido perclérico, acido nitrico o acido sulftrrico, que se aflade a la mezcla hasta una
concentracién final entre 0,02N y 0,4N, preferiblemente entre 0,02 y 0,2N, por ejemplo entre 0,02 y 0,1N.
Preferiblemente, se determina la concentracion de dicho acido fuerte con respecto a la cantidad total de agua en la
mezcla. Generalmente, la adicién de un &cido fuerte a la mezcla produce un pH de la mezcla de aproximadamente
3, mas preferiblemente por debajo de 2,5, lo mas preferible por debajo de 2. Mas preferiblemente, el acido fuerte es
acido sulfarico y se afiade a la mezcla acuosa a una concentracion entre 0,02 y 0,2N (0,01 y 0,1M), preferiblemente
entre 0,02 y 0,1N (0,01 y 0,05M). La temperatura de la mezcla durante el tratamiento acido esta preferiblemente
entre 80°C y 180°C, mas preferiblemente entre 90°C y 160°, tal como entre 100 y 140°C, y el tiempo de incubacién
es entre 5 y 180 minutos. Los parametros de pH, temperatura y tiempo de incubacion se eligen de forma que se
produzca la solubilizacion esencial de los arabinoxilanos, sin embargo los pardmetros elegidos estan en el limite de
las condiciones que producen una formacion excesiva de furfural y productos de Maillard coloreados cuando se
aumenta la exigencia (cuanto menor sea el pH mayor es la exigencia, cuanto mayor sea la temperatura mayor es la
exigencia y cuanto mayor sea el tiempo de incubacion mayor es la exigencia). Por ejemplo, el 4cido sulftrico se
afiade a la mezcla con una concentracién de 0,025M seguido por incubacion de la mezcla a 120°C durante 45
minutos. Por solubilizacion esencial de los arabinoxilanos mediante tratamiento acido se quiere decir que la
concentracion de &cido aplicada produce la extraccion de una cantidad de productos de la despolimerizacion del
arabinoxilano solubilizados en agua (arabinoxilano, oligosacéaridos de arabinoxilanos, xilosa libre o arabinosa libre
solubles, o una mezcla de ellos) a partir de un material vegetal que contiene arabinoxilano dado, que es al menos
tres veces mas que la obtenida a un pH entre 6 y 7, manteniendo cualquier otra condicién de temperatura e
incubacién constante.

Las fracciones solubilizadas en agua aisladas en uno cualquiera de los modos de realizacién anteriores del método
de la presente invencién se separan preferiblemente a partir de dichas fracciones insolubles en agua usando bien un
tamiz gravitacional, una prensa de filtro, un filtro rotatorio, un tamiz centrifugo, un filtro banda, un filtro a vacio, una
prensa de tornillo, un decantador, una centrifugadora o un decantador centrifugo, o una combinacién de estos
medios de separacion, o cualquier otro medio conocido por los expertos en la técnica.

Opcionalmente, las fracciones solubilizadas en agua que comprenden los productos de la despolimerizacion del
arabinoxilano solubilizados obtenidos segun uno cualquiera de los modos de realizacion anteriores del método de la
presente invencion se purifican adicionalmente usando técnicas de filtracion o de cromatografia o combinaciones de
ellas para eliminar los minerales y otras impurezas. Ademas, estas fracciones solubilizadas en agua pueden estar
concentradas, preferiblemente después de dicha purificacién adicional, usando medios para eliminar el agua, tal
como un evaporador en capa fina o un evaporador de placas, filtracién por ésmosis inversa, nanofiltracion, o una
combinacion de estos medios de concentracion. Estas fracciones solubilizadas en agua también se pueden secar o
ser obtenidas en forma seca por otros medios, preferiblemente bien después de dicha purificacion o bien después de
dicha concentracion, o de ambos, por ejemplo usando un equipo de secado por pulverizacién o por cristalizacion.
Preferiblemente, las fracciones solubilizadas en agua que comprenden productos de la despolimerizacion del
arabinoxilano solubilizados obtenidos segun uno cualquiera de los modos de realizacion anteriores del método de la
presente invencion o las preparaciones derivadas de ellos por purificacion adicional, comprenden en porcentaje de
materia seca, al menos 40% (peso/peso), mas preferiblemente al menos 50%, lo mas preferiblemente al menos
60%, por ejemplo al menos 70% u 80% de productos de despolimerizacion del arabinoxilano. Siendo dichos
productos de despolimerizacion del arabinoxilano solubles bien arabinoxilano, oligosacéaridos de arabinoxilanos,
xilosa y arabinosa solubles o bien mezclas de dos o0 mas de estos compuestos.

Opcionalmente, una fraccidon soluble en agua que comprende productos de despolimerizacién del arabinoxilano
solubilizados obtenidos segin uno cualquiera de los modos de realizacién del método de la presente invencion
puede ser procesado usando técnicas de filtracibn o cromatografia con el fin de obtener preparaciones que
comprenden una concentracion aumentada de un producto de despolimerizacion del arabinoxilano solubilizado
particular, bien arabinoxilano, oligosacaridos de arabinoxilanos, xilosa o arabinosa, en comparaciéon con la
concentracion de este producto en dicha fraccion solubilizada en agua. Por ejemplo, la fraccién solubilizada en agua
gue comprende productos de despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados se procesa con el fin de obtener una
preparaciéon enriquecida en xilosa o en arabinosa. Opcionalmente, las fracciones insolubles en agua obtenidas
segun cualquiera de los modos de realizacién anteriores del método segin la presente invencién se lavan con agua
antes de cualquier tratamiento adicional. Dicha etapa de lavado puede comprender lavar la torta insoluble en agua
con agua en un filtro, un filtro prensado, un filtro de banda, un tamiz o un decantador centrifugo, como prefiera el
experto en la técnica. Preferiblemente, el lavado se realiza en un flujo a contracorriente entre la fraccion insoluble en
agua y el agua limpia.
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Preferiblemente, el método de la presente invencion que incluye cualquiera de sus modos de realizacion descritos
en la presente memoria produce la extraccion de al menos 50% (peso/peso), mas preferiblemente al menos 60%
(peso/peso), lo méas preferiblemente al menos 70% (peso/peso) del arabinoxilano no extraible en agua comprendido
en el material que contiene arabinoxilano usado como material de partida.

Las preparaciones enriquecidas en arabinoxilano soluble y/o oligosacéaridos de arabinoxilanos se pueden usar como
comida, bebida o aditivos alimentarios. Dicha preparacién se puede afiadir a una comida, bebida o producto
alimenticio, por ejemplo para mejorar el sabor, la sensacion en boca o la textura del producto para obtener un
beneficio saludable por medio de la ingestion del producto y/o para mejorar la eficacia de la utilizacién del alimento
en animales. Se sabe que los oligosacaridos de arabinoxilanos son prebidticos, es decir una comida, bebida o
ingrediente alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente el
crecimiento y/o la actividad de un nimero limitado de bacterias en la parte inferior del tracto gastrointestinal (Gibson
y Roberfroid, 1995; Roberfroid ,1998; Van Loo, 2004).

Las preparaciones enriquecidas en las pentosas libres (xilosa y arabinosa) se pueden usar como comida, bebida o
aditivo alimentario, como un sustrato para la fermentacién microbiana para la produccién de los productos de
fermentacion deseados, tales como etanol, 0 como sustrato para la conversion enzimatica o quimica para producir
otros productos quimicos, tales como por ejemplo los polioles xilitol y arabitol.

En un primer modo de realizacién, la invencién proporciona un procedimiento para el fraccionamiento de un material
vegetal que contiene arabinoxilano a escala industrial que comprende las siguientes etapas (figura 1):

(al) tratar el material vegetal que contiene arabinoxilano con agua caliente, opcionalmente en presencia de
una mezcla de enzimas que comprende al menos una alfa amilasa, con el fin de extraer los compuestos
solubles en agua y el almidén de dicho material vegetal que contiene arabinoxilano;

(b1) separar la mezcla de la etapa (al) en una fraccion insoluble en agua y una fraccion solubilizada en
agua que comprende los compuestos solubles en agua extraidos y el almidén solubilizado y/o los productos
de la hidrdlisis del almidon solubilizados, por filtracion o por centrifugacion;

(c1) mezclar la fraccion insoluble en agua obtenida en la etapa (bl) con agua y afadir a la mezcla
resultante una preparacion enzimatica que comprende al menos una endoxilanasa, e incubar dicha mezcla
durante un periodo de tiempo apropiado con el fin de extraer una primera fraccion de los productos de la
despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados de dicha fraccion insoluble en agua;

(d1) afadir un &cido a la mezcla de la etapa (cl) e incubar la mezcla durante periodo de tiempo apropiado
con el fin de extraer una segunda fraccion de los productos de la despolimerizacion del arabinoxilano
solubilizados de dicha fraccién insoluble en agua;

(el) separar la mezcla de la etapa (d1) en una fraccién insoluble en agua y una fraccion solubilizada en
agua por filtracion y/o centrifugacion, comprendiendo dicha fraccion solubilizada en agua ambas fracciones
primera y segunda de productos de la despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados.

Opcionalmente, la fraccion solubilizada en agua de la etapa (el) se procesa adicionalmente bien mediante la etapa
(f1) y/o bien mediante la etapa (g1):

(f1) desmineralizar la fraccion solubilizada en agua de la etapa (el), por ejemplo usando resinas de
intercambio iénico, electrodidlisis y/o filtracion en membrana;

(g1) concentrar la fraccidn solubilizada en agua de la etapa (f1), o (el) en el caso de que la etapa de
desmineralizacion (f1) se haya omitido, por evaporacion y/o filtracion en membrana para obtener un sirope,
opcionalmente seguido por secado o cristalizacion para obtener un producto seco.

El orden de las etapas (c1) y (d1) puede invertirse. En este caso las etapas (c1’) y (d1’) serian como sigue:

(c1’) mezclar la fraccién insoluble en agua obtenida en la etapa (b1) con agua y afadir a la mezcla
resultante un acido e incubar la mezcla durante un periodo de tiempo apropiado,

(d1’) ajustar el pH de la mezcla de la etapa (c1’) a un valor entre 4 y 9, seguido por adicién de una mezcla
enzimética que comprende al menos una endoxilanasa, e incubacion de la mezcla durante un tiempo
apropiado.

Sin embargo, se prefiere el orden de las etapas (c1) seguido por (d1) frente al orden de las etapas (c1’) seguido por
(d1’), porque el primero no precisa ajustar el pH y enfriar entre las dos etapas.

El rendimiento en dichos productos de la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados en la fraccion solubilizada
en agua de la etapa (el) fue significativamente mayor que cuando se omitié cualquiera de las etapas (c1) o (d1’) del
tratamiento con endoxilanasa o el tratamiento acido de cualquiera de las etapas (d1) o (c1’).
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En un segundo modo de realizacion particular, la invencién proporciona un procedimiento para el fraccionamiento del
material vegetal que contiene arabinoxilano a escala industrial que comprende las siguientes etapas (figura 2):

(a2) tratar el material vegetal que contiene arabinoxilano con agua caliente, opcionalmente en presencia de
una mezcla de enzimas que comprende al menos una alfa amilasa, con el fin de extraer los compuestos
solubles en agua y el almidén de dicho material vegetal que contiene arabinoxilano;

(b2) separar la mezcla de la etapa (a2) en una fraccién insoluble en agua y una fraccién solubilizada en
agua que comprende los compuestos solubles en agua y el almidon solubilizado y/o los productos de la
hidrélisis del almidén solubilizado, por filtracion o por centrifugacion;

(c2) mezclar la fraccién insoluble en agua obtenida en la etapa (b2) con agua y afiadir a la mezcla
resultante una preparacién enzimatica que comprende al menos una endoxilanasa, e incubar dicha mezcla
durante un periodo de tiempo apropiado con el fin de extraer una primera fraccién de los productos de la
despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados de dicha fraccion insoluble en agua;

(e2) separar la mezcla de la etapa (c2) en una fraccion insoluble en agua y una fraccion solubilizada en
agua por filtracion y/o centrifugacién; comprendiendo dicha fraccion solubilizada en agua dicha primera
fraccion de productos de la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados.

Opcionalmente, la fraccion solubilizada en agua de la etapa (e2) se procesa adicionalmente bien mediante la etapa
(f2) y/o bien mediante la etapa (g2):

(f2) desmineralizar la fraccion solubilizada en agua de la etapa (e2), por ejemplo usando resinas de
intercambio ionico, electrodidlisis y/o filtracibn en membrana;

(g2) concentrar la fraccion solubilizada en agua de la etapa (f2), o (el) en el caso de que la etapa de
desmineralizacién (f1) se haya omitido, por evaporacion y/o filtracibn en membrana para obtener un sirope,
opcionalmente seguido por secado o cristalizaciéon para obtener un producto seco;

(d3) mezclar la fraccién insoluble en agua de la etapa (e2) con agua y afadir a la mezcla resultante un
acido, e incubar la mezcla durante un tiempo apropiado con el fin de extraer una segunda fraccion de
productos de la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados de dicha fraccién insoluble en agua;

(e3) separar la mezcla de la etapa (d3) en una fraccion insoluble en agua y una fraccion solubilizada en
agua por filtracion y/o centrifugacion, comprendiendo dicha fraccion solubilizada en agua dicha segunda
fraccion de productos de despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados.

Opcionalmente, la fraccion solubilizada en agua de la etapa (e2) se procesa adicionalmente bien mediante la etapa
(f3) y/o bien mediante la etapa (g3):

(f3) desmineralizar la fraccion solubilizada en agua de la etapa (e3), por ejemplo usando resinas de
intercambio ionico, electrodidlisis y/o filtracibn en membrana;

(g3) concentrar la fraccion solubilizada en agua de la etapa (f3), o (el) en el caso de que la etapa de
desmineralizacion (f1) se haya omitido, por evaporacion y/o filtracion en membrana para obtener un sirope,
opcionalmente seguido por secado o cristalizacion para obtener un producto seco.

Preferiblemente, el material vegetal que contiene arabinoxilano usado en dichos modos de realizacion particulares
primero y segundo es salvado, subproductos de la inflorescencia, subproductos del tallo o bagazo. Mas
preferiblemente, el material vegetal que contiene arabinoxilano es salvado, mas preferiblemente salvado obtenido a
partir de cereales, tales como trigo, trigo duro, centeno, avena, cebada, maiz, sorgo, o arroz. Mas preferiblemente, el
material vegetal que contiene AX es salvado de trigo (duro).

Las etapas (al) y (a2) se realizan preferiblemente a una temperatura entre 75°C y 120°C, preferiblemente entre 80°C
y 110°C. Si se usa una alfa amilasa, se elige preferiblemente entre las alfa-amilasas estables térmicamente que
tienen una temperatura 6ptima para la actividad alfa-amilasa en este intervalo de temperatura. Los ejemplos de
preparaciones de amilasa comerciales con dichas propiedades incluyen, pero sin limitarse a ellas, Termamyl 120 L
(Novozymes Dinamarca), BAN 480L (Novozymes, Dinamarca), Multifect AA 1200 L (Genencor/Danlsco) Amylyve ™
A 30 (Lyven, Francia), Gamalpha HT 120 L (AB Enzymes, Alemania) y AIphastar (Dyadic, Estados Unidos).
Dichas preparaciones de amilasa estables térmicamente se obtienen a partir de bacterias como Bacillus
licheniformis, B. amyloliquefaciens y B. subtilis u hongos como Aspergillus niger o A. oryzae. El tiempo de incubacion
de las etapas (al) y (a2) esta entre 5y 180 minutos.

Las etapas de solubilizacion enzimatica del arabinoxilano (c1), (d1’) o (c2) implican la incubacién de la mezcla con
una preparacion enzimatica que contiene al menos actividad endoxilanasa. Los ejemplos de preparacmnes
comerciales con act|V|dad endoxilanasa predominante |ncluyen pero sin limitarse a eIIas Shearzyme 500L
(Novoz%/mes) Pentopan ™ Mono BG (Novozymes), Pulpzyme (Novozymes) Ecopulp TX-200A (AB EnzymeT%/I
Veron™ 191 (AB Enzymes), Veron" Spemal (AB Enzymes), Multifect™ CX 12L (Genencor/Danisco), Grindamyl
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H640 (Danisco) y Grandamyl™ Powebake™ (Danisco). La etapa de hidrdlisis del arabinoxilano implica la incubacion

durante un periodo de tiempo apropiado tal como, pero sin limitarse a ellos, entre 1 y 24 horas, mas preferiblemente
entre 2 y 12 horas, por ejemplo entre 3 y 9 horas, de la lechada a las temperaturas y valores de pH recomendados
por el desarrollador comercial de la preparacién enzimatica de endoxilanasa usada para la hidrolisis del
arabinoxilano, tipicamente a un pH entre 4 y 8, tal como entre 4 y 6. Preferiblemente, la endoxilanasa es una
endoxilanasa con alta selectividad por los WU-AX, con un factor de selectividad de sustrato (SSFchHrom), COMO se
define en Moers et al. (2005), que es al menos 2 o superior, preferiblemente al menos 3 o superior, tal como 4 o
superior. La endoxilanasa es preferiblemente una endoxilanasa de la familia 11 de las glicosil hidrolasas (Henrissat
1991). Otras actividades enzimaticas presentes en la preparacion de enzima endoxilanasa pueden ser, pero sin
limitarse a ellas, las actividades arabinofuranosidasa, beta-glucanasa, exoxilanasa, beta-xilasidasa y/o xilobiasa.

Para las etapas (d1), (c1’) y (d3) se afiade a la mezcla un acido fuerte, tal como por ejemplo, pero sin limitarse a
ellos, acido fosférico, acido clorhidrico, acido perclérico, acido nitrico o acido sulfdrico, hasta una concentracion final
entre 0,02N y 0,4N, preferiblemente entre 0,02 y 0,2N, por ejemplo entre 0,02 y 0,1N. Preferiblemente, la
concentracién de dicho &cido fuerte se determina con respecto a la cantidad total de agua en la mezcla.
Tipicamente, la adicién de un &cido fuerte a la mezcla produce un pH de la mezcla por debajo de 3, més
preferiblemente por debajo de 2,5, lo méas preferiblemente por debajo de 2. Mas preferiblemente, el &cido fuerte es
acido sulfarico y la concentracion es preferiblemente entre 0,02 y 0,10N (0,01 y 0,05M). La temperatura es entre
80°C y 180°C, preferiblemente entre 90°C y 160°C, tal como entre 100 y 140°C, y el tiempo de incubacion es entre 5
minutos y 180 minutos. Los parametros de pH, temperatura y tiempo de incubacion se eligen de forma que se
produzca la solubilizacién esencial de los arabinoxilanos, sin embargo los parametros elegidos estan en el limite de
las condiciones que producen una formacion excesiva de furfural y productos de Maillard coloreados cuando se
aumenta la exigencia (cuanto menor sea el pH mayor es la exigencia, cuanto mayor sea la temperatura mayor es la
exigencia y cuanto mayor sea el tiempo de incubacion mayor es la exigencia). Por ejemplo, el &cido sulfdrico se
aflade a la mezcla con una concentracion de 0,025M seguido por incubacion de la mezcla a 120°C durante 45
minutos. Por solubilizacion esencial de los arabinoxilanos mediante tratamiento acido se quiere decir que la
concentracion de &cido aplicada produce la extraccién de una cantidad de productos de la despolimerizacion del
arabinoxilano solubilizados en agua (arabinoxilano, oligosacéaridos de arabinoxilanos, xilosa libre o arabinosa libre
solubles, o una mezcla de ellos) a partir de un material vegetal que contiene arabinoxilano dado, que es al menos
tres veces mas que la obtenida a un pH entre 6 y 7 y con las mismas condiciones de temperatura e incubacion.

Las fracciones solubilizadas en agua en las etapas (b1), (b2), (el), (e2) y (e3) se separan preferiblemente a partir de
dichas fracciones insolubles en agua usando bien un tamiz gravitacional, una prensa de filtro, un filtro rotatorio, un
tamiz centrifugo, un filtro banda, un filtro a vacio, una prensa de tornillo, un decantador, una centrifugadora o un
decantador centrifugo, o una combinacion de estos medios de separacion, o cualquier otro medio conocido por los
expertos en la técnica. Las fracciones solubilizadas en agua de las etapas (el), (e2) o (e3) estan altamente
enriquecidas en productos de despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados y contienen en porcentaje de materia
seca, al menos 40% (peso/peso), preferiblemente al menos 50%, tal como al menos 60%, o al menos 70% u 80% de
productos de despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados, en particular oligosacaridos de arabinoxilanos, xilosa
y arabinosa.

Opcionalmente, las fracciones insolubles en agua de las etapas (b1), (b2), (el), (e2) y (e3) se lavan con agua antes
de cualquier tratamiento adicional. Dicha etapa de lavado puede comprender lavar la torta insoluble en agua con
agua en un filtro, un filtro prensado, un filtro de banda, un tamiz o un decantador centrifugo, como prefiera el experto
en la técnica. Preferiblemente, el lavado se realiza en un flujo a contracorriente entre la fraccién insoluble en agua y
el agua limpia.

Opcionalmente, los oligosacaridos de arabinoxilanos y los arabinoxilanos solubles de la fraccion solubilizada en
agua de las etapas (el), (e2) o (e3) se post-hidrolizan adicionalmente a xilosa y arabinosa. Esto se obtiene por
hidrélisis acida mediante la adicion de un &cido fuerte, tal como por ejemplo, pero sin limitarse a ellos, acido
fosférico, acido clorhidrico, acido perclérico, acido nitrico o acido sulfurico hasta una concentracion final entre 0,015N
y 0,2N. Preferiblemente el acido fuerte es &cido sulfurico. La temperatura es entre 80°C y 180°C, preferiblemente
entre 90°C y 160°C, tal como entre 100 y 140°C, y el tiempo de incubacion es entre 5 minutos y 120 minutos.

Las etapas de desmineralizacion en las etapas (f1), (f2) y (f3) se pueden realizar usando técnicas tales como, pero
sin limitarse a ellas, nanofiltracién, ultrafiltracion, cromatografia de intercambio iénico, electrodidlisis, cromatografia
de exclusién por tamafios, cromatografia de absorcién o una combinacién de estos medios de separacion, para
eliminar minerales, proteinas y/u otras impurezas de forma que aumente la pureza de la preparacién de AXOS o
pentosa. Dichas técnicas de separacidn también se pueden usar para separar los AXOS de las pentosas y/o para
separar adicionalmente la xilosa de la arabinosa.

La concentracion en las etapas (gl), (g2) y (g3) se realiza para aumentar el contenido de sélidos secos de la
preparaciéon que contiene los AXOS y/o pentosas por ejemplo, pero sin limitarse a ellos, usando un evaporador en
capa fina o un evaporador de placas, filtracién por 6smosis inversa, nanofiltracion, o una combinacién de estos
medios de concentracién. Cualquiera de dichas etapas de concentracion también puede preceder a las etapas de
desmineralizacion (f1), (f2) y/o (f3). Opcionalmente, la fraccion solubilizada en agua condensada se puede secar por
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ejemplo, pero sin limitarse a estos medios, usando un equipo de secado por pulverizacion, o se puede cristalizar en
un cristalizador, con el fin de obtener un producto seco.

Definiciones

En el contexto de la presente invencion, el término “endoxilanasa” se refiere a una enzima que es capaz de hidrolizar
los enlaces glicosilo internos que enlazan los restos xilosa en los polisacaridos que contienen xilosa. Dichos enlaces
glicosilo pueden ser, por ejemplo, el enlace beta-1,4-glicosilo en las unidades beta-D-xilopiranosil-1,4-beta-D-
xilopiranosilo de dichos polisacaridos. Las endoxilanasas se pueden obtener a partir de mdltiples organismos,
incluyendo especies de plantas, hongos (por ejemplo, especies de Aspergillus, Penicillium, Disporotrichum,
Neurospora, Fusarium, Humicola, Trichoderma) o bacterias (por ejemplo, especies de Bacillus, Aeromonas,
Streptomyces, Nocardiopsis, Thermomyces, Thermotoga) (véase por ejemplo los documentos W092/17573,
WQ092/01793, W091/19782 y W094/21785). Las preparaciones de endoxilanasa disponibles comercialmente
purificadas o parcialmente purificadas incluyen, pero sin limitarse a ellas, Frimase™ B210 (Puratos), ShearzymeTM
(Novozymes), Biofeed Wheat™ (Novozymes), Pentopan™ Mono BG_(Novozymes), Pentopan' 500 BG
(Novozymes), Pulpzyme™ (Novozymes), Ecopulp™ (AB Enzymes), Veron™ 191 (AB Enzymes), Veron™ Special
(AB Enzymes), Multifect™ CX12L (Genencor/Danisco), Spezyme'” CP (Genencor/Danisco), Grindamyl™ H640
(Danisco) y Grindamyl™ Powerbake™ (Danisco).

El término “endoxilanasa con alta selectividad por los WU-AX" se refiere a una endoxilanasa cuyo valor del factor de
selectividad de sustrato (SSFchrom), como se define en Moers et al. (2005), es al menos 2 o superior,
preferiblemente al menos 3 o superior, tal como 4 o superior. El SSFcrrom fue definido por Moers et al. (2005) como
la relacion entre la actividad de la enzima hacia los WU-AX y la actividad de la enzima hacia los WE-AX. La actividad
endoxilanasa hacia los WU-AX se calculé por incubacion en un sustrato cromogénico insoluble en agua con un
intervalo de concentraciones de enzima en placas de microvaloraciéon, seguido por medida colorimétrica del
colorante liberado en el sobrenadante. Un enfoque similar usando un sustrato soluble en agua y precipitacion en
etanol de los fragmentos AX no hidrolizados se us6 para calcular la actividad enzimética frente a los WE-AX (Moers
et al. 2005). Las endoxilanasas de la familia 11 de las glicosil hidrolasas (Henrissat 1991) han demostrado que tienen
una afinidad y/o selectividad elevadas por el arabinoxilano no extraible en agua. Por lo tanto, las endoxilanasas de la
familia 11 son particularmente adecuadas para usarlas en cualquier método segun la presente invencion.

El término “oligosacaridos de arabinoxilanos”, abreviado como AXOS, en el contexto de la presente invencion, se
refiere bien a xilo-oligosacéaridos, bien a arabino-xilo-oligosacaridos o bien a mezclas de xilo-oligosacaridos y
arabino-xilo-oligosacaridos. Los xilo-oligosacaridos se refieren a poli- u oligosacéaricos que consisten Gnicamente en
restos D-xilopiranosilo (xilosa) enlazados en beta-(1-4), con un grado de polimerizacion entre 2 y 100. Los arabino-
xilo-oligosacéridos se refieren a poli- u oligosacaridos que consisten en un esqueleto de restos D-xilopiranosilo
(xilosa) enlazados en beta-(1-4) con un grado de polimerizacion del esqueleto entre 1 y 100, con al menos un resto
alfa-L-arabinofuranosilo (arabinosa) enlazado a uno de los restos xilosa del esqueleto por molécula. Otros
sustituyentes, tales como cadenas laterales de acetilo, alfa-glucuronilo, alfa-4-O-metilglucuronilo, galacturonilo,
xilosilo, ramnosilo, galactosilo o glucosilo, o cadenas laterales de oligosacaridos cortos, pueden estar unidos a uno o
més de los restos xilosa, y &cidos hidroxicindmicos, tales como é&cido ferulico, acido deshidrodiferulico, &cido p-
cumarico, &cido cafeico o acido sinpico, pueden estar enlazados a una o mas de las unidades de arabinosa.

Los arabinoxilanos solubles se refiere a polisacéridos que consisten en un esqueleto de restos D-xilopiranosilo
(xilosa) enlazados en beta-(1-4) con un grado de polimerizacion del esqueleto superior a 100, con al menos un resto
alfa-L-arabinofuranosilo (arabinosa) unido a uno de los restos el esqueleto por molécula. Otros sustituyentes, tales
como cadenas laterales de acetilo, alfa-glucuronilo, alfa-4-O-metilglucuronilo, galacturonilo, xilosilo, ramnosilo,
galactosilo o glucosilo, o cadenas laterales de oligosacaridos cortos, pueden estar unidos a uno o mas de los restos
xilosa, y &cidos hidroxicinamicos, tales como éacido ferulico, &cido deshidrodiferdlico, &cido p-cumarico, &cido cafeico
0 acido sinapico, pueden estar enlazados a una 0 mas de las unidades de arabinosa.

El término “cereal” en el contexto de la presente invencién se refiere a plantas de la familia botanica de las Poaceae
incluyendo, pero sin limitarse a ellas, especies tales como trigo (duro), tritical, cebada, avena, centeno, sorgo, maiz y
trigo.

El término “salvado”, en el contexto de la presente invencion, significa una fraccion de la molienda derivada del
grano, sea obtenida por molienda himeda o seca, que esta enriquecida en cualquiera o en todos los tejidos elegidos
entre aleurona, pericarpio y cascara del grano, en comparacion con el grano intacto correspondiente y/o que tiene
una concentracion inferior en almidon que el correspondiente grano intacto.

El término “subproductos de inflorescencia”’, en el contexto de la presente invencion, significa las fracciones
enriquecidas en cualquiera o en todos los tejidos elegidos entre cascabillo, paja, sépalos, pericarpio, pétalos, vainas,
zuros, pedunculos, raquis y peciolos que se producen durante los procedimientos de trilla de las espigas, la trilla de
frutos o el descascarillamiento de los granos para generar granos o semillas limpias.

El término “subproductos del tallo”, en el contexto de la presente invencion, significa la principal fraccion insoluble en
agua obtenida después de la separacion la fraccion soluble en agua y la fraccién insoluble en agua de una mezcla
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acuosa preparada a partir de granos molidos, tal como se produce por ejemplo, pero sin limitarse a ellos, durante los
procesos de elaboracién de la cerveza o la produccién de etanol a partir de granos.

El término “bagazo”, en el contexto de la presente invencion, se refiere a la principal fraccion insoluble en agua que
se obtiene después de separar la fraccion soluble en agua y la fraccién insoluble en agua de una mezcla acuosa
preparada a partir de granos molidos, tal como se produce durante, por ejemplo, pero estar limitados, al
procedimiento de elaboracion de la cerveza o la produccion de etanol a partir de granos.

Los términos “soluble” o “solubilizado”, en el contexto de la presente invencién, se refiere a soluble en agua como
disolvente o solubilizado en agua como disolvente, respectivamente.

Modo de realizacion ilustrativo

Ejemplos

Ejemplo 1: Sinergia entre la solubilizacién &cida y la solubilizacion enzimatica del AX
Materiales y métodos

Materiales. Ecopulp® TX200A (ECX) es una preparacion de endoxilanasa comercial de grado técnico de AB
Enzymes (Darmstadt, Alemania) producido mediante la expresién recombinante de un mutante termofilico de un gen
de una endoxilanasa de la familia 11 de las glicosil hidrolasas de Hypocrea jecorina (anamorfo de Trichoderma
longibrachiatum, anteriormente T. reesei). Multifect® CX 12 (MFX) es una preparacion de endoxilanasa comercial de
uso alimentario de Genencor/Danisco (Palo Alto, Estados Unidos) producido mediante la expresion recombinante de
un gen de una endoxilanasa de GHF1l de Hypocrea jecorina (anamorfo de Trichoderma longibrachiatum,
anteriormente T. reesei).

Métodos analiticos. El contenido total de sacaridos se determind por andlisis cromatografico gas-liquido de los
acetatos de alditol después de la hidrdlisis acida de las muestras en 4cido trifluoroacético 2N, seguido por reduccion
con borohidruro de sodio y acetilacién con anhidrido acético, como ha sido descrito por Courtin et al. (2000). Se us6
B-D-alosa como patron interno y se incluyeron muestras de calibracion que contenian los monosacaridos D-glucosa,
D-galactosa, D-manosa, D-xilosa y L-arabinosa con cada serie de muestras. El contenido de sacérido de extremo
reductor se determiné por andlisis cromatografico gas-liquido de los acetatos de alditol después de la reduccion con
borohidruro de sodio seguida por la hidrélisis acida y acetilacién con anhidrido acético, como ha sido descrito por
Courtin et al. (2000). El analisis del contenido de monosacaridos libres fue muy similar al de sacaridos totales
(Courtin et al., 2000), con la Unica diferencia de que las muestras no se hidrolizaron antes de la reduccién y la
acetilacion a acetatos de alditol. Usando los resultados cromatogréaficos, la suma de los contenidos de AX
poliméricos solubles en agua y de AXOS (AX/AXOS) se calculé por la formula (a). El grado medio de polimerizacion
de los AX/AXOS (abreviado generalmente como avDP por sus iniciales en inglés) se calculé segun se indica en la
férmula (b). La suma de AX/AXQOS, arabinosa libre y xilosa libre (AX/AXOS + A + X) se calcul6 como se indica en la
férmula (c).

(a) AX/AXOS = 0,88 x [arabinosaror —
arabinosay igre] + [xilosarep + Xilosaygre] + 0,88 X [Xilosaror — Xilosarep]

(b) avDP = {[arabinosaror -
arabinosay gre] + [xilosator - xilosayigre] / [Xilosarep — Xilosayisre]

(© AX/AXOS + A + X = AXIAXOS* +
arabinosay gre + xilosaygre

* Segun la férmula (a)

En las formulas anteriores, los subindices TOT, RED y LIBRE se refieren a los contenidos total, del extremo reductor
y de monosacéaridos libres, respectivamente, y el factor 0,88 corrige la incorporaciéon de agua durante la hidrolisis de
los azlcares pentosa (Courtin et al. 2009).

Determinacion de la actividad de las enzimas. La actividad endoxilanasa se determindé usando arabinoxilano
reticulado con azurina insoluble en agua (comprimidos de Xylazyme AX, Megazyme, Bray, Irlanda) como se describe
en la Hoja de Datos 9/95 de Megazyme. Se analizaron las enzimas en diluciones apropiadas en disolucién tampén
de acetato de sodio 25mM, pH 5,6, a 35°C durante 10 minutos. La absorbancia a 590 nm se midié usando un
espectrofotometro de UV/visible Ultraspec Il (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). Una unidad (U) de actividad
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enzimatica fue la cantidad de enzima necesaria para dar una absorbancia de 1,0 después de 10 minutos a 590 nm
en las condiciones del analisis.

Resultados y discusion

Se puso en suspension salvado de trigo en agua (10% peso/peso de materia seca) en un tanque agitado y la mezcla
se calentd a 90°C. Se afiadi6é una preparacion de a-amilasa (Termamyl 120LS, Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca:
1 mL/kg de salvado) y se dejo reaccionar con agitacion continua durante 90 minutos a 90°C para hidrolizar el
almidon. La lechada se filtro y la torta de filtracion se lavé con agua desmineralizada. El residuo lavado se denomin6
salvado de trigo desalmidonado. El rendimiento del salvado de trigo desalmidonado sobre el material inicial fue de
64,6% (peso/peso de materia seca).

El salvado de trigo desalmidonado se sometié a diferentes tratamientos acidos, tratamientos con endoxilanasa y
combinaciones de tratamientos acidos y tratamientos con endoxilanasa, en algunos casos con ajustes de pH
mediante adicién de hidroxido de calcio. Las condiciones de tratamiento se especifican en la tabla 1. Después de los
tratamientos especificados en la tabla 1, la agitacién se filtr6 con un filtro de 100 um. Las muestras de los filtrados se
hicieron bullir durante 10 minutos para inactivar las enzimas, se enfri6 a temperatura ambiente y se centrifugé a
10.000 g durante 15 minutos para obtener un sobrenadante clarificado. Las fracciones de sobrenadante se
liofilizaron y en ellas se analizaron los sacéridos totales, sacéridos de extremo reductor y monosacéridos libres. Los
resultados de estos andlisis se muestran en la tabla 2.

Como se observa en la tabla 2, la recuperacién de los AX y AXOS solubles en agua, la arabinosa libre y la xilosa
libre (AX/AXOS + A + X) es notablemente superior cuando se aplica una combinacion de ambas etapas de
solubilizaciéon de AX, acida y enzimatica. El aumento debido a la combinacién de las etapas de solubilizacion de AX
con &cido y con enzima ha sido observado tanto en las condiciones de tratamiento acido menos exigentes (H2SO4
25mM, 95°C, 150 min) asi como para las condiciones de tratamiento acido mas exigentes (H2SO4 25mM, 120°C, 45
min), pero es mayor en el Ultimo caso. Por ejemplo, la recuperacién de AX/AXOS + A +X fue de 49,2% para el
tratamiento 4cido a 120°C solo, 38,7% para el tratamiento enzimatico con MFX solo, 65,3% para la combinacion del
tratamiento enzimatico con MFX y el tratamiento 4cido a 120°C y 70,6% cuando el orden es el inverso (tabla 2). Por
lo tanto, el aumento debido a la combinacion de las etapas de solubilizacion de AX con acido y con enzima se
observa en el caso en el que la etapa de solubilizacion de AX enziméatica es seguida por la etapa de solubilizacion de
AX acida, asi como cuando el orden es el inverso. En el caso en el que se desee mas hidrdlisis de AX o AXOS
solubilizado a xilosa y arabinosa se puede aumentar adicionalmente la exigencia de la concentracién del acido, de
la temperatura o del tiempo de incubacion.
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Tablas

Tabla 1: Especificacion de las condiciones de tratamiento del salvado de trigo desalmidonado para el ejemplo
experimental 1. La materia seca de las lechadas del primero y segundo tratamiento fue de 7% (peso/peso). MFX se
refiere a la endoxilanasa Multifect CX 12L, MS es la materia seca del sustrato.

Ne de Primer tratamiento Adaptacion del pH Segundo Adaptacion del pH
tratamiento después d_eI primer tratamiento después de_l segundo
tratamiento tratamiento

1 H,SO4 25mM, Ca(OH), 25mM ninguno ninguno
150 min a 92°C

2 H,SO4 25mM, Ca(OH), 25mM ninguno ninguno
45 min a 120°C

3 MFX (3 mL/kg DM), ninguno ninguno ninguno
6 horas a 50°C

4 MFX (3 mL/kg DM), ninguno H,SO, 25mM, Ca(OH),; 25mM
6 horas a 50°C 150 min a 92°C

5 MFX (3 mL/kg DM), ninguno H,SO, 25mM, Ca(OH), 25mM
6 horas a 50°C 45 min a 120°C

6 H,SO4 25mM, Ca(OH), 25mM MFX (3 mL/kg DM), ninguno
150 min a 92°C 3 horas a 50°C

7 H,SO4 25mM, Ca(OH), 25mM MFX (3 mL/kg DM), Ninguno
45 min a 120°C 3 horas a 50°C
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Tabla 2: Analisis de la fraccion solubilizada en agua después del tratamiento del salvado de trigo desalmidonado
como se especifica en la tabla 1.

Tratamiento N° | AX/AXOS+A+X® | AX/AXOSP A+X° avDP? | Recuperacién de Recuperacion de
masa seca® (%) | AX/AXOS+A+X' (%)

(véase tabla 1) (% peso/peso) (% p/p) (% p/p)

1 42,2 23,5 18,7 25 15,0% 27,5%

2 52,0 31,2 20,8 14 21,8% 49,2%

3 64,8 64,3 0,5 6 13,7% 38,7%

4 56,1 41,6 14,5 6 21,3% 51,9%

5 56,5 37,4 19,1 5 26,6% 65,3%

6 55,3 38,8 16,5 4 20.5% 49,4%

7 58,5 40,7 17,8 4 27, 7% 70.6%

& AXIAXOS + A + X = suma del contenido de AX y AXOS solubles en agua, arabinosa libre y xilosa libre

P AX/AXOS = contenido de AX y AXOS solubles en agua

° A+ X = arabinosa y xilosa libres

4 avDP = grado medio de polimerizacion de los AX y AXOS solubles en agua

® Expresado como porcentaje (% peso/peso) de materia seca de la fraccidn solubilizada en agua sobre la materia
seca del salvado usado como material inicial en el procedimiento

" calculado como (% de recuperacion de materia seca) x (% AX/AXOS + A + X de la fraccion solubilizada en agua) /
(% AX/IAXOS + A + X del salvado usado como material inicial)
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para la extraccion y el aislamiento de productos de la despolimerizacion del arabinoxilano
solubilizados, en el que un material vegetal que contiene arabinoxilano se mezcla en agua y se trata con una
concentracién apropiada de una preparacion de enzima endoxilanasa con el fin de despolimerizar enzimaticamente
una primera fraccién de los arabinoxilanos comprendidos en dicho material vegetal y en el que dicho tratamiento
enzimatico es seguido por un tratamiento acido que comprende la incubacion de dicho material vegetal en una
mezcla acuosa acidificada con el fin de obtener la despolimerizacion y solubilizacion de una segunda fraccién de los
arabinoxilanos comprendidos en dicho material vegetal; comprendiendo dicho método ademas separar de dicho
material vegetal mezclado una fraccion solubilizada en agua que comprende al menos parte de dichos productos de
la despolimerizacion del arabinoxilano solubilizados.

2.- El método segun la reivindicacion 1, en el que después del tratamiento con endoxilanasa, la mezcla que contiene
endoxilanasa de dicho material vegetal que contiene arabinoxilano se somete al tratamiento acido, y en el que dicho
tratamiento acido es seguido por la separacion de dicha mezcla en i) una fracciébn solubilizada en agua que
comprende los productos de la despolimerizacién del arabinoxilano solubilizados, tanto por el tratamiento enzimatico
como por el 4cido, v ii) el resto del material vegetal insoluble en agua.

3.- El método segun la reivindicacion 1, en el que el tratamiento con endoxilanasa es seguido por una separacion de
dicha mezcla en i) una primera fraccion solubilizada en agua que comprende los productos de la despolimerizacién
enzimatica del arabinoxilano solubilizados vy ii) un primer resto de material vegetal insoluble en agua, y en el que
dicho primer resto vegetal insoluble en agua se vuelve a poner en suspension en agua con el fin de obtener una
segunda mezcla que se somete al tratamiento &cido seguido por la separacion de dicha segunda mezcla en iii) una
segunda fraccion solubilizada en agua que comprende los productos de la despolimerizacién éacida del
arabinoxilano solubilizados y iv) un segundo resto de material vegetal insoluble en agua.

4.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho tratamiento con endoxilanasa
comprende el uso de una endoxilanasa con alta selectividad por el arabinoxilano no extraible en agua.

5.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el tratamiento con endoxilanasa implica
la incubacion de la mezcla con una preparacion de enzima endoxilanasa durante un periodo de 2 a 12 horas.

6.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el tratamiento acido implica la adicion a
dicho material vegetal que contiene arabinoxilano mezclado de un &cido fuerte a una concentracion entre 0,02 y
0,4N.

7.- El método segun la reivindicacion 6, en el que dicho tratamiento acido implica el tratamiento de dicho material
vegetal que contiene arabinoxilano mezclado durante 5 a 180 minutos.

8.- El método segun las reivindicaciones 6 6 7, en el que dicho tratamiento &acido implica el tratamiento de dicho
material vegetal que contiene arabinoxilano mezclado a una temperatura entre 80 y 180°C.

9.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que dicho acido fuerte se elige entre el grupo
gue consiste en acido fosférico, acido clorhidrico, acido perclérico, acido nitrico o &cido sulfarico.

10.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que los productos de la despolimerizacion
del arabinoxilano solubilizados son bien arabinoxilano, oligosacéaridos de arabinoxilano, xilosa o arabinosa solubles o
bien mezclas de dos 0 mas de estos compuestos.

11.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dichas fracciones solubilizadas en
agua separadas se separan adicionalmente usando filtracién o técnicas cromatograficas o combinaciones de ellas
para obtener preparaciones que comprenden una concentracion aumentada de un producto solubilizado de la
despolimerizacion del arabinoxilano en comparacion con la concentracion de este producto en dicha fraccion
solubilizada en agua.

12.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dichas fracciones solubilizadas en
agua separadas se concentran usando medios para la eliminacion del agua.

13.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho material vegetal que contiene
arabinoxilano es un material vegetal desalmidonado.

14.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicho material vegetal que contiene
arabinoxilano se elige entre el grupo que consiste en salvado, subproductos de la inflorescencia, subproductos del
tallo o bagazo, o combinaciones de ellos.

15.- El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que dichas fracciones solubilizadas en
agua comprenden en porcentaje de materia seca, al menos 40% de uno o mas entre los productos de
despolimerizacién del arabinoxilano, arabinoxilano, oligosacaridos de arabinoxilanos, xilosa y arabinosa solubles.
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