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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién comprende un proceso para producir un
derivado de quitosano, y un producto preparado mediante el
mismo, al activar quitosano o una quitina como precursor de
quitosano en alcohol que contiene agua en una cantidad que
abarca del 0% a un méximo de aproximadamente el 30% vy
preparar derivados mediante reaccidén con un reactivo para
obtener derivados que tienen varios usos, con inclusién de
uso como antimicrobicidas, microbiostaticos,
antitranspirantes, antifingicos, o conservantes de frutas, o
como portadores de moléculas activas o grupos funcionales
etc., o0 una combinacién de 1los mismos. Los derivados
ilustrados incluyen derivados de acidos, succinicos,
desacetilados a nivel enzimatico, hidrolizados a nivel
enzimatico, azucar, formaldehido, 4&cido fosférico, &acido
clorhidrico y sulfato de cobre que son obtenidos mediante
reaccién individual o en combinacién con reacciones
consecutivas. También se revela una clase novedosa de proteo-
quitinasa termoestable preparada a partir de Aspergillus
niger MTCC 5572 que tiene un peso molecular sobre SDS-PAGE de
aproximadamente 50 kD y actividad hidrolitica éptima a pH 2 y
80 °C. También se revelan composiciones para tratamientos de
productos naturales y métodos para retardar el afiejamiento,

mejorar la vida atil y retardar la putrefaccidn
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microbiolégica de platanos y otras frutas.
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CONSERVANTES DE DERIVADOS DE QUITINA

CAMPO TECNICO

La invencién se refiere a composiciones, proceso para
la produccién de composiciones de guitina y gquitosano que
aqtﬁan como controladores de la respiracién, antimicrobiano,
microbiostdticos, removedores eficientes de microbios y
antioxidantes para manténer la frescura de frutas, vegetales,
flores cortadas, » carne, pescado y otros productos
alimenticios procesados, y métodos/procesos para aplicar las
mismas asi como los aplicadores para las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La quitina y el quitosano se han usado en el pasado
como conservantes post-cosecha de frutas y vegetales frescos.
El quitosano usado es aislado del caparazén del langostino,
el caparazdén del cangrejo, la coraza de dafnias, las plumas
de calamar, o cualquier otro crustdceo, hongos y piel de
insecto, y. es tratado para diversos grados de acetilacién y
disuelto en acido acético (1 a 2%).

El quitosano ha sido utilizado para mejorar la vida
util de varias frutas y vegetales tales como citricos
[Magnetic Resonance Imaging 22 (2004) 27 - 37], =zanahoria
[Food Control 17 (2006) 336 - 41]; lechuga y fresa [Food
Microbiology 21(2004)703-14], y lichi [Postharvest Biology

and Technology 38 (2005) 128 - 36] en donde el quitosano
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usado tiene un tamafio de mas de 43 kD (kilo Dalton) y es
desacetilado al 93%. La propiedad antioxidante del gquitosano
ha sido estudiada en el salmén [Food Chem 101 (2007) 308-11]
donde se usd quitosano de tres pesos moleculares diferentes.
Una solucién (1%) de quitosano de 30 kD mostré resultados
equivalentes al antioxidante quimico BHT, y superiores a los
obtenidos usando quitosano de 90 kD y 120 kD de peso
molecular. Se ha informado actividad conservante util del
quitosano obtenido del caparazén del langostino para varios
alimentos tales como huevos, carne, salchicha, mariscos,
tofu, jugos, mayonesa, kimchi, fideos, pastel de arroz,
brotes de soja, jalea de almiddén, etc. En el caso de la
conservacién de la leche, se ha descrito un gquitosano de peso
molecular que oscila entre 0.2 y 30 kD [Korean J. Food Sci.
Tech. 32 (2000) 806 - 13]. En el caso del pan, se han usado
con éxito tres pesos moleculares diferentes de quitosano: 2
kD [J Chitin Chitosan 7 (2002) 214 - 8], 120 kD [Korean J
Food Nutrition 11 (2003) 309 - 15] y 493 kD [J Chitin
Chitosan 7 (2002) 208 - 13] para extender su vida util,
sostener el peso, y retardar la degradacién del almidén. La
actividad antimicrobiana del quitosano contra wvarias
bacterias, levaduras y hongos talé; como Aeromonas, Bacillus,
Bifidobacterium, Brochothrix, Clostridium, Enterococcus,

Escerechia, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria,
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Mibrococcus, Pediococcus, Photobacterium, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Vibrio, Candida,
Cryptococcus, Saccharomyces, Schizosaccaromyces,
Zygosaccharomyces, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium,
Penicillium, Rhizopus, etc., ha sido informada y revisada [J
Food Sci 72 (2007) R 87 - R100]. Salvo por los pocos ejemplos
mencionados en forma especifica, todos los métodos del arte
previo han usado el quitosano de alto peso molecular obtenido
del caparazén del langostino con pesos moleculares y grado de
desacetilacién diversos e indefinidos.

La patente estadounidense No. 5.374.627 describe un
método de control de las enfermedades y el dafio producido por
ciertas plagas en plantas agricolas mediante composiciones
que contienen 1 parte en peso de un hidrolizado de quitosano
con” un peso molecular promedio de 10.000 a 50.000, obtenido
mediante hidrélisis 4&cida o  hidrélisis enzimatica de
quitosano.

La solicitud de patente WO 03070008 revela compuestos
antimicrobianos y sus métodos de aplicacién, en donde el
producto de uso es un liquido obtenido al utilizar &cidos
organicos de 3 a 30 carbonos, y el producto reivindicado es
util para la conservacién solamente de los alimentos &cidos.
En uno de los ejemplos se utiliza enzima quitosanasa para la

degradacidén del quitosano.
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Si bien en la bibliografia existente se conocen varias
modificaciones quimicas del quitosano, que generan 1la
solubilizacién del quitosano a pH neutro a alcalino, las
aplicaciones de quitosano en los alimentos solamente estan
usando solucién de quitosano en acido organico;
preferentemente, &acido acético. La solucidédn obtenida de esta
manera tiene un pH bajo (2.0 a 4.0) segun la concentracién
del &cido usado. El &cido usado en dicha formuiacién afiade
sabor. al producto a ser tratado y/o afecta de manera adversa
la vida util. En el caso del plé&tano, se conoce que el &cido
acético desarrolla manchas senescentes [decoloracidén negra de
la céscara] que son indeseables. Los 4&cidos usados en la
formulacidén de quitosanoc son responsables del cuajo de la
leche y de los productos lacteos. La carga positiva neta
desarrollada en la molécula de quitosano a causa del pH bajo
es responsable de la separacidén de los componentes anidnicos
del producto a' ser tratado ([tales como sales inorgénicas,
dcidos grasos], que se adsorben en el quitosano de carga
positiva. Todas estas reacciones no son deseadas y se pueden
evitar al preparar la formulacidén seqgun se describe en la
presente invencién.

Una clase de quitosanc soluble en agua como se describe

en la bibliografia existente pertenece a los complejos de

quitosano con respectivos &acidos orgdnicos que se describen
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tipicamente como “acetéto de quitosano”, “lactato de
guitosano”, etc. Estos son polvos secos de complejos de acido
y quitosano, derivados mediante el simple mezclado seguido de
la extraccién del &cido sin reaccionar y del secado. Dichos
complejos son de pobre definicién quimica, bastante
inestables, y conservan los problemas asociados con un pH
bajo, como sucede con la solucién de quitosano.

Se conoce que los productos de quitina y quitosano de
degradacién pardial, como los quito-oligosacédridos, son
solubles en agua. No obstante, estas moléculas tienen un
grado diverso de actividades bioldégicas tales como control de
la respiracién, microbiostasis, caracteristicas de
recubrimiento, etc. Por lo general, son muy débiles para los
niveles de actividad deseados en comparacién con los
productos desarrollados usando el (los) método (s)
reivindicado(s) en la presente invencién.

SUMARIO DE LA INVENCION

La 1invencién comprende un proceso para producir un
derivado de quitosano, y un producto preparado mediante el
mismo. Dicho proceso comprende activar gquitosano o una
quitina como precursor de quitosano al suspender dicho
quitosano o dicha quitina en alcohol que contiene agua en una
cantidad que abarca del 0% a un maximo de aproximadamente el

30%, agitar durante un periodo de tiempo para que el

ananit 1



10

15

20

quitosano o precursor de quitosano se active y posteriormente
hacer reaccionar dicho quitosano activado o precursor
activado con un reactivo capaz de formar complejos mediante
fuerzas fisicas o fuerzas quimicas para preparar un derivado.
Los derivados de quitina / quitosano revelados por esta
invencién asi como el método para prepararlos generan
derivados que tienen un rango de propiedades que comprenden,
sin limitaciédn: propiedades antimicrobianas,
microbiostéaticas, antitranspirantes, antifingicas, o
conservantes de frutas, o una combinacidén de las mismas.
Dichas fuerzas fisicas iﬁcluyen adsorcién y dichas fuerzas
quimicas incluyenvun enlace covalente.

Se ilustran ‘aproximadamente 10 formas de realizacién
del proceso-y de los productos resultantes de esta invencién
que se describen como Primera a Décima Composicién y procesos
para preparar las mismas. Los productos de esta invencidén
pueden ser derivados, ademds, para modificar o para agregar
propiedades a cada uné de ellos con el objeto de cubrir un
alcance de aplicacién diferente o mas amplio.

Los pasos de agregar quitosano a alcohol, agregar agua
a aproximadamenﬁe“20% de volumen de alcohol para preparar una
mezcla vy ademéé agregar acido lactico o cualquier otro acido
inorganico o cdalquier otro &cido orgdnico a dicha mezcla,

agitando a una temperatura aproximadamente inferior a 30 °C -

00031

9

[



10

15

20

mas preferentemente, de aproximadamente 25 ©°C- generan la
formacién de una Primera Composicién en suspensién, que es un
derivado de é&cido que se puede usar como tal o después del
secado o la derivacién adicionales.

Los pasos de agregar quitosano a alcohol, agregar agua
a aproximadamente 20% de volumen de alcohol para preparar una
mezcla y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a esta mezcla, agitar y mantener
a una temperatura que oscila entre aproximadamente 60 y 70 °C
-con preferencia a aproximadaménte 65 °C- generan la
formacidén de una Segunda Composicidén en suspensién.

Los pasos de preparar la Primera Composicidén y someter
la misma a succinilacién forman la Tercera Composicién de
esta invencién. Por ende, los pasos de agregar quitosano a
alcohol, agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol para preparar una mezcla y agregar &cido lactico o
cualgquier otro 4&cido inorgénico o cualquier otro 4&cido
organico a dicha mezcla a una proporcidén de aproximadamente
una quinta o décima parte del peso del material en crudo
tomado y agitar durante 2 horas o durante un periodo de
tiempo suficiente para que la reaccién mantenga una
temperatura inferior a 30 °C (con mayor preferencia de
aproximadamente 25 °C), para obtener un derivado de Aacido

lactico u otro 4cido en suspensién, aislar el derivado de
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dacido lactico/otro &cido, someter el derivado aislado -
después de filtrarlo- a otra reaccién al suspender el mismo
en una mezcla de agua:alcohol, preferentemente una mezcla
20:80, y agregar anhidrido succinico tomado en peso hasta una
décima parte del peso en seco de dicho derivado de 4&cido
lactico/otro 4cido, forman una Tercera Composicidén en
suspensidén que se puede aislar.

Los pasos de formar la Segunda Composicidén y formar su
derivado de 4&cido con un A&acido -preferentemente un A&cido
lactico- géneran la Cuarta Composicién de esta invencién. Por
ende, los pasos de agregar quitosano a alcohol, agregar agua
a aproximadamente 20% de volumen de alcohol para preparar una
mezcla y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a una proporcidn de
aproximadamente 10% en peso del material en crudo a esta
mezcla, agitar durante 1 hora o durante un periodo de tiempo
suficiente para la reaccién manteniendo una temperatura de
aproximadamente 60 a 70 °C -con preferencia de
aproximadamente 65 °C- para obtener un derivado succinico en
suspensién, permitir que la suspensién se enfrie a
aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
reaccién adicional <con 4acido lactico u otro A&cido a
aproximadamente 10% a 20% del peso en seco del derivado

succinico, agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora,

000314



10

15

20

filtrar y secar los sdélidos, forman una Cuarta Composicién en
suspensién que se puede aislar.

Los pasos de preparar la Segunda Composicién,
desacetilar la misma con enzima xildn acil transferasa o
cualguier otra enzima de acetilacién durante un periodo de
tiempo -con preferencia de aproximadamente 6 a 7 horas-
seqguido de quitinolisis mediante una enzima quitinolitica o
preferentemente una enzima proteolitica asi como también una
enzima quitinolitica que ademés es preferentemente
termoestable, y ademds es preferentemente producida a partir

de Aspergillus niger MTCC 5572 (depositado ante la Autoridad

de Depdsito Internacional, The Microbial Type Culture
Collection (MTCC), Institute of Microbial Technology,
Chandigarh, India) durante un periodo de tiempo -

preferentemente durante aproximadamente una hora- forman la
Quinta Composicién en suspensién de esta invencidn, que puede
ser recuperada. Por ende, los pasos de suspender el quitosano
en una mezcla de agua:alcohol 20:80, mezclar la suspensioén
bien mediante agitacién preferentemente a 160 rpm durante un
periodo suficiente para obtener buena activacién -
preferentemente durante 30 minutos- calentar y mantener dicha
mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar anhidrido succinico a
esta mezcla, agitar durante 1 hora o durante un periodo de

tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
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entre 60 aproximadamente y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo, permitir
que la suspensién se enfrie para obtener un derivado
succinico, someter dicho derivado succinico a una reaccidén
adicional con A&cido léctico u otro &cido a aproximadamente
10% en peso del peso en seco del derivado succinico y, por
cada 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacidén a aproximadamente 4000
U.I., agitar la mezcla durante un periodo de tiempo -
preferentemente durante 7 horas- agregar ademds una enzima
quitinolitica, con preferencia a aproximadamente 500 U.I. por
5 g en peso en seco del derivado succinico, continuar
agitando durante un periodo de tiempo -preferentemente
durante 1 hora- vy permitir que la suspensién se enfrie,
forman una Quinta Composicién en suspensidén, que se puede
recuperar y usar.

Los pasos de hacer reaccionar la Quinta Composicidn en
alcohol con azucar y luego con formaldehido forman la Sexta
Composicién de esta invencidén. Por ende, agregar quitosano a
alcohol, agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol para preparar una mezcla, calentar y mantener dicha
mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar anhidrido succinico a
esta mezcla, agitar durante 1 hora o durante un periodo de

tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
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entre 60 aproximadamente y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo, permitir
que la suspensidén se enfrie para obtener un derivado
succinico, someter dicho derivado succinico a una reaccién
adicional con &cido léactico u otro &cido a aproximadamente
10% en peso del peso en seco del derivado succinico y, por 5
gramos en peso en seco del derivado succinico usado, agregar
enzima para desacetilacién a aprdximadamente 4000 U.I.,
agitar la mezcla. durante un periodo © de tiempo -
preferentemente durante 7 horas- agregar ademds una enzima
quitinolitica, preferentemente a aproximadamente 500 U.I. por
S5 g en peso en seco de derivado succinico, continuar agitando
durante un periodo de tiempo - preferentemente durante 1

hora- y permitir que la suspensién se enfrie forman la Quinta

‘Composicidén en suspensién. Los pasos de suspender el polvo

seco de dicha Quinta Composicién en alcohol absoluto, mezclar
la suspensidén bien mediante agitacién a 100 rpm durante 30
minutos, calentar y mantener la temperatura durante todo el
proceso a 60 °C, agregar azucar disuelto en agua en un
volumen de aproximadamente 10% respecto del volumen del
alcohol, agitar la mezcla durante aproximadamente 15 minutos
0 durante .un periodo de tiempo suficiente para el mezclado,
agregar formaldehido a gotas en'aproximadamente 30 minutos o

en un periodo de tiempo necesario para la adicién gradual con
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agitacién constante manteniendo la temperatura a
aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 1 a 6 horas o
durante un periodo hasta que se complete la reaccién,
permitiendo posteriormente que 1la mezcla de reaccién se
enfrie a temperatura ambiente, recuperar el producto, y lavar
los sélidos con metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso,
forman la Sexta Composicién en suspensién que puede
recuperarse, lavarse con 100 ml del metanol al 90% y secarse
al aire.

El paso de hacer reaccionar quitosano en alcohol con
dcido de fésforo seguido de reaccién con formaldehido forma
la Séptima Composicién de esta invencidén. Por ende, los pasos
de suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante de agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a aproximadamente
60 °C, agregar &cido de foésforo (H3PO3) disuelto en agua y
agregar a gotas a esta mezcla mediante agitacién, agregar
formaldehido aproximadamente igual en peso al peso en seco
del quitosano activado o su derivado a modo de gotas
manteniendo la temperatura entre aproximadémente 60 y 65 °C -

preferentemente a 63 °C- durante un 'periodo de tiempo

' preferentemente de 2 a 6 horas una vez completa la adicién, \Y%

permitir que la suspensién se enfrie, forman la Séptima
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Composicién en suspensién que puede ser recuperada. Dicha
Séptima Composicién puede ser soluble en el amplio rango de
pPH 7 a 10, formando soluciones ligeramente turbias a
transparentes.

El paso de hacer reaccionar quitosano en alcohol con
formaldehido primero, y luego con &cido de fésforo o un acido
inorgénico, forma la Octava Composicién de esta invencién.
Por ende, los pasos de suspender. el quitosano en alcohol
preferentemente en 20 volumenes, mezciar bien mediante
agitacién para alcanzar la activacién del quitosano -
preferentemente a 100 rpm durante 30 minutos- calentar la
mezcla a 60 °C, agregar 750 ml de formaldehido en un periodo
de unos pocos minutos, agregar aproximadamente iO% de acido
inorganico o &cido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua vy
agregado a gotas a esta mezcla mediante agitacién durante
aproximadamente una hora o en un periodo de tiempo necesario
para el mezclado efectivo, manteniendo la temperatura entre
60 y 65 °C -preferentemente a 63 °C- durante aproximadamente
seis horas o durante un periodo de tiempo necesario para
completar la reaccién, y permitir que la suspensién se enfrie
una vez completa la adicién, forman la Octava Composicidédn en
suspensidén que puede ser.recuperada.

El paso de hacer reaccionar quitosano en alcohol con

formaldehido primero, y luego con &cido fosférico y luego con
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acido <clorhidrico, forma la Novena Composicién de esta
invencién. Por ende, los pasos de suspender quitosano en
alcohol preferentemente en 20 volumenes, mezclar bien
mediante agitacién para alcanzar la activacién del quitosano
-preferentemente a 100 rpm durante 30 minutos- calentar 1la
mezcla a 60 °C, agregar formaldehido en un periodo de pocos
minutos, agregar aproximadamente 10% de &cido inorgédnico o
dcido de foésforo (H3PO3;) disuelto en agua y agregado a gotas
a esta mezcla mediante agitacién durante aproximadamente 1
hora o en un periodo de tiempo necesario para el mezclado
efectivo, manteniendo 1la temperatura entre 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C— durante 6 horas o durante un periodo
de tiempo necesario para que la reaccién se complete una vez
finalizada la adicién, permitir que la suspensién se enfrie,
recuperar la suspensién como polvo seco, resuspender en 20
voluimenes de metanol al 90%, y 2 volumenes de HCl concentrado
0 cualquier otro 4cido organico o inorganico, agitar la
mezcla a temperatura ambiente durante una hora o durante un
periodo de tiempo necesario para un mezclado satisfactorio,
separar por filtracién, y lavar con 20 volumenes de metanol
al 90%, forman la Novena Composicién que puede ser
recuperada.

Los pasos-de mezclar la Quinta Composicidén en solucidn

con una molécula cargada en solucién y co-precipitar la
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misma, preferentemente a pH alcalino, forman la Décima
Composicidén de esta invencién. Por ende, los pasos de agregar
quitosano a alcohol, agregar agua a aproximadamente 20% de
volumen de alcohol para preparar una mezcla, calentar vy
mantener dicha mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar
anhidiido succinico a esta mezcla, agitar durante una hora o
durante un periodo de tiempo necesario para un mezclado
satisfactorio, manteniendo la temperatura entre 60 y 70 °C -
con preferencia a aproximadamente 65 °C- durante 1 hora o
durante un periodo de tiempo necesario para la reaccién,
permitir que la suspensién se enfrie para formar un derivado
succinico, agregar acido lactico u otro acido a
éproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico
Y, por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
U.I., agitar la mezcla durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 7 horas, agregar ademids enzima
guitinolitica a SOO.U.I. por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado y continuar la agitacién durante un
periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora, y permitir
que la suspensién se enfrie para obtener la Quinta
Composicidén sélida, recuperar y secar al aire 1la Quinta
Composicién, disolver la Quinta Composicién para formar una

solucién en agua al 1%, agregar una solucién acuosa de
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sulfato de cobre u otra molécula cargada, capaz de adsorberse
en la Quinta Composicién a pH alcalino, como una solucioén,
agregar dicha solucién de sulfato de cobre o la molécula
cargada que puede ser del 1% con respecto al agua en una
cantidad pequefia -aproximadamente 1% del volumen del agua
tomado para disolver la Quinta Composicién- mezclar durante
pocos minutos, y agregar amoniaco liquido para precipitar
quitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula
cargada, forman un derivado de la Décima Composicién.

Esta invencién también incluye wuna composicién que
comprende al menos una de las composiciones desde la Primera
hasta la Décima Composicién y derivados de las mismas que se
usan como ingrediente esencial. Las composiciones se pueden
formar en &cido orgdnico diluido -usualmente acido acético- o
en agua. Dicha composicién puede'ser una composicidén para
conservar frutas, vegetales, productos comestibles Y
alimentos, retrasar la maduracién, retrasar el afiejamiento vy
retrasar la senescencia de productos naturales con inclusién
de frutas, vegetales y flores, o que funciona como portador
para llevar una molécula activa o un grupo funcional a su
sitio de acciédn. Dicha composicién puede tener una
concentracién efectiva de aproximadamente 0.1 %, vy dicho
acido acético se puedé encontrar al 2%, cuando se usa.

La enzima quitinolitica usada en esta invencién puede
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ser una enzima proteolitica asi como también wuna enzima
quitinolitica. La forma de realizacién ilustrada de esta
enzima tiene un peso molecular de 50 kD en electroforesis
SDS-PAGE, una actividad quitinolitica oéptima a pH 2 y una
actividad quitinolitica éptima a una temperatura de 80 °C. En
una forma de realizacién de esta invencién, se ha
identificado Aspergillus niger como fuente de este tipo de
enzima, si bien otras fuentes también pueden estar presentes
Yy se incluyen dentro del alcance de esta invencién. Se ha
identificado a Aspergillus niger MTCC 5572 como el organismo
capaz de producir esta enzima en buena cantidad. También es
posible que los mutantes derivados de esta cepa también
puedan poseer capacidad de producir la proteo-quitinasa util
para producir los productos de esta invencién. La enzima se
precipité a partir de un filtrado de cultivo crudo mediante_
su saturacidén con sulfato de amonio y fraccionamiento en
Sephadex®, recuperando la enzima proteo-quitinasa cruda
mediante precipitacién con sulfato de amonio.

Esta invencién también comprende un proceso para
mejorar la vida util de frutas, carne, pescado, flores,
vegetales, en donde dicho proceso comprende un tratamiento de
inmersién, aspersién, nebulizacién u otro proceso de
aplicacién externa asi como también la adicién en el producto

alimenticio de una composicién que comprende una o mas entre
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la Primera Composicién y la Décima Composicién. Dicho proceso
también puede ser un proceso para ralentizar la maduracién
y/o putrefaccién microbiana. Dicho proceso se puede aplicar a
productos naturales que pueden incluir, sin limitacién:
plédtanos, mangos, manzanas, fresas, néranjas, limas vy
similares, y las aplicaciones pueden incluir aplicacién
externa por recubrimiento o una “aplicacidén interna” a frutas
en trozos o procesadas o productos naturales en trozos o
procesados.

La enzima de desacetilacién, la xildn acil transferasa,
de esta invencidén se aislé de Bacillus sp MICC 5571. No
obstante, cualquier otra enzima de desacetilacién a otros
microbios puede brindar los mismos resultados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Esta invencién abarca composiciones novedosas de
quitina/quitosano para tratamiento como antirrespiratorio,
antimicrobiano y antioxidante para mantener la frescura de
los productos naturales; procesos para la produccién de
dichas composiciones novedosas; métodos/procesos novedosos
para dicho tratamiento para dichos productos naturales con el
objeto de reforzar o mejorar su vida Util o estabilidad bajo
almacenamientol Esta invencién ademds comprende una enzima
microbiana proteolitica termoestable novedosa que tiene

accidén como quitinasa incluso en presencia de solvente
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organico y su uso para desarrollar las composiciones de
quitosano novedosas de esta invencién. Esta invencién también
comprende el wuso de enzima para la desacetilacién del
quitosano.

La invencién también comprende métodos/procesos para
mantener la frescura de 1los productos naturales por mas
tiempo. La invencién ademds comprende métodos/procesos de
aplicacién de dichas composiciones y equipo util con el fin
de aplicar dichas composiciones a los productos naturales que
incluyen, sin limitacién: frutas, vegetales, carne, pescado y
otros productos alimenticios. Una lista ilustrativa de 1los
productos naturales cubiertos por el alcance de esta
invencién incluye productos alimenticios y productos vivos o
no vivos naturales no alimenticios, y ademds incluye, sin
limitacién: frutas, vegetales, carne, pescado, flores
cortadas, leche y productos alimenticios en general.

Debido a las moléculas polidispersas de la quitina y el

guitosano -con posibilidades ampliamente diversas de
desacetilacién, sustituciones, sitios de hidrdlisis,
composicién del hidrolizado etc.- sus propiedades
antimicrobianas, antimadurativas, conservantes, de

solubilidad, de capacidad como moléculas portadoras etc.,
diferirdn de acuerdo con la composicién final de la quitina o

quitosano tratados. La eficacia y el alcance del cambio en 1la
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molécula de quitina o quitosano generado por un determinado
tratamiento dependerd también, en gran medida, del grado al
cual se expongan los sitios vulnerables a un cambio quimico 0
fisico (adsorcién), lo que diferird seguin el tratamiento dado
para la "“activacién” de la molécula de quitina o quitosano
antes de que se inicie cualquier tratamiento para su
derivacién. Como el efecto de cualquier tratamiento de
sustitucién o modificacién dependerd de la composicién del
grupo funcional de la quitina o el quitosano como materia
prima; por ejemplo, la hidrdélisis enzimdtica de la quitina o
el quitosano activados o sin tratar formard una composicién
diferente de hidrolizado enzimatico de aquella donde la
molécula de quitina o quitosano ya estd modificada por una
sustitucién y el grado al cual se modificé mediante
sustituciédn, ya que las enzimas»son vulnerables a los cambios
en el entorno de sus sitios activos. Las propiedades de una
qguitina 0 quitosano con respecto a las propiedades
antimicrobianas, conservantes y fisioldgicas, etc., afectadas
por un proceso, dependen del tratamiento dado a los mismos,
la distribucién del peso molecular del producto, la
combinacién de los grupos funcionales que portan y el grado
de distribucién general, 1lo que presenta innumerables
posibilidades de propiedades de los productos y productos

propiamente dichos, lo que rara vez puede ser predicho, a
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menos que se averiglie en forma experimental. La tarea por
alcanzar el objetivo de una mejora mediante experimentacién
de rutina es desalentadora; ya que las permutaciones vy
combinaciones necesarias a ser llevadas a cabo son infinitas,
y €s quizas una razén por la cual el alcance total de esta
explicacién todavia no ha sido cubierto.

Si bien es habitual activar quitina o quitosano
mediante un tratamiento con un &cido, se encontré
sorprendentemente en esta invencién que la quitina/el
quitosano se activan a los efectos de preparar un derivado
simplemente al calentar su suspensién en alcohol con un
contenido de agua que abarca del 0% a un maximo de
aproximadamente el 30%, segun lo requerido, y agitar durante
un periodo de tiempo para que el quitosano © precursor de
quitosano (quitina) se active, y posteriormente hacer
reaccionar dicho quitosano activado o precursor activado con
un reactivo capaz de formar complejos mediante fuerzas
fisicas o fuerzas quimicas para preparar un derivado. Una
composicidén de quitosano/quitina preparada de esta manera -
mediante tratamiento y derivacién adicionales- ofrece una
serie de portadores que se pueden unir mediante enlaces
fisicos o quimicos con grupos funcionales/moléculas activas
para mejorar su eficacia.

Los derivados de quitosano, cuando estdn completamente
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sustituidos, no muestran actividad antimicrobiana. El
quitosano de alto peso molecular tiene solubilidad
deficiente. El quitosano de bajo peso molecular no sustituido
muestra tanto propiedad antimicrobiana como solubilidad. En
consecuencia, por lo general se cree que el quitosano de bajo
peso molecular es mds Util como conservante. No obstante, las
composiciones de quitosano de bajo peso molecular no tienen
una buena propiedad de recubrimiento cuando se. aplican a
frutas frescas y objetos similares por su accién conservante.
Es un hallazgo sorprendente de esta invencidén que incluso el
quitosano de alto peso molecular, cuando se deriva tal como
se revela en esta invencidén, es un conservante efectivo vy,
ademas de su propiedad antimicrobiana, también protege las
frutas del etileno y la pérdida de agua debido a su mejor
propiedad de recubrimiento. Sin supeditarse al aspecto
tedérico, una interpretacién actual de esta invencién es que
las propiedades antimicrobianas, conservantes y fisioldégicas
afectadas por el proceso son Optimas solamente en ciertd
rango de distribucién de peso molecular segin se combinan
adicionalmente con el perfil de solubilidad y los grupos
funcionales o moléculas activas portados por los derivados de
quitosano. Los métodos/procesos de produccién del derivado de
quitina de esta invencién tienen como objetivo alcanzar este

equilibrio estrecho e intrincado.
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En toda esta memoria descriptiva, si no se ha
mencionado por separado, a menos que se establezca lo
contrario, en cualquier contexto de un tratamiento de
derivacién, el quitosano es un producto que estd del 50 al
70% desacetilado y en concordancia con un tamafio de malla de
60 a 100, si bien se ©pueden wusar otros grados de
desacetilacién y/o tamafio de malla ~dentro de los limites
razonables para obtener loé mismos resultados. El quitosano
es siempre activado, antes de brindar dicho tratamiento, al
suspender dicho quitosano o dicha quitina en alcohol absoluto
0 con agua agregada que puede ser de hasta aproximadamente
30% o menos, agitar durante un periodo de tiempo para que el
quitosano o precursor de quitosano se active y posteriormente
hacer reaccionar dicho quitosano activado o precursor
activado con un reactivo capaz de formar un derivado al
formar complejos mediante fuerzas fisicas o fuerzas quimicas
para preparar un derivado. Como el método/proceso de
activacién de esta invencién no se usdé nunca en el arte
previo, presenta una plataforma enteramente nueva para
cualquier derivado de quitosano con inclusién de derivado de
dcido, derivado de succinilo, asi como también hidrolizados
enzimdticos derivados de guitosano activado por el
método/proceso de esta invencion.

Cualquier referencia al ‘“precursor de quitosano” en
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esta memoria descriptiva incluye quitina y cualquiera de sus
transformaciones tales como particulas, grénulos, etc.

Siempre que se mencione el término “alcohol” en esta
memoria descriptiva -a menos que el contexto establezca lo
contrario- el alcohol preferente es un alcohol polar en el
cual la quitina o el quitosano, o sus derivados, segun se
prepararon en el curso del proceso de esta invencién, son
insolubles. E1l alcéhol mas preferente es metanol, si bien se
pueden utilizar otros alcoholes dentro de las limitaciones
anteriormente dadas.

Siempre que se use &acido lactico, si bien es el &cido
mas preferente a ser usado para estas reacciones, se puede
usar cualquier acido, ya sea organico o inorganico, aunque se
prefiere el A&cido organico, y el &cido lactico es aun méas
preferente.

La solubilidad de las composiciones en esta memoria
descriptiva se chequeé al agregar 100 mg de polvo lentamente
a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en el transcurso de 5
minutos. La mezcla se agité en forma continua durante la
adicion y durante 10 minutos mas, y luego la solubilidad se
chequed visualmente. En una de las formas de realizacién, que
generd la Primera Composicién de esta invencién, se disolviéd
quitina/quitosano en 4cido y la solucién resultante mostrd

actividad antimicrobiana. La cantidad de 4&acido usado en

.
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relacién coh quitina/quitosano asi como también la eleccién
del acido son cruciales para exhibir la actividad. El écido
util para este fin puede ser cualquier A&cido orgédnico, si
bien el 4cido 1léactico es preferente. En forma similar, en
lugar del 4cido lactico, la opcién menos preferida podria ser
cualquier acido inorgénico. Sin supeditarse a este
entendimiento, el funcionamiento particularmente bueno del
acido lactico para estos procesos se podria deber quizas a la
solubilidad limitada del quitosano en Aacido lactico a menos
de una parte de 4cido lactico por parte de quitosano que
forma un fluido que tiene cierta viscosidad y no es una
solucidn completamente acuosa, dando al derivado una
combinacién oéptima de carga sobre la particula y el grupo
funcional de tal manera que se alcance suficiente solubilidad
sin perder sus ©propiedades antimicrobianas. En forma
sorprendente, se encontrd que, bajo las condiciones de
reaccién de esta invencién, en donde se disuelve
quitina/quitosano en &cido a aproximadamente 10% en peso de
quitina/quitosano, no hubo solubilidad del derivado de &cido
(la Primera Composicién) en agua, y cuando se incrementé la
proporcién del 4&cido lactico, la Primera Composicién fue
soluble en agua, pero hubo un alta cantidad de formacién de

grumos que hicieron que el producto fuera dificil de usar, vy

tampoco tuvo actividad antimicrobiana. También fue un

nagn3e



10

15

20

26

hallazgo importante el hecho de que, por el contrario, usar
una proporcién de 4&cido léactico inferior al 10% en peso de
quitina/quitosano generé un producto soluble en agua que
tenia actividad antimicrobiana. Como el 4acido lactico en
menos de 0.5 ml brinddé una disolucién completa sin formacién
de grumos durante la reaccién, conformé la forma de
realizacion preferida para wuso para trabajo adicional.
Principios similares funcionarian para otros 4acidos, y la
cantidad real del 4&cido usado dependerd de las propiedades
del &cido.

En otra forma de realizacién de esta invencién, que
abarca la Segunda Composicién, el quitosano activado fue
tratado con anhidrido‘ succinico para obtener un derivado
succinico. El anhidrido succinico se agrega en diferentes
proporciones manteniendo la temperatura entre aproximadamente
60 y 70 °C, preferentemente a 65 °C. Cuando la mezcla de agua
y alcohol usada para la activacién se encontraba a una
relacién de 20:80, el derivado succinico resultante fue
soluble en agua solamente cuando se agregd mas de 0.5 g de
anhidrido succinico a 5 g de quitosano en dicha reaccién. No
obstante, se encontré sorprendentemente que al cambiar la
relacidén de los solventes usados a 10 ml de agua respecto de
90 ml de metanol, fue posible obtener un producto soluble en

agua al usar anhidrido de succinilo a una cantidad menor a
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0.5 g hasta 0.05 g. Con fines practicos, se encuentra que la
cantidad de 0.1 g es preferible. Esta observacién ademas
sustenta el hallazgo de que el tratamiento de activacién es
muy critico para determinar las propiedades de los productos

y el método/proceso de activacién novedoso de esta invencién

~conducirad a productos con propiedades distintas de las de los

productos del arte previo del mismo reactivo si la activacién
de quitina o quitosano se realizara mediante un
método/proceso sustancialmente diferente.

Otra forma de realizacién de esta invencién comprende
la Tercera Composicién en donde, en un primer paso, la
Primera Composicién se prepara usando un acido -
preferentemente, A4cido lactico- a una proporcién del 10 al
20% del peso en seco del quitosano o la quitina activados vy
dicha Primera Composicién se toma como un material de inicio
Yy se hace reaccionar con anhidrido succinico agregado a una
proporcidn de aproximadamente 10% del peso en seco de la
Primera Composicién tomada. Esta composicién es un material
granular grueso, soluble en agua.

Otra forma de realizacién més de esta invencién
comprende la Cuarta Composicién, en donde un derivado
succinico de quitosano activado de la Segunda Composicidn se
prepara usando anhidrido succinico a aproximadamente 10% del

peso en seco de quitosano activado y, una vez finalizada la
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reaccidn, se agrega un acido -preferentemente, acido lactico-
del 10 al 20% del peso en seco de quitosano. No se produce
formaciéon de grumos. El polvo seco es completamente soluble
en agua dentro de los 5 minutos bajo las condiciones de
ensayo descritas.

En otra forma de realizacién de esta invencién, se
encontré que una clase de enzimas homogéneas a nivel
electroforético, aisladas de microorganismos, tienen
actividad proteolitica asi como también actividad como
quitinasas, las cuales se pueden designar como proteo-
quitinasas. En una forma de realizacién de esta invencién,
dichas proteo-quitinasas y enzimas capaces de la
desacetilacién del quitosano se wusan para hidrolizar
quitina/quitosano, en un proceso para formar los productos de
esta invencién. Si bien las proteo-quitinasas y desacetilasas
de esta invencidén se aislan de microbios, esta clase de
enzimas, derivadas de cualquier fuente, realizardn la misma
funcién de hidrélisis de la quitina o el quitosano, y esta
invencién se extiende a su uso también a los efectos de la
hidrélisis de la quitina/el quitosano y ademads para
desarrollar los productos de esta invencién.

Se recolectaron muestras de suelo, en Pune, India, y
alrededores, de varios recursos naturales ricos en materia

orgdnica, y se enriquecieron con el substrato deseado, con
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inclusién de caseina, quitosano, trigo lavado, celulosa. El
enriquecimiento continudé durante 3 semanas, y las muestras se
vetearon en medio sdélido que contenia el substrato usado para
enriquecimiento como unica fuente de carbon05 Las colonias
aisladas en general mostraron una =zona de'aclaramiento que
indicaba la fuerte produccién de la respectiva enzima
degradante. Se aislaron aproximadamente 700 cultivos para
varios hongos y bacterias. Para descubrir cultivos que tenian
la actividad deseada, se cultivaron mediante un método de
agitacién en matraz. Se concentré el filtrado de cultivo
microbiano crudo mediante precipitacién con sulfato de
amonio. Las fracciones de proteinas se separaron mediante
electroforesis SDS~PAGE desnaturalizante. Las fracciones de
proteinas se separaron sobre estos geles como bandas
independientes homogéneas. Se seleccioné un cultivo de
Aspergillus niger MTCC 5572 como cultivo promisorio.

La banda homogénea a nivel electroforético aislada del
filtrado de cultivo de Aspegillus niger MTCC (depositado en
The Microbial Type Culture Collection (MTCC), Institute of
Microbial Technology, Chandigarh, India) mostré una enzima
con actividad de proteinasa asi como también actividad de
quitinasa (una enzima proteo-quitinasa) que es novedosa, con
un peso molecular de 50 kD segun lo determinado por los

marcadores de peso molecular en SDS-PAGE, vy actividad
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enzimatica oéptima a pH 2 y 80 °C. Si bien esta banda se usd
para hidrolizar a nivel enzimdtico la Segunda Composicién de
quitosano/quitina desacetilados para desarrollar el producto
de esta invencién, .cualquier otra proteo-quitinasa puede
formar hidrolizado con propiedades muy similares.

En otra forma de realizacidén de esta invencién, se
obtiene hidrolizado de quitina/quitosano usando enzimas
purificadas, o formas crudas de enzimas, o formas activas de
extractos celulares microbianos. Dicho hidrolizado muestra
actividad antimicrobiana mejorada hasta cierto limite de
disminucién en el peso molecular promedio, y dentro del rango
especifico de grado de sustitucién del grupo amino libre vya
sea por grupo acetilo o cualquier otro grupo anidénico. En
otra forma de realizacién de 1la invencién, los derivados
hidrolizados a nivel enzimidtico de gquitosano muestran mejor
actividad antimicrobiana que el producto derivado solamente
en forma quimica. El hidrolizado modificado de manera
adicional -es decir, desacetilado usando xilan acil
transferasa~- muestra una mejora adicional en la propiedad
antimicrobiana y antioxidante, y también actta como un agente
anti-respiracién. Los hidrolizados quimicamente derivados que
tienen un peso molecular en un menor rango de 8 a 100 kD son
mas efectivos que los hidrolizados de mayor y/o menor peso

molecular. No obstante, en forma sorprendente, después de la
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desacetilacién enzimdtica, hasta los derivados de alto peso
molecular muestran actividad antimicrobiana equivalente a la
de los productos de 8 a 100 kD ‘derivados por el proceso
quimico. El método/proceso preferido para obtener xilan acil
transferasa en esta invencién es a partir de microorganismos.
Se puede predecir que estas enzimas -aisladas como extracto
crudo o purificado de cualquier otra fuente~ tienen las
mismas propiedades de desacetilacién y forman los mismos
productos que los preparados en las formas de realizacidn
preferenteg de esta invencidén a partir de microorganismos.
Esta forma de realizacién de esta invencidn, gque incluye
hidrolizados enzimdticos, comprende la Quinta Composicidén que
es util como conservante post-cosecha. .Dicha Quinta
Composicién se obtuvo primero al preparar un derivado
succinico de la Segunda Composicién a la cual se agregd
anhidrido succinico; el derivado es desacetilado por una
enzima en presencia de un &cido -preferentemente, un &cido
lactico- que se agrega a aproximadamente 10% en peso del peso
en seco de la Segunda Composicién succinilada durante un
periodo de tiempo suficiente.para alcanzar la desacetilacién
limitada, preferentemente durante un periodo de 7 horas, vy
luego se somete a un tratamiento de aproximadamente una hora
de enzima quitinolitica. El polvo de la Quinta Composicidén es

soluble en agua cuando se agrega més de 0.5 g de anhidrido
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succinico a 5 g de quitosano en dicha reaccién y despliega
actividad antimicrobiana. La Quinta composicién mostrd tres a
cuatro veces menor consumo por kg de platanos y tomates que
la solucién de quitosano en 4acido acético, mostrd mayor
actividad antimicrobiana asi como también microbiostatica en
comparacién con la solucién de quitosano en &cido acético y
la Primera, Segunda vy Cuarta Composiciones. La Quinta
Composicidén también sirvié para mejorar la vida util de las
frutas.. Se trataron pl&tanos verdes cosechados en forma
reciente (<30 horas de la cosecha) usando una solucién al
0.1% de la Quinta Composicién. El1 tratamiento también se
puede suministrar mediante la inmersién de los platanos en
dicha solucién durante 10 a 15 segundos, o mediante aspersién
directa de la solucidén sobre los platanos con un dispositivo
adecuado a fin de humedecer la superficie de los platanos, o
al atravesar los platanos por una camara cerrada saturada con
la bruma de dicha solucién (nebulizacién indirecta). Los

platanos tratados se secan al aire. Estos _platanos se

almacenan a temperatura ambiente (entre 20 y 32 °C) y a una

humedad relativa de 40 a 60%. En los experimentos, los
platanos tratados mantuvieron su color verde y Su peso,
mientras que los platanos no tratados perdieron peso vy
desarrollaron decoloracién. Los platanos tratados mostraron

mejor condicién fisioldégica seqgin se evaluaron a nivel
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quimico mediante la determinacién de su contenido total de
sélidos (contenido BRIX), azlcares reductores, y pérdida de
peso al menos hasta 12 dias después de la inmersién (ver la
Fig. 1). En otra forma de realizacién de la invencién, ademés
del almacenamiento durante 8 a 15 dias, cuando maduran por 1la
aplicacién de etileno, los platanos tratados maduraron
normalmente, mientras que los platanos de control no tratados
se endurecieron y no maduraron o bien se oscurecieron vy
ablandaron, y no permanecieron aptoé para consumo humano.

Se trataron tomates enteros y manzanas trozadas con el
producto del ejemplo 10, exactamente como se describid en el
ejemplo 14 para los platanos. Los tbmates tratados retuvieron
su peso, textura y frescura duranté 30 dias a diferencia de
los tomates de control no tratadoé, que se arrugaron en un
lap;o de 12 a 15 dias, lo que provécé la pérdida de su peso.

Se monitorearon los cambios fisjioldégicos en los tomates

tratados y en los de control al séptimo dia de almacenamiento

usando técnica de barrido por IRM. La piel carnosa de los
tomates tratados era mds uniforme eh su densidad de color. La
piel carnosa de los tomates de éontrol no tratados tenia
parches oscuros que indicaban seqaedad superior y falta de
uniformidad. El barrido por IRM de los tomates

representativos se incluye en la Figura 2

La Quinta Composicién es efectiva también para
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aplicacidén “interna”; es decir, para la aplicacién a los
fines de la conservacidén y para la mejora de la vida util o
para el tratamiento antimicrobiano 0 tratamiento
microbiostdtico en partes “internas” de frutas o productos
naturales tales .como frutas trézadas, frutas procesadas,
productos vegetales procesados y similares. Las manzanas
trozadas se envasaron en bolsas de polietileno o recipientes
de plastico transparentes y se almacenaron en un refrigerador
a una temperatura de 4 a 9 °C. Las manzanas trozadas de
control comenzaron a tornarse marrones a partir del dia 2 y
se ablandaron hacia el dia 3, mientras que las manzanas
trozadas tratadas retuvieron su color, sabor y textura dura
durante 6 dias. La fotografia (Figura 3) ilustra la
diferencia en la apariencia entre las manzanas en trozos
tratadas y las no tratadas en el dia 4.

Los trozos de manzana tratados y no tratados se
envasaron en recipientes de plastico transparentes vy se
almacenaron tal como se describié con anterioridad durante un
periodo de hasta 25 dias. Los trozos de manzana no tratados
desarrollaron crecimiento de hongos [parches negros en la
fotografia de la Figura 4], mientras que las manzanas en
trozos tratadas no desarrollaron ningun crecimiento de hongos
ni de microbios. Los resultados se exhiben en la fotografia.

En otra forma de realizacidén de esta invencién, la
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Quinta Composicién sirve como portador para grupos
funcionales o moléculas para mejorar la eficacia en menores
concentraciones y/o portador para su direccién al sitio
activo. Las ilustraciones de esta forma de realizacién son
provistas por la Sexta y la Décima Composiciones.

Siguiendo el mismo principio, son posibles varias
formas de realizacién mas para la Quinta Composicién como
portador al variar los grupos funcionales o moléculas activas
que son portados por la Quinta Composicidén mediante enlace
fisico o enlace quimico.

La Sexta Composicién comprende un derivado de azucar-
succinato de guitosano que muestra solubilidad variable en
agua y también muestra una propiedad antimicrobiana variante.
El azucar puede ser azucar de cafla o cualquier otro azucar.
El método/proceso de esta invencién para preparar la Sexta
Composicidén comprende formar un derivado de azucar de la
Quinta Composicién, que se sometid a reaccién adicional con
formaldehido durante un periodo de tiempo diverso -usualmente
de una a seis horas- para obtener dicha Sexta Composicién que
tuvo excelente solubilidad en agua y actividad antimicrobiana
y fue mejor que la Quinté Composicién cuando la solucién de
azucar usada para la derivacién comprendié 0.4 g por cada 100
g en peso en seco de succinato de quitosano o menos. Fue

sorprendente observar que, si se utilizaba aztcar a un mayor
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nivel, el derivado de azlcar-succinato de quitosano ya no era
soluble en agua. Esto sustenta en forma adicional el concepto
de que, para que los derivados de quitosano sean utiles las
para aplicaciones, deberia tenerse especial control sobre el
grado de sustitucién y los grupos funcionales a ser usados
para la sustituéién. Todos los productos solubles en agua de
la Sexta Composicién tuvieron diverso grado de actividad
antimicrobiana a varias concentraciones, que fue
consistentemente mejor que la actividad antimicrobiana de la
Quinta Composicién como material de inicio. Cuando el azucar
que se usd en el método/proceso anteriormente mencionado era
glucosa o lactosa tomada a una proporcién de 0.4 g por 100 g
de succinato de quitosaﬁo, y el periodo de reaccién con
formaldehido era de aproximadamente 3 horas, los productos de
estas reacciones fueron solubles en agua y mostraron una
actividad antimicrobiana del 100% contra E coli mediante el
nétodo/proceso descrito en el Ejemplo 11.

En otra forma de realizacién de esta invencién, la
qditina o el quitosano incluyen derivados preparados a partir
de wun &cido inorgdnico. Esto se ejemplifica mediante la
Séptima Composicién, donde se usa &cido de fésforo para
formar un derivado, que comprende suspender el quitosano en
alcohol (aproximadamente 99%), mezclar bien la suspensién

agitando a 100 rpm durante 30 minutos, calentar la mezcla
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manteniendo la temperatura a aproximadamente 60 °C, agregar
acido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua -a un volumen que
es aproximadamente cuatro veces mayor al peso del quitosano-
en gotas a esta mezcla, Jjunto con agitacidén durante
aproximadamente 1 hora, agregar ademds 5 ml de formaldehido
en gotas y, una vez completa:' la adicién, mantener la
temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente a 63 °C-
durante 2 a 6 horas. En lugar de formalaehido, se puede usar
cualquier otro aldehido. Las condiciones de teﬁperatura,
agitacién, etc., puedenAvariar para obtener un producto final
con un nivel deseado de actividad antimicrobiana. La
solubilidad de las particulas de flujo libre se chequea al
agregar 100 mg de polvo lentamente a 100 ml de agua destilada
(pPH 6.5) en 5 minutos. La mezcla se agita en forma continua
durante la adicién y durante 10 miﬁutos mads y luego se
chequea la solubilidad visualmente. La solubilidad también se
chequea a un pH de 8, 9 y 10 ajustado usando NaOH diluido, o
tampén Tris. Los productos formados usando guitosano y &acido
de fosforo en una relacién de 1:1 y 1:2 mostraron solubilidad
a un amplio rango de pH (7 a 10), formando soluciones
ligeramente turbias a transparentes. Si bien las
composiciones antimicrobianas de quitina/quitosano o sus
derivados en el arte previo tienen un pH tendiente a ser

acido, y el precipitado tiene un pH préximo a 7 o dentro del
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rango alcalino, la Séptima Composicién es soluble a un pH
alcalino de 7 a 10. Estas soluciones mostraron diverso grado
de actividad antimicrobiana. Los productos de hasta 0.01%
mostraron cierta actividad antimicrobiana mientras que los
productos por encima de esta concentracién mostraron
inhibicién microbiana total. ES claro que la Séptima
Composicidén -que es soluble y también presenta actividad
microbicida total a concentraciones razonablemente bajas y a
un pH de 7 hasta 10- provee un alcance nuevo para sSu usoO COMO
conservante y antimicrobiano.

Otra forma de realizacidén de esta invencidén comprende
la Octava Composicién 'y la Novena Composicién. El
método/proceso de su preparacién comprende hacer reaccionar
quitosano suspendido en alcohol al 99% como minimo, mezclar
bien la suspensién agitando durante un periodo de tiempo
suficiente para obtener humedecimiento eficiente y activacién
con alcohol -preferentemente a 100 rpm durante 30 minutos-
calentar y mantener la temperatura de la mezcla a alrededor
de 60 °C, agregar formaldehido a una proporcién de
aproximadamente 5% del volumen del alcohol tomado, agregar a
gotas a una solucién al 10% de &cido de fdésforo (H3PO3) en
agua -donde el peso del acido fosférico es de aproximadamente
el 5% del volumen del alcohol tomado-~ y agitar adicionalmente

durante un periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora.
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La temperatura se mantiene entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante 6 horas una vez completa la adicién. Se deja
enfriar la suspensién vy se 1la filtra; los sélidos se
recuperan y se secan. La solubilidad de las particulas de
flujo libre se chequea al agregar 100 mg de polvo lentamente
a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla
se agita en forma cbntinua durante la adicién y durante 10
minutos mas y luego la solubilidad se chequea visualmente. La
solubilidad se chequea también a un pH de 8, 9 y 10 ajustado
usando NaOH diluido, o tampén Tris. El producto se disolvid
en agua, pero se precipité cuando el pH se elevd a 7.0.

La Novena Composicién se obtuvo al someter el producto
de la Octava Composicién a tratamiento con HCl. Si bien aqui
se us® HCl, se puede reemplazar por cualquier otro A&cido
organico o inorgénico. E1l pol&o seco obtenido en esta
reaccidén se resuspendidé en 20 volumenes de metanol al 90%, vy
2 volumenes de HCl concentrado para formar la Novena
Composicidén en suspensién en la mezcla de reacciédn. La mezcla
se agitd durante una hora a temperatura ambiente. El polvo se
separd por filtracién, se lavd con 20 volumenes de metanol al
90% tres veces, y se secé tal como se describié con
anterioridéd.‘El producto resultante fue soluble a un pH de 3
a 12. Esta solubilidad a un amplio rango expande

adicionalmente el alcance de la aplicacién de este producto.
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Es pertinente notar aqui que el tratamiento con 4&cido
fosfdérico es critico para preparar el producto en cuanto a la
solubilidad a un amplio rango de pH. Esto fue comprobado por
el hecho de que otras composiciones, particularmente 1la
Quinta Composicién y la Séptima Composicién -cuando se
trataron con HC1 tél como se describidé en este ejemplo- no
alteraron su perfil de pH en relacién con la solubilidad en
el rango de pH 3 a 12.

La Décima Composicién es una forma de realizacién
ilustrativa mids de 1la Quinta Composicién que actua como
portador para una molécula activa. En este caso, la molécula
activa es sulfato de cobre y presumiblemente el mecanismo de
formacién de <complejos ocurre mediante adsorcién. El
método/proceso para preparar la Décima Composicidn comprende
formar una solucién al 1% de la Quinta Composicién en agua,
agregar aproximadamente 10% de su volumen de una solucién
(1%) de sulfato de cobre, mezclar las dos soluciones durante
cierto tiempo, agregar amoniaco liquido a una proporcién de
una parte a cien partes de agua tomada, generando la
precipitacién de quitosano con el sulfato de cobre unido. El
sulfato de cobre es libremente soluble en amoniaco liquido vy
la solucién resultante es de color azul profundo. La
estimacién del cobre se realiza mediante colorimetria, y

usando un grafico estdndar de 0.02 - 0.1%. A partir de esto,
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se estimbé que el cobre unido al quitosano era del 90%. Este
€s un ejemplo del posible uso del derivado como portador para
todas las moléculas cargadas.

Sin supeditarse a ninguna teoria, es nuestro
entendimiento que el quitosano tiene carga positiva, y que
cualquier acido -ya sea orgénico o inorgadnico- formarad un
enlace coordinado con el grupovamino en el quitosano. Estos
complejos han sido denominados como las respectivas sales de
quitosano, por ejemplo: clorhidrato de quitosano, acetato de
quitosano etc. Estas sales se disuelven en agua, y el pH de
la solucién por lo general es ééido.,Ademés, las sales no
poseen actividad antimicrobiana. Cuando tratamos de
incrementar el pH de estas soluciones mediante la adicién de
cualquier 4lcali -tipicamente NaOH- el gquitosano se precipita
antes de que el pH se torne neutro. Esto es porque la sal no
es estable a dicho pH. En nuestros procesos, tenemos dos
tipos de modificaciones que son Unicas:

(1) Reaccidén de quitosano llevada a cabo en alcohol,
con 0 - 30% de agua, lo que brinda hidratacién limitada vy,
por ende, es importante ©para alcanzar la sustitucién
controlada/limitada de los grupos laterales.

(2) Reaccién mediada por formaldehido y reacciédn
mediada por anhidrido. Ambos productos de reaccién por 1lo

general son estables a pH alcalino. Ahora la solubilidad del
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producto a pH alcalino es una funcién de cargas netas sobre
la molécula, que se pueden agregar en cualquiera de dichas 2
reacciones, o mediante simple interaccién iénica (formacién
de sal) con cualquier &cido. Tipicamente, se prefieren los
dcidos inorgdnicos ya que las sales son mas estables.

(3) Los derivados de quifosano solubles desarrollados
mediante los varios métodos/procesos descritos en la presente
tienen sustitucién parcial y retienen cargas tanto positivas
como negativas. Por ende, diferentes moléculas cargadas se
unen a la molécula de quitosano, lo que la torna util como
moleécula portadora para grupos activos, tales como grupos
antimicrobianos, o cualquier otro grupo activo que tenga
cierto propésito funcional. El resultado es que la eficacia
de un grupo funcional que se une a dicha molécula mejora a
una concentracidén muy pequefia. En la presente, se ha
observado que las composiciones de quitosano solubles en agua
preparadas mediante los métodos/procesos de la invencién son
efectivas como portadores de N-acetilcisteina y residuos de
sulfato de cobre, esto ultimo ha sido demostrado en el
ejemplo 19. Se espera que ocurra el mismo rendimiento para
cualquier grupo funcional cuyo residuo pueda ser tan efectivo
que cuando se encuentra en estado no unido, no portado por la
molécula de quitosano soluble en agua. La molécula de

quitosano soluble en agua aqui es preparada mediante los
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métodos/procesos de esta invencién. No obstante, la molécula
de quitosano soluble en agua preparada por cualquier otro
método/proceso existente o inventivo serd equivalente a esta
molécula a los efectos de su aplicacién como molécula
portadora y serd considerada parte del alcance de esta
invencién a menos que exista una razén por la cual no pueda
portar otro activo.

Otra forma de realizacién més de esta invencién revela
un método/proceso para reforzar la estabilidad bajo
almacenamiento de productos naturales mediante tratamiento
con derivados de quitina. Una forma de realizacidén de este
aspecto de 1la invencién revela un método/proceso para
reforzar la estabilidad bajo almacenamiento de productos
naturales mediante tratamiento con derivados de quitina que
retardan las actividades relacionadas con la vida del
producto que son responsables de reducir la estabilidad bajo
almacenamiento o generar el afiejamiento al ralentizar o
arrestar dichas actividades. La lista ilustrativa de dichas
actividades relacionadas con la vida del producte incluyen,
sin limitacién: respiracién, oxidacién, formacidén de etileno,
transpiracién, asi como también arresto del afiejamiento de
las frutas frescas, vegetales, carne, pescado, preparaciones
de alimentos procesados y no procesados, y similares. Una

persona medianamente versada en el arte podra extender esta
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lista a muchas otras actividades que reducen la estabilidad
en almacenamiento. Para alcanzar este objetivo, los productos
naturales se pueden recubrir con las composiciones de esta
invencién mediante los métodos que son ampliamente conocidos
para la persona versada en el arte. Dicho recubrimiento puede
ser total o parcial, y puede obtenerse mediante el uso de un
método/proceso de aplicacién. Dicho método de aplicacién
incluye, sin limitaciones: aspersién, inmersioén, micro-
aspersién o uso de nano-particulas, nebulizacién indirecta, y
similares. En el caso de alimentos procesados tales como pan,
fideos, etc., dicha formulacién se puede agregar al bollo y/o
aplicarse a la superficie del alimento procesado mediante uno
de los varios métodos de la lista anterior.

Cuando se almacenan platanos durante un largo periodo
de tiempo, la corona del racimo comienza a secarse. El tallo
que une el cabo del platano a la corona se llama “pedicelo”.
Este comienza a marchitarse. El marchitamiento del pedicelo
es el mejor indicador de que se estd secando. Menor
marchitamiento indica conservacién de la frescura. Se realizé

un ensayo sobre 1000 kg de pléatanos, cada uno mediante el

método estandar (control) de inmersién en 0.1% de nuestro

producto y aspersién de nuestro producto. Esto se repitidé en
2 tandas (un total de 6000 kg de platanos). Un porcentaje muy

bajo de marchitamiento del pedicelo mediante inmersién asi
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como también aspersidén de la composicién de ensayo muestra su
eficacia satisfactoria para retrasar el secado y, por ultimo,
para retrasar el afejamiento y la senescencia y mejorar la
capacidad de almacenamiento. Los resultados se brindan en la
5 Tabla 6 con posterioridad. Mediante el método de inmersién se
observé una mejora significativa en el marchitamiento
(pérdida de peso, o conservacién de frescura).
A continuacién se describen experimentos que se
llevaron a cabo y sirven como ilustraciones no limitativas de
10 cémo se realiza la invencién. Cualesquiera modificaciones y
variaciones en los pardmetros -que incluyen.mas no se limitan
al proceso para producir hidrolizados, y modificaciones
adicionaleé, asi como también el método/proceso de uso de los
productos Yy sus varios pasos usados- son meramente
15 ilustrativas y cualesquiera equivalentes de las mismas que
sean obvias para una persona versada en el arte y sea capaz
de alcanzar el mismo objetivo, se pueden usar en su lugar vy,
aun asi, serdn consideradas como inciuidas dentro del alcance
de esta memoria descriptiva.

20 FIGURAS Y SU DESCRIPCION

Figura 1: Fotografia de platanos no tratados
(izquierda) y de platanos tratados (derecha) el dia 12 de

almacenamiento.

Figura 2: Barrido por IRM de tomates representativos.
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Figura 3: Fotografia de la diferencia en la apariencia
de manzanas en trozos tratadas y no tratadas el dia 4.

Figura 4: Las manzanas en trozos no tratadas (control)
desarrollaron crecimiento visible de hongos como manchas
negras de crecimiento de hongos en la fotografia mientras que
las manzanas en trozos tratadas (ensayo) permanecieron libres
de crecimiento de hongos después de 25 dias de almacenamiento
en bolsas de polietileno.

Figura 5: Purificacién de proteo-quitinasa. Filtracién
en gel Sephadex G-100.

Figura 6: Determinacién del peso molecular de la
proteo-quitinasa.

Figura 7: pH 6ptimo de la proteo-quitinasa. El eje X
muestra el pH y el eje Y muestra la actividad enzimatica
(unidades/ml) de un volumen por unidad de una formulacién
enzimatica individual. Se observa actividad méxima de 160
unidades/ml a pH 2.

Figura 8: Temperatura éptima de la proteo-quitinasa. El
eje X muestra el pH y el eje Y muestra la actividad
enzimatica (unidades/ml) de una cantidad por unidad de una
formulacién enzimatica individual. Se observa actividad
maxima a una temperatura de 80 °C.

Figura 9: Accién de enzimas seleccionadas -sobre

quitosano. Corrida 1: Estadndar de glucosamina. Corrida 2:
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Xildn Acil Transferasa (cruda), Corrida 3: Proteasa y Xilan
Acil Transferasa (ambas puras). Corrida 4: Xilan Acil
Transferasa (pura). Corrida 5: Quitosano sin enzima. Los
manchas de acetato (Resultados de acetilaciodn) estéan marcadas
por un circulo.

EJEMPLO 1

PRODUCCION DE LACTATO DE QUITOSANO SOLUBLE E INSOLUBLE

EN AGUA

Se toman 5 g de quitosano [DDA (Degree of Deacylation o
grado de desacetilacién) 70, malla 100] en un matraz de fondo
redondo y se agregan 20 ml de agua destilada y 80 ml de
metanol (99%). Aqui se puede usar cualquier otro grado de
quitosano. La suspensién se mezcla bien agitando a 100 rpm
durante 30 minutos. Se agrega a esta mezcla un A&cido,
organico o inorgénico -preferentemente, 4&cido l&ctico- en
diferentes cantidades, vy la agitacién continla durante 2
horas. La temperatura se mantiene por debajo de 30 °C vy
preferentemente a 25 °C. La suspensién se filtra y el sélido
se seca al aire. Se separan el polvo de flujo libre y los
grumos (de haberlos) mediante tamizado. El1 polvo de flujo
libre luego se seca adicionalmente en horno de aire caliente
(70 °C durante 3 a 6 horas]. Los grumos son particulas
elasticas que no se rompen en particulas de flujo libre de

malla 100 o mas pequefias. La solubilidad de las particulas de
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flujo libre se chequea al agregar 100 mg de polvo lentamente
a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla
se agita en forma continua durante la adicion Y
adicionalmente durante 10 minutos mds y luego la solubilidad
se chequea visualmente. Los efectos de las diferentes
concentraciones de &cido lactico se brindan en la Tabla 1.
Tabla 1: Efecto de diferentes cantidades de 4&cido

lactico usadas con 5 g de quitosano.

Acido Formacién de | Solubilidad en agua

lactico |grumos durante

(ml) la reacciéﬂ

6.5 +++ Se disuelve completamente

5.0 ++ Se disuelve completamente.

3.5 + Se disuelve completamente

2.0 - Se disuelve completamente

1.0 - _ ‘ Forma grumos que se disuelven
después de 30 minutos

0.5 - Forma grumos que no se disuelven
hasta los 60 minutos

0.1 - Se disuelve completamente cuando
la reaccidén se realiza en 90:10
metanol:agua

+++ indica 60% o mas de formacién de grumos
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++ 35% de formacién de grumos
+ aproximadamente 15% de formacién de grumos y tamafio de
grumo pequerno
- sin formacidén de grumos

Como el acido lactico en una cantidad ‘inferior a 0.5 ml
arrojé una disolucién completa sin formacién de grumos

durante 1la reaccién, conformé la forma de realizacién

preferida para uso en trabajo adicional.

EJEMPLO 2

ADICION DE GRUPO SUCCINATO A QUITOSANO

Se toman 5 g de quitosano [DDA 70, malla 60] en un
matraz de fondo redondo y se agregan 20 ml de agua destilada
y 80 ml de metanol (99%). Aqui se.puede usar cualquier otro
grado de quitosano. La suspensién se mezcla bien agitando.a
100 rpm durante 30 minutos. La mezcla se calienta a 65 °C. Se
agrega anhidrido succinico en diferentes proporciones que
abarcan desde 15 g hasta 0.1 g a esta mezcla y la agitaciédn
continda durante 1 hora. La temperatura se mantiene entre 60
y 70 °C, y preferentemente a 65 °C, durante aproximadamente 1
hora. La suspensién se deja enfriar y se filtra, y el sélido
se seca al aire. El polvo de flujo libre se forma al romper
los grumos sueltos en forma mecdnica y pasarlos por un tamiz
de malla 100. No se observd formacién de grumos. El polvo de

flujo libre se seca luego adicionalmente en un horno de aire
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caliente a 85 °C durante 3 a 6 horas. La solubilidad de las
particulas de flujo libre se chequea al agregar 100 mg de
polvo lentamente a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en 5
minutos. La mezcla se agita en forma continua durante la
adicién y durante 10 minutos més y luego la solubilidad se
chequea visualmente. El polvo es soluble en agua cuando se
agregan 0.5 g o mds de anhidrido succinico a 5 g de quitosano
en dicha reaccién.
EJEMPLO 3

DERIVACION EN DOS PASOS CON UN ACIDO Y ANHIDRIDO

succinIico

La reaccidén se 1lleva a cabo exactamente como se
describe en el ejemplo 2 én donde el quitosano se reemplaza
por el producto de reaccidén obtenido en una reaccién descritai
en el ejemplo 1 donde se usan 1.0 g 6 0.5 g de &cido lactico.
En lugar de 4cido lactico, se podria haber usado cualquier
otro acido orgdnico o inorganico. Se usaron otros 0.5 g de
anhidrido succinico para 5 g del producto de la Primera
Composicién. Se formdé material granular grueso, gque era
soluble en agua cuando se evalud tal como se describié en el
ejemplo 1.

EJEMPLO 4

ADICION SECUENCIAL DE SUCCINATO Y LACTATO A QUITOSANO

La reaccidén se llevd a cabo de acuerdo con el ejemplo
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2, en donde se hace reaccionar 5 g de quitosano con 0.5 g de
anhidrido succinico. Una vez completa la reaccién, la mezcla
de reaccién se enfridé a 30 °C y se agregaron 0.5 6 1.0 ml de
acido lactico. El 4cido léactico se podria haber reemplazado
por cualquier otro &cido orgdnico o inorganico. La mezcla se
agitdé durante 1 hora, se filtrd y se procesd adicionalmente
como se describe en el ejemplo 1. No hubo formacién de
grumos. El polvo seco fue completamente soluble en agua
dentro de los 5 minutos bajo las condiciones de ensayo

descritas.
EJEMPLO 5

IDENTIFICACION DE ENZIMA QUE TIENE ACTIVIDAD COMO

PROTEINASA PRIMARIA Y REACTIVIDAD CRUZADA DE QUITINASA

Se recolectaron muestras de suelo, en Pune, India, vy
alrededores, de varios recursos naturales ricos en materia
orgénica. Lé muestra de 10 g se enriquecidé con el substrato
deseado (1 g) -a saber: caseina, quitosano, trigo lavado,
celulosa- en forma individual en un matraz de 250 ml separado
que contenia 100 ml de agua destilada. El enriquecimiento
continué durante 3 semanas, y las muestras se vetearon en
medio sélido que contenia el substrato usado para
enriquecimiento como uUnica fuente de carbono. Las colonias
aisladas en general mostraron una zona de aclaramiento que

indicaba 1la fuerte produccién de 1la respectiva enzima
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degradante. Se aislaron aproximadamente 700 cultivos para
varias bacterias y hongos. Para averiguar los cultivos que
tenian la actividad deseada, se cultivaron en matraces de 1
litro -que contenian 200 ml de medio- a través del método de
agitacién en matraz. El filtrado del cultivo microbiano crudo
se concentrdé mediante precipitacién con sulfato de aﬁonio
disuelto en SDS al 0.1%. Las fracciones de proteinas se
separaron mediante electroforesis SDS-PAGE desnaturalizante.
Las fracciones de proteinas se separaron sobre estos geles
como bandas independientes homogéneas. Estas bandas se
caracterizaron en cuanto a su actividad mediante tres
métodos/procesos diferentes: tincién con azul de Coumassie
para deteccién de proteinas, ensayo de aclaramiento de
caseina para 1la actividad de ©proteinasa y ensayo de
aclaramiento con azul brillante de Ramezol de quitina para la
actividad de quitinasa. Se detecté una banda homogénea a
nivel electroforético que mostrd actividad de proteinasa asi
como también actividad de quitinasa, proteo—quitinasa. Esta
banda se usé para desarrollar hidrolizado de quitina a fin de
desarrollar el producfo de esta invencidén. Se determind que
el peso molecular de la proteo-quitinasa purificada de
Aspergillus sp. seleccionada era de 50 kD usando estandar de
peso - molecular sobre SDS-PAGE. El trazado del patrén de

electroforesis en gel se ilustra en la figura 6. Sobre la
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base de este ensayo, se seleccionaron Aspergillus niger MTCC
5572 (depdsito en The Microbial Type Culture Collection
(MTCC), Institute of Microbial Technology, Chandigarh, India)
por su actividad de proteo-quitinasa y Bacillus sp. MTCC 5571
(depbsito en The Microbial Type Culture Collection (MTCC),
Institute of Microbial Technology, Chandigarh, India) por su
actividad de desacetilacién, y se tomaron para la'produccién
y el aislamiento a gran escala.
EJEMPLO 6

PRODUCCION DE PROTEASA CAPAZ DE ESCINDIR QUITINA Y

QUITOSANO

Se identificaron cultivos microbianos capaces de
producir proteasa(s) 4acida(s) o neutra(s) y endo-quitinasa.
La fraccidén enzimdtica aislada de los respectivos cultivos
microbianos que tuvieron actividad de proteinasa asi como
también‘ de quitinasa (proteo-quitinasa) se incubdé con
solucién de quitosano al 1% en acido acético al 1%. La
proteasa degradd el quitosano, lo que generd parcialmente la
reduccién de la viscosidad del substrato. Los cultivos
identificados por poseer proteinasa promisoria asi como
también reaccién de endo-quitinasa (proteo-quitinasas) se
cultivarpn a gran escala para la produccidén enzimatica. Se
selecciond especificamente Aspergillus niger MTCC 5572, que

se cultivé bajo condiciones de agitacién en un matraz en
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medio de extracto de levadura y caseina. El1 filtrado del
cultivo se caracterizé por actividad enzimédtica, y la enzima
proteo-quitinasa cruda se recuperd mediante precipitacién con
sulfato de amonio [90% de saturacién]. La actividad
enzimatica del precipitado de sulfato de amonio se determind
mediante determinacidn proteica a través de método
colorimétrico, y se agregd una cantidad conocida de enzima
proteo-quitinasa al quitosano para su modificacién. La enzima
cruda de Aspergillus niger MTCC 5572 concentrada mediante
precipitacidén con sulfato de amonio se disolvid en tampdn de
fosfato pH 7.0. Se sometié a filtracién en gel usando
Sephadex® G-100. Se recolectaron diferentes reacciones que se
sometieron a evaluacién en cuanto a su contenido proteico vy
actividad enzimatica. Las fracciones No. 89 a 104
correspondieron con el pico de proteina uUnico (ver figura 5).
Este método/proceso se usd para la purificacién de la enzima
a partir de un caldo de 3 a 12 L en un uUnico lote. Se
determinaron el pH optimo y la temperatura oéptima para la
proteo-quitinasa en un rango de pH de 1 a 9 y un rango de
temperatura de 30 a 100 °C. La enzima mostrd actividad dptima
a un pH de 2 (Figura 7), y a 80 °C (Figura 8).

Se identificaron cultivo(s) de Bacillus sp que son
capaces de producir Xildn acil transferasa; es décir, una

enzima de desacetilacién, y se incubaron con solucidén de
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quitosano al 1% en &cido acético al 1%. Los cultivos que
poseian actividad de desacetilacién promisoria, segun 1lo
identificado, se cultivaron é gran escala para la producciédn
enzimatica. Se selecciond especificamente Bacillus sp MTCC
5571, que se cultivd bajo condiciones de agitacién en matraz,
en medio de extracto de levadura y caseina. El1 filtrado del
cultivo se caracterizd por actividad enzimadtica, y la enzima
proteo-quitinasa cruda se recuperd mediante precipitacién con
sulfatec de amonio [90% de saturaciédén]. La actividad
enzimdtica del precipitado del sulfato de amonio se determind
mediante la deteccién de la mancha de acetato por TLC a
través del tratamiento de quitina cbn la fraccién enzimatica,
y se agregd una cantidad conocida de enzima de desacetilaciédn
al quitosano para su modificacién. La enzima cruda de
Bacillus sp MTCC 5571 concentrada mediante precipitacién con
sulfato de amonio se disolvié en tampdén de fosfato a un pH de
7.0. Se sometié a filtracién en gel usando Sephadex® G-100.
Se recolectaron diferentes fracciones que se sometieron a
ensayo en cuanto al .contenido de proteina y la actividad
enzimdtica. Este método/proceso se usd para la purificacién

de la enzima a partir de un caldo de 3 a 12 L en un unico

lote.
EJEMPLO 7

PRODUCCION DE XILAN ACIL TRANSFERASA CAPAZ DE
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DESACETILAR QUITINA Y QUITOSANO

Se identificaron y aislaron cultivo(s) microbiano(s)
que eran capaces de producir xildn acil transferasa. La
desacetilacién del quitosano bajo las condiciones de ensayo
fue realizada por esta(s) enzima(s). La mezcla de reacciédn
mostrd solubilizacidén de quitina a medida que la viscosidad
de la solucidén se incrementaba. La aparicién del grupo
acetilo libre fue detectada por TLC. Los cultivos que poseian
propiedad de desacetilacién de quitina, segun lo
identificado, se cultivaron a gran escala para la produccidn
enzimdtica. Los cultivos seleccionados derivaron de Bacillus
sp. MTCC 5571 y se cultivaron bajo condiciones de agitacién
en matraz, en medio de extracto de levadura y salvado de
trigo. E1 filtrado‘del cultivo se caracterizdé por actividad
enzimatica, y la enzima cruda se recuperé mediante
precipitacidén con sulfato de amonio [90% de saturacién]. Se
determind la actividad enzimdtica del precipitado del sulfato
de amonio, y se agregdé una cantidad conocida de enzima al
guitosano para su modificacién.

EJEMPLO 8

HIDROLISIS ENZIMATICA DE QUITOSANO

Se agregaron 5 g de gquitosano a 70 ml de metanol y 30
ml de agua destilada. Esta mezcla se agitd continuamente a

100 rpm. Se agregd enzima capaz de escindir quitina [descrita
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en el ejemplo 5] a 10 - 1000 U.I. por g de concentraciédn de
quitosano. La reaccidén se llevdé a cabo a temperaturas
comprendidas entre 25 y 95 °C durante un lapso de 30 minutos
a 5 horas. Las condiciones preferidas fueron: 100 U.I. de
enzima por g de quitosano, temperatura de 50 °C, y periodo de
incubacidén de 2 horas. El producto de reaécién se recuperd
por filtracidén y secado tal como se describidé en el ejemplo

2. El quitosano sin modificar [1 g], cuando se disolvid en

100 ml de agua destilada acidificada usando 2 ml de solucién

de acido acético, mostrd viscosidad de 80 a 100 cps. EIl
quitosano modificado a nivel enzimdtico [l gl], cuando se
disolvidé en 100 ml de agua destilada acidificada usando 2 ml
de solucién de &cido acético, mostrd viscosidad de 20 a 30
cps. A fin de comprobar que dicha enzima funciona sobre el
quitosano, se agregbé enzima purificada (0.1% p/vol) a
solucién de quitosano al 0.5% (que se prepardé en &cido

acético acuoso al 0.5%), y se incubdé a 50 °C durante 16

horas. La suspensién se centrifugdé vy el sobrenadante
transparente se analizé mediante TLC (sistema solvente
propanol:agua:amoniaco 7:2:1) usando glucosamina como

estandar. La enzima que mostrd actividad de proteo-quitinasa
produjo quito-oligosacdridos que se desarrollaron como
manchas de acuerdo con TLC, de movimiento lento en

comparacién con la glucosamina. Las proteasas de diferentes
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organismos gue no mostraron actividad cruzada de quitinasa no
tuvieron manchas que se movieron sobre la placa de TLC
(figura 9).

EJEMPLO 9

S DESACETILACION ENZIMATICA DE QUITINA

Se agregaron 5 g de quitina a 100 ml de agua destilada.
Esta mezcla se agitdé continuamente a 100 rpm. Se agregd
enzima capaz de desacetilar quitina [ejemplo 6] a 500 - 1000
U.I. por g de concentracién de quitina. La reaccién se llevd
10 a cabo a temperaturas que oscilaban entre 25 a 95 °C durante
un lapso de 8 a 24 horas. Las condiciones preferidas fueron:
800 U.I. de enzimas por g de quitina, temperatura de 50 °C y
periodo de incubacién de 8 horas. E1l producto de reaccidédn se
recuperé mediante filtracidédn y secado tal como se describid
15 en el ejemplo 2. La quitina sin modificar fue completamente
insoluble en agua. La quitina modificada a nivel enziméatico
(10 g], cuando se agitdé en 100 ml de agua vdestilada
acidificada usando 2 ml de solucién de &cido acético, mostrd
viscosidad de 30 a 50 cps, lo que indicdé la solubilizacién
20 parcial de la quitina como resultado de la desacetilacién.
EJEMPLO 10

COMPOSICION CONSERVANTE DE QUITINA/QUITOSANO POST-

COSECHA Y PROCESO PREFERENTE DE FABRICACION DE LA MISMA

Se toman de 5 g de quitosano [DDA 50 - 70, malla 60] en
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un matraz de fondo redondo y se égregan al mismo 20 ml de
agua destilada y 80 ml de metanol (99%). Aqui se puede usar
cualquier otro grado de quitosano. La suspensidén se mezcla
bien mediante agitacién a 100 zrpm durante 30 minutos. La
mezcla se calienta a 65 °C. Se agrega anhidrido succinico en
diferentes proporciones que abarcan desde 15 g hasta 0.1 g a
esta mezcla y la agitacién continta durante 1 hora. La
temperatura se mantiene entre 60 y 70 °C, y preferentemente a
65 °C. La suspensién se deja enfriar. Se agregan 0.5 ml de
acido ‘lactico, y la enzima para desacetilacién a 4000 U.I.
producida a partir de Bacillus sp MTCC 5571, y la mezcla se
agita durante 7 horas. El &acido 1léactico se podria haber
reemplazado por cualquier otro &cido orgédnico o inorganico.
Se égrega la enzima quitinolitica a 500 U.I. producida a
partir de Aspergyllus niger MTCC (tal como se describidé en el
ejemplé 5) y la agitacién contintta durante 1 hora. La
suspensién se deja enfriar y se filtra y el sbélido se seca al
aire. El polvo de flujo libre se forma al romper los grumos
sueltos en forma mecdnica y pasarlos por un tamiz usando
malla 100. No se observa formacidé4n de grumos. El polvo de
flujo libre se seca luego adicionalmente en un horno de aire
caliente a 70 °C durante 3 a 6 horas. La solubilidad de las
particulas de flujo libre se chequea al agregar 100 mg- de

polvo lentamente a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en 5
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minutos. La mezcla se agita en forma continua durante la
adicidén y durante 10 minutos mnéas y luego la solubilidad se
chequea visualmente. El polvo succinilado es socluble en agua
cuando se agregan mas de 0.5 g de anhidrido a 5 g de
quitosano en dicha reaccién.

EJEMPLO 11

PRODUCCION DE DERIVADO DE AZUCAR - SUCCINATO DE

QUITOSANC SOLUBLE E INSOLUBLE EN AGUA QUE PORTA RESIDUOS DE

FORMALDEHIDO

Se toman 5 g del derivado de succinato de gquitosano,
segin lo descrito en el ejemplo 10, en un matraz de fondo
redondo y se agregan al mismo 100 ml de metanol (99%). La
suspensidén se mezcla bien mediante agitacién a 100 rpm
durante 30 minutos y se calienta a 60 °C. La temperatura se
mantiene a través de toda la reaccién. Se disuelve sucrosa en
el rango de 1 g a 0.02 g (ver Tabla No. 3) en 10 ml de agua,
y la misma se agrega a la suspensién. La mezcla se agita
durahte 15 minutos. Se agregan 5 ml de forméldehido a esta
mezcla a gotas en 30 minutos. La reaccién continua a 60 °C
con agitacién constante eﬁ forma adicional durante 1 a 6
horas. Esto se menciona como “tiempo de reaccidén” en la Tabla
No. 3. La mezcla de reaccidén se deja enfriar a temperatura
ambiente. Posteriormente, el producto se recupera por

filtracién. Los sdlidos se lavan con 100 ml de metanol al 90%
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y se secan al aire. El producto se caracteriza como polvo de
flujo libre o con grumos. Se determina la solubilidad del
polvo al 0.5 % en agua destilada (pH 6.5) y &cido acético al

1

o\

Los resultados " de estos experimentos se resumen a

continuacién:

Tabla. No. 3

Sucrosa | Tiempo Forma del | Solubilidad |Solubilidad
en g de producto en agua en acido
reaccién acético al
en horas 1%
1 6 Polvo Insoluble Insoluble
0.5 6 Polvo Insoluble Insoluble
0.1 6 Grumos/Gel | Soluble Insoluble
0.02 6 Grumos/Gel | Soluble Insoluble
0.02 3 Grumos/Gel | Soluble Soluble
0.02 1 Polvo Soluble Soluble

Todos los productos solubles en agua tuvieron diverso
grado de actividad antimicrobiana, que fue consistentemente
mejor que el de la actividad antimicrobiana del material de
inicio (producto del ejemplo 10).

La actividad antimicrobiana de estos productos se
evaludé usando E. coli, y el protocolo descrito en el ejemplo

14. Los resultados del ensayo son los siguientes:
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Tabla 4: conteo inicial de E coli de 4X 10’
Producto/ concentracién 1% 0.5% 0.1% |0.033%
Producto del ejemplo 10 |2X 10° [ 2x 10° [4x 10° | 1X 10°
Producto 10 con sucrosa | 7X 10% | 4X 10° [4x 10° | 1X 10°
5 0.1 g
Producto 10 con sucrosa | 5X 10° | 2X 10° | 4X 10° 90
0.02 g 6h
Producto 10 con sucrosa |2X 10° | 2X 10° | 4X 10°| 109
0.02 g 1h
10

Las reacciones se llevaron a cabo tal como se describid

con anterioridad pero reemplazando sucrosa con glucosa ©

lactosa (0.02 g) cada una durante 3 horas. Los productos de
estas reacciones fueron solubles en agua y mostraron 100% de
15 actividad antimicrobiana contra E coli cuando se evaluaron

mediante el método/proceso descrito con anterioridad.

EJEMPLO 12
COMPOSICION DE QUITINA/QUITOSANO PREPARADA AL USAR
ACIDO DE FOSFORO Y QUE PORTA RESIDUOS DE FORMALDEH?DO
20 Se toman 5 g de quitosano [DDA 50 - 70, malla 60] en un

matraz de fondo redondo, y se agregan al mismo 100 mi de

metanol (99%). Aqui se puede usar cualquier otro grado de

quitosano. La suspensién se mezcla bien mediante agitacién a

100 rpm durante 30 minutos. La mezcla se calienta a 60 °C. Se
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disuelve &cido de foésforo (H3PO3) en diferentes proporciones
que abarcan desde 0.5 g hasta 15 g en 20 ml de agua y se
agrega a gotas a esta mezcla mediante agitacién durante 1
hora. Luego se agregan 5 ml de formaldehido en forma de
gotas. La temperatura se mantiene entre 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante 2 a 6 horas, una vez
completa la adicidén. La suspensidén se deja enfriar y se
filtra, y el sdélido se seca al aire. El polvo de flujo libre
se forma al romper los grumos sueltos en forma mecdnica y
pasarlos por un tamiz usando malla 100. No se observa
formacién de grumos. El polvo de flujo libre se seca luego
adicionalmente en un horno de aire caliente a 70 °C durante 3
a 6 horas. La solubilidad de las particulas de flujo libre se
chequea al agregar 100 mg de polvo lentamente a 100 ml de
agua destilada (pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla se agita en
forma continua durante la adicién y adicionalmente durante 10
minutos mas, y luego la solubilidad se chequea visualmente.
La solubilidad se chequea también a un pH de 8, 9 y 10
ajustado usando NaOH diluido, o tampdn Tris.

Los productos formados usando quitosano y a&cido de

fésforo en una relacién de 1:1 y 1:2 mostraron solubilidad en

el amplio rango de pH (7 a 10), formando soluciones
ligeramente turbias a transparentes. Estas soluciones
mostraron diverso grado de actividad antimicrobiana. Se
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realizaron estudios antimicrobianos usando Pseudomonas
aeruginosa NCIM 2200 (ATCC 9027) capaz de crecer a un amplio
rango de pH. Se inoculd el cultivo desarrollado durante toda
la noche en el caldo de nutrientes (100 micro L) nuevamente
en caldo de nutrientes (10 ml) de diverso pH (ver la tabla)
sin ninguna adicién (control) y con el producto de quitina-
dcido de fésforo. Los cultivos se incubaron en un agitador a
25 °C durante 8 horas, y se registré el crecimiento como
densidad éptica (0D, del inglés Optical Density) del caldo a
600 nm. Una baja densidad optica (en comparacidén con el
control) indica menor crecimiento, y cierta actividad
antimicrobiana. Sin crecimiento - <cero OD - significa
inhibicién de microbios del 100%.

Tabla 5: Inhibicidén de Pseudomonas a un pH de 8.5

C:P1:1 é:P 1:2
pH 7
Control 1.74
0.01% 1.56 1.53
0.05% 0 0
0.10% 0 0
pH 8
Control 1.73
0.01% 1.39 0
0.05% 0 0

o
o J
oy}
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0.10% 0 0
pH 9
Contrbl 1.69
0.01% 1.39 1.68
0.05% 0 0
0.10% 0 0

Cuando los platanos se almacenan durante un tiempo

prolongado, la corona del racimo comienza a secarse. El tallo
que une el cabo del platano a la corona se llama “pedicelo”.
El pedicelo comienza a marchitarse. El marchitamiento del
pedicelo es el mejor indicador del secado. Menos
marchitamiento significa conservacién de la frescura. El
ensayo se realizé sobre 1000 kg. de platanos, cada uno
mediante el método estandar (control) de inmersién en 0.1% de
nuestro producto y aspersidédn de nuestro producto. Esto se

repitié en 2 tandas (un total de 6000 kg de plétanos). Un muy

porcentaje de marchitamiento del pedicelo mediante

inmersién asi como también aspersién de la composicidn de
ensayo muestra su eficacia satisfactoria para retrasar el
secado y, en ultima instancia, retardar el éﬁejamiento y la
senescencié, y mejorar la capacidad de almacenamiento. Los

resultados se brindan en la Tabla 6 que sigue.

Tabla 6: Efectividad de producto c:p 1l:1 para conservar
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frutas

Q.

% Marchitamiento del pedicelo / tanda

usando el producto del Ejemplo 12

Tanda | Tanda
Numero de tanda no. 1| no. 2
Inmersidn 2.4 1.9
Aspersidn 3.2 2.8
Control 2.7 2.4

Mediante el método de inmersidén se observd una mejora
significativa en el marchitamiento (pérdida de peso ©
conservacién de frescura).

EJEMPLO 13

APLICACION DE LA COMPOSICION CONSERVANTE

Se prepararon soluciones a partir de 10 gramos de
guitosano y su producto descrito en los ejemplos 1, 2, 4 y 10
al disolver quitosano en acido acético al 2% y todos los
otros derivados en agua para formar un volumen de 1000 ml de
solucién en un recipiente con una capacidad de 15 L. Se
sumergieron 3 kg de tomates o 2 kg de platanos en la soluciédn
durante 15 segundos. Cuando se retird el material del
recipiente, se dejdé drenar el exceso de solucién en el mismo
recipiente durante 1 minuto. Esta accién de inmersidn se

repitié con los cinco lotes siguientes de fruta fresca. Por
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se sumergié un total de 15 kg de tomates o 10 kg de

Luego la solucidén remanente

en el recipiente se mididé con precisién y se registrd la

pérdida de 1liquido como la diferencia entre el volumen

inicial y el final.
fruta sumergida,

fruta

Esto se divididé por la cantidad total de

arrojando el . consumo de solucidén por kg de

sumergida. Los resultados de este experimento se

“brindan en la tabla 7

Tabla 7:
Producto Consumo en | Consumo €n
ml por Kg |ml por kg

. de tomates |de platanos

Quitosano 12 19

Quitosano: Acido lactico 1:0.4 |9 10

de acuerdo con el ejemplo 1

Quitosano: anhidrido succinico |8 8

1:0.1 de acuerdo con el

ejemplo 2

Producto del ejemplo 4 3 5

Producto del ejemplo 10 3 3

La Quinta composicién mostrd tres a cuatro veces menos

incluso menos- consumo por kg de pléatanos y tomates que la
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solucidén de quitosano en acido acético.
EJEMPLO 14

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE COMPOSICIONES DE QUITOSANO

Se disolvié quitosano en acido acético al 2%, y sus

productos descritos anteriormente se disolvieron en agua. Se
usaron 300 mg del producto para formar una solucién de 10 ml.

Se cultivaron cultivos de E.coli NCIM 2065 vy Bacillus

subtilis NCIM 2063 toda la noche (10° células/ml de densidad)
diluidos 100 veces con caldo liquido estéril y se usaron para
ensayo antimicrobiano. El1 ensayo se establecié al mezclar
cultivos diluidos con solucién madre de quitosano o producto

de la siguiente manera:

Cultivo vol. en ml 7 8.5 5’9.7 9.9
Quitosano/producto 3 1.5 0.3 0.1
vol. en ml

Concentracidn de |1 0.5 0.1 0.033
producto (%)

La mezcla se incubdé a 37 °C durante 20 minutos. Se

determindé el conteo viable total de la mezcla. Cuando se

compara con el conteo se obtiene la

inicial del cultivo,
efectividad microbicida del producto. Los datos para E coli y
Bacillus subtilis se brindan en las tablas 8 y 9.

Tabla 8: Conteo inicial de E coli de 4X 10’
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Producto/ concentracién |1 % 0.5% 0.1% 0.033%

Quitosano 2X 107 |4x 10" [4x 107 |4x 10’
Quitosano: Acido [ 6X 10° [1x 10° [2x 107 [2x 10’
lactico 1:0.4

Quitosano: anhidrido | 8X 10° [2X 10" [2x 107 [2x 10’
succinico 1:0.1

Producto del ejemplo 4 |9X 10° |[2X 10° |9x 10° [3X 107
Producto del ejemplo 9 |3X10’ 9% 10° [3 X 10° | 7xX 10°

Producto del ejemplo 10 | 2X10° ‘2x1o3 4X10° 1X10°

Tabla 9: Conteo inicial de Bacillus subtilis de 3X 10’
Producto/concentracién {1 % 0.5% 0.1% 0.033%
Quitosano 3x 107 [3x 107 [4x 107 [4x 10’
Quitosano: Acido {4X 10°> [3X 10° [1x 10" [7x 10°
lactico 1:0.4
Quitosano:  anhidrido |3X 10° [2x 10° [8Xx 10 [6X 10’
succinico 1:0.1
Producto del ejemplo 4 |7X 10° 1X 10° |5x 10° 1X 10°
Producto del ejemplo |1X10° 2x10° 4X10° 1X10°
10

La mezcla (0.1%) se incubdé en refrigerador (a una

temperatura de 4 a 10 °C) hasta 7 semanas. El incremento en

la turbidez se detectd visualmente y se puntudé como +. La

falta de incremento en la turbidez (-) actividad
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microbiostatica.
Tabla 10: Actividad microbiostdtica contra E. coli

(NCIM 2065) y B. subtilis (NCIM 2063)

Producto/cultivo microbiano E coli B
3 Semanas ' subtilis
3 (5 {7 {3 |5 |7
Quitosano + |+ |+ |+ + +
Quitosano:Acido lactico 1:0.4 - + + |- - +
Quitosano:anhidrido succinico 1:0.1 |+ [+ {+ |- |+ |+
. 10 Producto del ejemplo 4 - |- |+ |- - +
Producto del ejemplo 9 - - 1-1- 1- |+
La Quinta composicién mostrd alta actividad
antimicrobiana asi como también microbiostatica en

15 comparacién con la soclucién de quitosano en 4acido acético y
la Primera, Segunda y Cuarta Composiciocnes.
EJEMPLO 15

EFECTO DE COMPOSICIONES CONSERVANTES SOBRE LA

. ESTARILIDAD BAJO ALMACENAMIENTO

20 Cuando se usdé la solucién de quitosano y quitosano
procesado mediante los ejemplos 6 y 7 para recubrir platanos
y fresas -100 frutas por cada conjunto- el numero menor de
putrefaccidén microbiana (22 y 9 para las respectivas frutas)

se observd después de 5 dias de almacenamiento a temperatura
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ambiente y 25 dias para el quitosano procesado mediante el
método/proceso del ejemplo 6.

EJEMPLO 16

MEJORA EN LA VIDA UTIL MEDIANTE EL PRODUCTO DEL EJEMPLO

10 {(Quinta Composicidn)

Se trataron platanos verdes <cosechados en forma
reciente (<30 h de la cosecha) usando una solucién al 0.1%
del producto del ejemplo 10 en agua. El tratamiento se puede
realizar mediante inmersién del pldtano en dicha solucidn
durante 10 a 15 segundos, o mediante aspersién directa de la
solucién sobre el pléatano coﬁ un dispositivo adecuado a fin
de humedecer la superficie del platano, o al atravesar el
platano por una céamara cerrada gue se satura con la bruma de
dicha solucidén (nebulizacién indirecta). Los platanos
tratados se secan al aire. Estos platanos se almacenan a
temperatura ambiente (20 a 32 °C y una humedad relativa de 40
- 60%). Los platanos del mismo lote que son idénticos a los
pladtanos tratados se mantienen como “cbntrol no tratado”.
Tanto los platanos tratados como los no tratados se almacenan
bajo condiciones idénticas hasta 15 dias. Los plétanos
tratados mantuvieron su color verde y su peso, mientras que
los platanos no tratados perdieron peso y desarrollaron
decoloracidén. La fotografia de los platanos tratados y no

tratados tomada al dia 12 muestra las diferencias visuales.
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Los platanos tratados tuvieron mejor condicidén fisiolébdgica
segun se evaludé a nivel quimico al determinar sus sélidos
totales (contenido BRIX), azucares reductores y pérdida de

peso. Los datos se ilustran en la tabla 11 y la figura 1.

Tabla 11: Resultados de 1los ensayos cuantitativos -

realizados sobre los platanos tratados y los pléatanos de

control no tratados al dia 6 del almacenamiento.

Pardmetro Tratados Control
Pérdida dé‘péso 2.6 8.7
BRIX 22-24 20-22
RS:‘ 800 - 1100 300 - 850

La fotografia de los platanos no tratados (izquierda) vy
de los tratados (derecha) al dia 12 del almacenamiento se
ilustra en la Figura 1.

Ademds del almacenamiento durante 8 a 15 dias, tanto
los platanos tratados como los platanos de control no
tratados se trataron con etileno. Los platanos tratados
maduraron en forma normal, mientras que los plédtanos de
control no tratados se endurecieron y no maduraron o bien se
oscurecieron y ablandaron. Ambos tipos de plétanos del lote
no tratado no fueron aptos para el consumo.

EJEMPLO 17

CAMBIOS FISIOLOGICOS POSITIVOS Y ACTIVIDAD
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MICROBIOSTATICA

Se trataron tomates enteros y manzanas trozadas con el
producto del ejemplo 10, exactamente como se describié en el
ejemplo 14 para los pladtanos. Los tomates tratados retuvieron
su peso, textura y frescura durante 30 dias en comparacién
con los tomates no tratados de control, que ée arrugaron en
un lapso de 12 a 15 dias, lo que generdé la pérdida de peso.
Los cambios fisiolégicos en los tomates tratados y en los
tomates de control? se monitorizaron el dia 7 de
almacenamiento usando? técnica de barrido. por IRM. La piel
carnosa de los toma%es tratados fue més uniforme en su
densidad de color. La%piel carnosa de los tomates de control

@
no tratados tenia p%rches oscuros que indicaban ‘falta de

uniformidad y mas secado.

El barrido poriIRM de los tomates representativos se

incluye en la Figura 2.

i
i
i
+

Los trozos de manzana se envasaron en bolsa de

polietileno o recipiente plastico transparente y se
almacenaron en un refrigerador a una temperatura de 4 a 9 °C.
i
{
Las manzanas trozadas de control comenzaron a adquirir un

color marrdn a partir@del dia 2 y se volvieron blandas hacia

el dia 3, mientras ique las manzanas en trozos tratadas
. | |
retuvieron su color,! sabor y textura durante 6 dias. La
|

fotografia (Figura 3)§muestra la diferencia en la apariencia

1
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de las ménzanas en trozos tratadas y las no tratadas en el
dia 4.

Los trozos de manzanas' tratadas y no tratadas se
envasaron en recipientes ©pladsticos transparentes y se
almacenaron tal como se describié con anterioridad durante
hasta 25 dias. Las manzanas en trozos no tratadas
desarrollaron crecimiento de hongosv [parches negros en la
fotografia en la Figura 4], mientras que las manzanas en
trozos tratadas no desarrollaron ningun crecimiento de hongos
ni de microbios. Los resultados se ilustran en la fotografia
que sigue con posterioridad.

EJEMPLO 18

COMPOSICION DE QUITINA/QUITOSANO USANDO ACIDO DE

FOSFORO Y ACIDO CLORHIDRICO

Se toman 750 g de quitosano [DDA 50 - 70, malla 100] en
un matraz de fondo redondo y se agregan al mismo 15000 ml de
metanol (99%). Aqui se puede usar cualquier otro grado de
guitosano. La suspensidén se mezcla bien mediante agitacién a
100 rpm durante 30 minutos. La mezcla se calienta a 60 °C.
Luego se agrega formaldehido 750 ml en 1-2 minutos. Se
disuelven 750 g de &acido de fésforo (H3PO3) en 7500 ml de
aéua y luego se agregan a gotas a esta mezcla mediante
agitacién durante 1 hora. La temperatura se mantiene entre 60

y 65 °C -preferentemente a 63 °C- durante 6 horas, una vez
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completa la  adicién. La suspensidén se deja enfriar y se
filtra, y el sélido se seca al aire. Se forman polvo de flujo
libre y pequefios grumos. Dichos grumos se rompen en forma
mecanica y se pasan por un tamiz de malla 100. El1 polvo de
flujo libre se seca luego adicionalmente en un horno de aire
caliente a 70 °C durante un lapso de 3 a 6 horas. La
solubilidad de las particulas de flujo libre se chequea al
agregar 100 mg de polvo lentamente a 100 ml de agua destilada
(pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla se agita en forma continua
durante la adicién y durante 10 minutos mas, y luego la
solubilidad se chequea visualmente. La solubilidad se chequea
también a un pH de 8, 9 y 10 ajustédo usando NaOH diluido, o
tampdédn Tris.

El producto se disolvidé en agua, pero se precipitd
cuando el pH se elevd a 7.0. El polvo seco obtenido en esta
reaccién se resuspendid en 20 volumenes de metanol al 90%, vy
se agregaron 2 volumenes de HCl concentrado. La mezcla se
agitdé durante una hora a temperatura ambiente. El1 polvo se
separdé por filtracién, se lavdé con volumenes de metanol al
90% tres veces y se secdé tal como se describié con
anterioridad. El producto resultante fue soluble a un pH de 3
a 12.

Los productos de todos los otros ejemplos -

particularmente el ejemplo 10 y el 12- cuando se trataron con
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HCl1 segin se describe en este ejemplo, no alteraron el pH
maximo de solubilidad.

EJEMPLO 19

USO DE QUITOSANO SOLUBLE EN AGUA COMO PORTADOR

Se disolvidé 1 g de quitosano soluble en agua, segun se
obtuvo a partir del ejemplo 10, en IOOle de agua. A 9 ml de
esta solucidén se agregd 1 ml de solucidn de sulfatovde cobre
(1%). Esto se mezcld a mano durante 2 minutos. Luego se
agregd 1 ml de amoniaco liquido. Esto generd la precipitaciédn
del quitosano. Junto con el gquitosano, el sulfato de cobre
unido también se precipitd. El sulfato de cobre es libremente
soluble en amoniaco liquido, y la solucidén resultante es de
color azul profundo. La estimacién del cobre se realiza por
colorimetria, y usando un grafico estandar de 0.02 a 0.1%. A

partir de esto, se estimd que el cobre unido al quitosano era

del 90%.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencidén, se considera
como novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad lo
contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir un derivado de quitosano
al activar quitosano, o una quitina como precursor de
guitosano, CARACTERIZADO porque comprende: suspender dicho
quitosano o dicha quitina en alcohol gue contiene agua en una
cantidad que abarca del 0% a un maximo de aproximadamente el
30%, agitar duranté un periodo de tiempo para que el
quitosano o precursor de gquitosano se active y posteriormente
hacer reaccionar dicho quitosano activado o precursof
activado con un reactivo capaz de formar complejos mediante
fuerzas fisicas o fueizas gquimicas para preparar un derivado.

2. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque:

a. dicho derivado. tiene una propiedad que comprende:
propiedad antimicrobiana, o microbiostatica, o
antitranspirante, o antifungica, o propiedad como conservante
de frutas o microbiostdtico, o propiedad que mejora la vida
ttil, o una combinacién de las mismas; y

b. dichas fuerzas fisicas incluyen adsorcién y dichas

fuerzas quimicas incluyen un enlace covalente.
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3. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 2,
CARACTERIZADO porque dicho derivado es preparado al someter
dicha quitina activada o quitosano activado suspendidos en
dicho alcohol a al menos uno de los siguientes pasos:

a. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y &cido lé&ctico o cualqﬁier otro &acido inorgédnico o
cualquier otro acido orgédnico a dicha mezcla, y

i. agitar durante 2 horas o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién a una temperatura inferior
a 30 °C -con mayor preferencia, a aproximadamente 25 °C- para
obtener la Primera Composicidén en suspensiébén, vy

ii. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Primera
Composicién;

b. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C, vy
agregar anhidrido succinico a esta mezcla, vy

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo}suficiente para la reaccidén a una temperatura entre
aproximadamente 60'y 70 °C -con preferencia a aproximadamente
65 °C- para obtener una Segunda Composicién en suspensién, y

ii. vya sea (I) recuperar dicha composicién con o

sin secado, o bien (II) someterla a reaccidn adicional con un
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reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Segunda
Composicién;

C. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y acido lactico o cualquier otro &cido inorgénico o
cualquier otro 4cido orgdnico a dicha mezcla a una proporcidn
de aproximadamente cinco o diez partes del peso del material
en crudo tomado, y

i. agitar 2 horas o durante un periodo de tiempo
suficiente para la reaccidén, manteniendo una temperatura
inferior a 30 °C -con mayor preferencia, de aproximadamente
25 °C- para obtener un derivado de &cido léactico u otro &cido
en suspensién, aislar el derivado de 4acido lactico/otro
acido, vy

ii. someter el derivado aislado, después de la
filtracidén, a una reaccidén adicional al suspender el mismo en
una mezcla aéua:alcohol -preferentemente, una mezcla 20:80- y
agregar anhidrido succinico tomado en peso de hasta diez
partes el peso en seco de dicho derivado de &cido lactico/
otro 4cido para obtener una Tercera Composicidén en
suspensién, y

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Tercera

Composicidén, que comprende un material granular grueso que es
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soluble en aqgua;

d. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a una proporcién de
aproximadamente 10% en peso del material en crudo a esta
mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccidn manteniendo una
temperatura entre aproximadamente 60 y 70 °C -con preferencia
de aproximadamente 65 °C- para obtener un derivado succinico
en suspensién,

ii. permitir que la suspensidén se enfrie a
aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
reaccidén adicional con 4&cido léactico u otro 4cido a
aproximadamente 10% a 20% del peso en seco del derivado
succinico, agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora,
filtrar y secar los sbélidos para obtener una Cuarta
Composicidén en suspensién, vy

iii. vya éea (I) recuperar dicha composicidén con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicionél de dicha Cuarta
Composicién, que comprende un material granular grueso que es
soluble en agua;

€. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
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alcohol, calentaf manteniendo dicha mezcla a aproximadamente
70 °C, agregar anhidrido .succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccidén manteniendo la temperatura
entre aproximadamente 60 y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo,

ii. permiﬁir que la suspensidén se enfrie para
obtener un derivado succinico, someter dicho derivado
succinico a una reaccidédn adicional con &cido léactico u otro
dcido a aproximadamente 10% en peso del peso en seco del
derivado. succinico y, por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado, agregar enzima para desacetilacién
a aproximadamente 4000 U.I., agitar la mezcla durante un
periodo de tiempo —preferentementé durante 7 horas- agregar
ademas una enzima quitinolitica, preferentemente a
aproximadamente 500 U.I. por 5 g en peso en seco del derivado
succinico, continuar agitando durante un periodo de tiempo -
preferentemente durante i hora- permitir que la suspensidén se
enfrie para obtener una Quinta Composicién en suspensidn, vy

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con ©
sin secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Quinta
Composicién;

f. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
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alcohol, calentar la mezcla a una temperatura entre
aproximadamente 60 °C y aproximadamente 70 °C, agregar
anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
entre 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65 °C-
durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para
obtener un derivado succinico, someter dicho. derivado
succinico a una reaccidédn adicional con acido lactico u otro
dcido a aproximadamente 10% del peso en seco del derivado
succinico y, por 5 gramos en peso en seco del derivado
succinico usado, agregar enzima para desacetilacidén a
aproximadamente 4000 U.I., agitar la mezcla durante un
periodo de tiempé, preferentemente durante 7 horas, agregar
ademas una enzima quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en
peso en seco del derivado succinico usado y continuar
agitando durante un periodo de tiempo -preferentemente
durante 1 hora- permitir que la suspensién se enfrie para
obtener una Quinta Composicidén en suspensidn, recuperar dicha
Quinta Composicién como polvo sélido,

iii. suspender el polvo seco de dicha Quinta
Composicidén en alcohol absoluto, mezclar la suspensién bien

mediante agitacidén a 100 rpm durante 30 minutos, calentar vy
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mantener la temperatura en todo el proceso a 60 °C, agregar
azucar disuelto en agua eh aproximadamente un volumen del 10%
con respecto al volumen del alcohol, agitar la mezcla durante
aproximadamente 15 minutos o durante un periodo de ‘tiempo
suficiente para el mezclado, agregar formaldehido a gotas en
aproximadamente 30 minutos o en un periodo de tiempo
necesario para la adicién gradual con agitacidén constante,
manteniendo la temperatura a aproximadamente 60 °C durante
aproximadamente 1 a 6 horas o durante un periodo hasta que la
reaccién esté completa,

iv. posteriormente, dejar que la mezcla de
reaccién se enfrie a temperatura ambiente,

v. recuperar el producto, lavar los sélidos con
metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso y recuperar una
Sexta Composicién en suspensidn, y

vi. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Sexta
Composicién que.se puede lavar con 100 ml de metandl al 90% vy
secarse al aire;

g. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacidén para alcanzar
la activacidén del quitosano -preferentemente a 100 rpm

durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a aproximadamente
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60 °C, agregar acido de fésforo (H3PQO3) disuelto en agua y
agregar a gotas a esta mezcla mediante agitacidén, agregar
formaldehido aproximadamente igual en peso al peso en seco
del quitosano activado o su derivado en forma de gotas
manteniendo la temperatura entre aproximadamente 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante un periodo. de tiempo
preferentemente de 2 a 6 horas una vez completa la adiciédn,
permitir que la suspensién se enfrie y recuperar la Séptima
Composicién en suspensién, vy vya sea (I) recuperar dicha
composicién con o sin secado, o bien (II) someterla a
reaccidén adicional con un reactivo para obtener un derivado
adicional de dicha Séptima Composicién, que puede ser soluble
en el amplio rango de pH 7 a 10 generando soluciones
ligeramente turbias o transparentes;

h. suspender quitosano en alcohdl preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del gquitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar la mezcla a 60 °C, agregar 750
ml de formaldehido en un periodo de pocos minutos, agregar
aproximadamente 10% de &cido inorgédnico o &cido de fésforo
(H3PO3) disuelto en agua y agregado a gotas a esta mezcla
mediante agitacién durante aproximadamente una hora o en un
periodo de tiempo necesario para él mezclado efectivo}

manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente
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a 63 °C- durante aproximadamente seis horas o durante un
periodo de tiempo necesario para que la reacciédn se complete,
permitir que la sﬁspensién se enfrie una vez completa la
adicién y recuperar la Octava Composicién en suspensidn, y
i. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccidédn adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Octava
Composicién;
i. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacidén para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 .minutos— calentar la mezcla a 60 °C, agregar
formaldehido en un periodo de pocos minutos, agregar
aproximadamente 10% de 4&cido inorganico o &cido de fdésforo
(H3PO3) disuelto en agua y agregar a gotas a esta mezcla
mediante agitacién duranfe aproximadamente 1 hora o en un
periodo de tiempo necesario para el mezclado efectivo,
manteniendo la temperatura‘entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante 6 horas o durante un periodo de tiempo
necesario para que la reaccidén se complete una vez finaiizada
la adicién, permitir que la suspensidén se enfrie, recuperar
la suspensidén como polvo seco, resuspender en 20 volumenes de
metanol al 90%, y 2 volumenes de HCl concentrado o cualquier

otro &cido orgénico o &cido inorgénico, agitar la mezcla a
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temperatura ambiente durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, separar por
filtracién, lavar con 20 volumenes de metanol al 90% y secar
para recuperar la Novena Composiciédn:

j. Suspender quitosanc en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a 70 °C, vy

i. agregar anhidrido succinico (en diferentes
proporciones que abarcan desde 15 g hasta 0.1 g) a esta
mezcla, agitar durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, manteniendo
la temperatura entre 60 y 70 °C =-con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo necesario para la reaccidén, permitir que la suspensién
se enfrie para obtener un derivado succinico,

ii. agregar 4cido léactico u otro é&cido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico
Y, por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
U.I., agitar 1la mezcla durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 7 Thoras, agregar ademds  enzima
quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en peso en seco del

derivado succinico usado y continuar agitando durante un
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periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora, permitir
que la suspensién se enfrie para obtener la Quinta
Composicién sdlida,

iii.recuperar y secar al aire la Quinta
Composicién,

iv. disolver la Quinta Composicién para formar una
solucién en agua al 1%, agregar una solucién acuosa de
sulfato de cobre u otra molécula cargada, capaz de adsorberse
en la Quinta Composicién a pH alcalino, como una solucidén, en
donde

v. dicha solucién de sulfato de cobre o la
molécula cargada puede ser del 1% con respecto al agua,

vi. dicha solucién de sulfato de cobre o 1la
molécula cargada se toma en una cantidad pequeiia,
aproximadamente 1% del volumen del agua tomado para disolver
la Quinta Composicién,

vii. mezclar durante pocos minutos, vy

viii. agregar amoniaco liquido para precipitar
quitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula
cargada para obtener un derivado de la Décima Composiciédn.

4. Un derivado de quitoéano producido al activar
quitosano, o wuna quitina como precursor de guitosano,
CARACTERIZADO porque comprende los pasos de: suspender dicho

quitosano o dicha quitina en alcohol que contiene agua en una
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cantidad que abarca del 0% a un médximo de aproximadamente el

30%, agitar durante un periodo de tiempo para que el
gquitosano o precursor de quitosano se active y posteriormente
hacer reaccionar dicho quitosano activado o precursor
activado con un reactivo capaz de formar complejos mediante
fuerzas fisicas o fuerzas quimicas para preparar un derivado.

5. Un derivado de quitosano de acuerdo con la
reivindicacién 4, CARACTERIZADO porque dicho derivado tiene
una propiedad gque comprende: ‘propiedad antimicrobiana,
microbiostatica, antitranspirante, antifingica o conservante
de frutas, o una combinacidén de las mismas.

6. Un derivado de quitosano de acuerdo con la
reivindicacién 5, CARACTERIZADO porque dicho derivado es
preparado al someter dicha quitina activada o dicho quitosano
activado suspendidos en dicho alcohol a al menos uno de los
siguientes pasos:

a. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y é&cido léctico o cualquier otro acido inorgdnico o
cualquier otro &cido organico a dicha mezcla, y

i. agitar durante 2 horas o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién a una temperatura inferior
a 30 °C -con mayor preferencia a aproximadamente 25 °C- para
obtener una Primera Composicidn en suspensidn, y

ii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
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sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Primera
Composicién;

b. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de

tiempo suficiente para la reaccién a una temperatura entre

~aproximadamente 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente

65 °C- para obtener una Segunda Composicién en suspensién, vy

ii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Segunda
Composiciédn;

C. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y &cido léactico o cualquier otro acido inorgénico o
cualquier otro 4cido organico a dicha mezcla a una propqrcién
de aproximadamente cinco o diez partes del peso del material
en crudo tomado, vy

i. agitar durante 2 horas o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccioén manteniendo una
temperatura inferior a 30°C -con mayor preferencia a
aproximadamente 25 ©°C~ para obtener un derivado de &acido

lactico u otro 4&cido en suspensién, aislar el derivado de
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acido léactico/ otro &cido,

ii. someter el derivado aislado después de la
filtracidén a una reaccién adicional al suspender el mismo en
una mezcla agua:alcohol -preferentemente una mezcla 20:80-
agregar anhidrido succinico tomado en peso hasta diez partes
el peso en seco de dicho derivado de &cido lactico/otro &cido
para obtener una Tercera Composicidén en suspensién, y

iii.. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Tercera
Composicién, que comprende un material granular grueso que es
soluble en agua;

d. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, <calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a ‘una proporcidén de
aproximadamente 10% .en peso del material en crudo a esta
mezcla, vy

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo una
temperatura de aproximadamente 60 a 70 °C -con preferencia de
aproximadamente 65 °C- para obtener un derivado succinico en
suspensidn,

ii. permitir que la suspensién se enfrie a

aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
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reaccidén adicional con écido. lédctico u otro acido a
aproximadamente 10% a 20% del peso en seco del derivado
succinico, agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora,.
filtrar y secar los sélidos para obtener una Cuarta
Composicién en suspensién, y

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Cuarta
Composicidén, que comprende un material granular grueso que es
soluble en agua:

€. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar manteniendo dicha mezcla a aproximadamente
70 °C, agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
entre 60 aproximadamente y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para
obtener un derivado succinico, someter dicho derivado
succinico a una reaccién adicional con &cido lactico u otro
acido a aproximadamente 10% en peso del peso en seco del
derivado succinico y, por 5 gramos en peso en sSeco dei
derivado succinico usado, agregar enzima para desacetilacién

a aproximadamente 4000 U.I., agitar la mezcla durante un
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periodo de tiempo, preferentemente durante 7 horas, agregar
ademés una enzima quitinolitica, con preferencia a
aproximadamente 500 U.I. por 5 g en peso en seco del derivado
succinico, continuar agitando durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 1 hora, permitir que la suspensidn se
enfrie para obtener una Quinta Composicién en suspenSién, y

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicﬁa Quinta
Composiciédn;

f. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol vy, calentando la mezcla a una temperatura de
aproximadamente 60 °C a aproximadamente 70 °C, agregar
anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
entre 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65 °C-
durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para
obtener un derivado succinico, someter dicho derivado
succinico a una reaccién adicional con A&cido lactico u otro
dcido a aproximadamente 10% del peso en seco del derivado
succinico Y, por 5 gramos en peso en seco del derivado

succinico wusado, agregar enzima para desacetilacién a

000

0

t
(WA

—~

5

Bl
10



10

15

20

93

aproximadamente 4000 U.I., agitar 1la mezcla durante un
periodo de tiempo, preferentemente durante 7 horas, agregar
ademas una enzima quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en
peso en seco del derivado succinico usado y continuar
agitando durahte un periodo de tiempo, preferentemente
durante 1 hora, permitir que la suspensién se enfrie, para
obtener una Quinta Composicién en suspensién, recuperar dicha
Quinta Composicién como polvo sélido,

iii.suspender el ©polvo seco de dicha Quinta
Composicién en alcohol absoluto, mezclar la suspensién bien
mediante agitacién a 100 rpm durante 30 minutos, calentar
manteniendo 1la temperatura en todo el proceso a 60 °C,
agregar azucar disuelto en agua a un volumen de
aproximadamente 10% respecto del volumen de alcohol, agitar
la mezcla durante aproximadamente 15 minutos o durante un
periodo de tiempo suficiente para el mezclado, agregar
formaldehido a gotas en aproximadamente 30 minutos o en un
periodo de tiempo necesario para la adicién gradual con
agitacién constante manteniendo la temperatura a
aproximadaménte 60 °C durante aproximadamente 1 a 6 horas o
durante un periodo hasta que se complete la reaccién,

iv. posteriormente permitir que la mezcla de
reaccién se enfrie a temperatura ambiente,

"V, recuperar el producto, lavar los sélidos con
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metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso y recuperar una
Sexta Composicidn en suspensién, y
vi. vya sea (I) recuperar dicha composicidén con O
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obteneriun derivado adicional de dicha Sexta
Composicién que se puede lavar con 100 ml de metanol al 90% vy
secar al aire;
g. suspender gquitosano en alcohol preferentemente eh
20 volUmenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos, calentar dicha mezcla a aproximadamente
60 °C, agregar acido de fosforo (H3PO3) disuelto en agua Yy
agregar a gotas a esta mezcla mediante agitacidn, agregar
formaldehido aproximadamente igual en peso al peso en seco
del gquitosano activado o su derivado en forma de gotas
manteniendo la temperatura entre aproximadamente 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 ©°C- durante un periodo de tiempo
preferentemente de 2 a 6 horas una vez completa la adicidn,
permitir que la suspensién se enfrie y recuperar la Séptima
Composicién en suspensién, y vya sea (I) recuperar dicha
composicién con O sin secado, o Dbien (II) someterla a
reaccién adicional con un reactivo para obtener un derivado
adicional de dicha Séptima Composiciédn, que puede ser soluble

en el amplio rango de pH 7 a 10 formando soluciones
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ligeramente turbias a transparentes;

h. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volﬁmenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano, preferenﬁemente a 100 rpm
durante 30 minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar 750
ml de formaldehido en un periodo de pocos minutos, agregar
aproximadamente 10% de &cido inorgédnico o &cido de fésforo
(H3PO3) disuelto en agua y agregadoe a gotas a esta mezcla
mediante agitacién dufante aproximadamente una hora o en un
periodo de tiempo necesario paré el mezclado efectivo,
manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante aproximadamente seis horas o durante un
periodo de tiempo necesario para que la reaccidén se complete,
permitir que la suspensidén se enfrie una vez completa la
adicidn y recuperar la Octava Composicién en suspensién, y

i. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o

sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un ‘derivado adicional de dicha Octava
Composicién;

i. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano, preferentemente "a 100 rpm
durante 30 minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar

formaldehido en wun periodo de ©pocos minutos, agregar
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aproximadamente 10% de 4cido inorganico o &cido de fésforo
(H3PO3) disuelto en agua y agregado a gotas a esta mezcla
mediante agitacién durante aproximadamente 1 hora o en un
periodo de tiempo necesario para el mezclado efectivo,
manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante 6 horas o durante un periodo de tiempo
necesario para que la reaccién se complete una vez finalizada
la adicién, permitir que la suspensién se enfrie, recuperar
la suspensién como polvo seco, resuspender en 20 volumenes de
metanol al 90% y 2 volumenes de HCl concentrado o cualquier
otro acido orgadnico o A&acido inorgéanico, agitar la mezcla a
temperatura ambiente durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, separar por
filtracién, lavar con 20 volumenes de metanol al 90% y secar
para recuperar la Novena Composicién;
j. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a 70 °C, vy
i. agregar anhidrido succinico (en diferentes
proporciones gque abarcan desde 15 g hasta 0.1 g) a esta
mezcla, agitar durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, manteniendo

la temperatura entre 60 y 70 °C -con preferencia a
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aproximadamente 65 °C- durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo necesario para la reaccién, permitir que la suspensién
se enfrie para obtener un derivad§ succinico,

ii. agregar 4cido lactico u otro &cido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico
Y, Por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
U.I., agitar 1la mezcla durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 7 horas, agregar ademds enzima
quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado y continuar agitando durante un
periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora, permitir
que la suspensién se enfrie ©para obtener la Quinta
Composicidén sédlida,

iii.recuperar y secar al aire la Quinta
Composicién,

iv. disolver la Quinta Composicién para formar una
solucién en agua al 1%, agregar una solucién acuosa de
sulfato de cobre u otra molécula cargada, capaz de adsorberse
en la'Quinta Composicién en pH alcalino, como una solucién,
en donde

v. dicha solucién de sulfato de <cobre o la
molécula cargada puede ser del 1% con respecto al agua,

vi. dicha solucién de sulfato de «cobre o la
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molécula cargada se toma en una cantidad pequena,
aproximadamente 1% del volumen del agua tomado para disolver
la Quinta Composicién,
vii. mezclar durante pocos minutos, y
5 viii. agregar amoniaco liquido para precipitar
quitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula
cargada para obtener un derivado de la Décima Composicioén.

7. Una composicidén que comprende al menos una de las
composiciones de acuerdo con la reivindicacién 4 6 5 6 6 como

10 ingrediente esencial o) como portador de grupo
funcional/molécula activa hasta su sitio de accién.

8. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 7,
CARACTERIZADA porque comprende un polvo o una solucién de al
menos una de dichas composiciones en agua en una

15 concentracién efectiva para una accién deseada gque comprende:

a. conservaciédn de, para y sobre frutas, vegetales,
productos comestibles y alimentos,

b. retraso de maduracién, retraso de afiejamiento vy

. retraso de senescencia de productos naturales, con inclusién
20 de frutas, vegetales y flores,
c. funcionamiento como portador para llevar una
molécula activa 0 un grupo funcional a su sitio de accién.

9. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 8,

CARACTERIZADA porque comprende al menos una de las siguientes
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éaracteristicas:

a. dicha composicién comprende al menos una entre
dicha Primera Composicién de acuerdo con la reivindicacién a
dicha Décima Composicién o una mezcla de las mismas,

b. dicha concentracién efectiva es de aproximadamente

(]
}._l
o0

c. dicho &cido acético es del 2%.

10. Una enzima quitinolitica CARACTERIZADA porque tiene
accidén proteolitica asi como también quitinolitica, con un
peso molecular de 50 kD sobre electroforesis SDS-PAGE.

11. Una enzima de acuerdo con la reivindicacién 10,

CARACTERIZADA porque tiene al menos una de las siguientes

propiedades:
a. una actividad quitinolitica éptima a pH 2,
b. una actividad quitinolitica Sptima a una

temperatura de 80 °C.

12. Una enzima proteo-quitinolitica de acuerdo con la
reivindicacién 10, CARACTERIZADA porque sSe prepara a partir
de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados del
mismo.

13. Un proceso para preparar una enzima de acuerdo con
la reivindicacién 13, CARACTERIZADO porque comprende los

pasos de:

a. cultivar Aspergillus niger MTCC o mutantes
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derivados el mismo bajo condiciones de agitacién en matraz en
medio de extracto de levadura y caseina,

b. recuperar la enzima proteo-quitinasa cruda mediante
precipitacién con sulfato de amonio.

l4. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 14,
CARACTERIZADO porque ademds comprende purificacién de enzima
cruda a partir de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes
derivados del mismo, por medio de los siguientes pasos:

a. disolver dicha enzima cruda concentrada mediante
precipitacién con sulfato de amonio en tampén de fosfato a pH
7.0,

b. someter la misma a filtracién en gel usando
Sephadex® G-100,

C. recolectar las fracciones,

d. someter las fracciones a evaluacién del contenido
proteico y la actividad enzimatica, |

e. recolectar y reunir las fracciones correspondientes
a un uUnico pico de proteina.

15. Cultivo CARACTERIZADO  porque es aislado de
Aspergillus niger MICC 5572 o mutantes derivados del mismo.

16. Un proceso que mejora la vida util de las frutas
CARACTERIZADO porque comprende un tratamiento de inmersidn,
aspersién, nebulizacién u otro proceso de aplicacién o

aplicaciones externas o internas a frutas trozadas o
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procesadas y productos. naturales procesados de una
composicién que comprende una o mas entre una composicién de
acuerdo con la reivindicaciones 4 & 5 6 6, como ingrediente
esencial.

17. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 16;
CARACTERIZADO porque dicho tratamiento es para ralentizar la
maduracién y/o la putrefaccién microbiana.

18. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 16,
CARACTERIZADO porque dicha fruta es platano, mango, manzana,
fresa, naranja, lima.

19. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién i,
CARACTERIZADO porque:

a. dicho alcohol es metanol o cualquier otro alcohol
polar,

b. dicha agitacién se realiza durante 30 minutos,
preferentemente a 100 revoluciones por minuto.

20. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3e o
6e, CARACTERIZADO porque dicha enzima quitinolitica tiene
accidén proteolitica asi como también accién quitinolitica vy
comprende una enziﬁa que tiene al menos una de las siquientes
propiedades: un peso molecular de 50 kD (kD) sobre
electroforesis SDS-PAGE, una actividad quitinolitica d4ptima a

PH 2 y una actividad quitinolitica optima a una temperatura

de 80 °cC. i
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21. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 20,
CARACTERIZADO porque comprende dicha enzima quitinolitica
aislada de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados
del mismo.

22. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3e 6
6e, CARACTERIZADO porque comprende dicha enzima de
desacetilacién aislada de Bacillus sp MTCC 5571 o mutantes
derivados del mismo.

23. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién,
CARACTERIZADO porque dicha enzima de desacetilacién es xilan
acil transferasa preﬁarada a partir de Bacillus sp MTCC 5571
¢ mutantes derivados de la misma, o cualquiera otra bacteria
© cualquier otro microorganismo capaz de producir una enzima
que tiene actividad de desacetilacién.

24. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque una enzima quitinolitica termoestable
que tiene actividad proteolitica asi como también
quitinolitica, la proteo-quitinasa, se usa para formar un
derivado hidrolizado.

25. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 24,
CARACTERIZADO porque dicha proteo-quitinasa se prepara a
partir de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados
del mismo, o cualquier otro hongo, o cualguier otro

microorganismo capaz de producir actividad proteo-
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quitinolitica.
26. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 26,
CARACTERIZADO porque dicha enzima quitinolitica tiene un peso
molecular sobre SDS-PAGE de aproximadamente 50 kD, actividad

quitinolitica éptima a pH 2 y a 80 °C.

JUNRAE



10

15

20

101

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién comprende un proceso para producir un derivado
de quitosano, y un producto preparado mediante el mismo, al
activar quitosano o una quitina como precursor de gquitosano
en alcohol que contiene agua en una cantidad que abarca del
0% a un maximo de aproximadaﬁente el 30% y preparar derivados
mediante reaccién con un reactivo para obtener derivados que
tienen varios usos, con inclusién de uso Como
antimicrobicidas, microbiostaticos, antitranspirantes,
antifungicos, o conservantes de frutas, o como portadores de
moléculas activas O  grupos funcionales etc., O una
combinacién de los mismos. Los derivados ilustrados incluyen
derivados de &4cidos, succinicos, desacetilados a nivel
enzimdtico, hidrolizados a nivel enzimatico, azucar,
formaldehido, &cido fosférico, &cido clorhidrico y sulfato de
cobre que son obtenidos mediante reaccién individual o en
combinacidén con reacciones consecutivas. También se revela
una clase novedosa de proteo-quitinasa termoestable preparada
a partir de Aspergillus niger MTCC 5572 que tiene un peso
molecular sobre SDS-PAGE de aproximadamente 50 kD y actividad
hidrolitica éptima a pH 2 y 80 °C. También se revelan
composiciones para tratamientos de productés naturales vy
métodos para retardar el afiejamiento, mejorar la vida util y

retardar la putrefaccién microbiolégica de platanos y otras
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TEXTO REIVINDICACIONES MODIFICADAS

CONSERVANTES DE DERIVADOS DE QUITINA

CAMPO TECNICO

La invencién se refiere a composiciones, proceso para
la produccién de composiciones de quitina y quitosano que
actian como controladores de la respiracién, antimicrobiano,
microbiostdticos, removedores eficientes de microbios vy.
antioxidantes para mantener la frescura de frutas, vegetales,
flores cortadas, carne, pescado y otros productos
alimenticios procesados, y métodos/procesos para aplicar las
mismas asi . como los aplicadores para las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La quitina y el quitosano se han usado en el pasado
como conservantes post-cosecha de frutas y vegetales frescos.
El quitosano usado es aislado del caparazén del langostino,
el caparazén del cangrejo, la coraza de dafnias, las plumas
de calamar, o cualquier otro crustédceo, hongos y piel de
insecto, y es tratado para diversos grados de acetilacién vy
disuelto en acido acético (1 a 2%).

El quitosano ha sido utilizado para mejorar la vida
util de wvarias frutas y vegetales tales como citricos
[Magnetic Resonance Imaging 22 (2004) 27 - 37], zanahoria
[Food Control 17 (2006) 336 - 411, lechuga y fresa [Food

Microbiology 21(2004)703-14], y lichi [Postharvest Biology
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and Technology; 38 (2005) 128 - 36] en donde el gquitosano
usado tieﬁe un tamafio de més de 43 kD (kilo Dalton) y es
desacetilado al 93%. La propiedad antioxidante del quitosano
ha sido estudiada en el salmén [Food Chem 101 (2007) 308-11])
donde se uéé quitosano de tres pesos moleculares diferentes.
Una solucidén (1%) de quitosano de 30 kD mostrd resultados
equivalentes al antioxidante quimico BHT, y superiores a los
obtenidos wusando quitosano de 90 kD y 120 kD de peso
molecular. Se ha informado actividad conservante uGtil del
quitosano obtenido del caparazén del langostino para varios
alimentos tales como huevos, carne, salchicha, mariscos,
tofu, jugos, mayonesa, kimchi, fideos, pastel de arroz,
brotes de soja, jalea de almidén, etc. En el caso de la
conservacidén de la leche, se ha descrito un quitoséno de peso
molecular que oscila entre 0.2 y 30 kD [Korean J. Food Sci.
Tech. 32 (2000) 806 - 13]. Eﬁ el caso del pan, se han usado
con éxito tres pesos moleculares diferentes de quitosano: 2
kD [J Chitin Chitosan 7 (2002) 214 - 8], 120 kD [Korean J
Food Nutrition 11 (2003) 309 - 15] y 493 kD [J Chitin
Chitosan 7 (2002) 208 - 13] para extender su vida util,
sostener el peso, y retardar la degradacién del almidén. La
actividad antimicrobiana del guitosano contra varias
bacterias,Alevaduras y hongos tales ¢omo Aeromonas, Bacillus,

Bifidobacterium, Brochothrix, Clostridium, Enterococcus,
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Escerechia, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria,
Micrococcus, Pediococcus, Photobacterium, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Vibrio, Candida,
Cryptococcus, Saccharomyces, Schizosaccaromyces,
Zygosaccharomyces, . Aspergillus, Botrytis, Cladosporium,
Penicillium, Rhizopus, etc., ha sido informada y revisada [J
Food Sci 72 (2007) R 87 ~ R100]. Salvo por los pocos ejemplos
mencionados en forma especifica, todos los métodos del arte
previo han usado el quitosano de alto peso molecular obtenido
del caparazén del langostino con pesos moleculares y grado de
desacetilacién diversos e indefinidos.

La patente estadounidense No. 5.374.627 describe un
método de control de las enfermedades y el dafio producido por
ciertas plagas en plantas agricolas mediante composiciones
que contienen 1 parte en peso de un hidrolizado de quitosano
con un peso molecular promedio de 10.000 a 50.000, obtenido
mediante hidrélisis 4cida o hidrdélisis enzimdtica de
quitosano.

La solicitud de patente WO 03070008 revela compuestos
antimicrobianos y sus métodos de aplicacién, en donde el
producto de uso es un liquido obtenido al utilizar &cidos
orgénicos‘de 3 a 30 carbonos, y el producto reivindicado es
util para la conservacién solamente de los alimentos acidos.

En uno de los ejemplos se utiliza enzima quitosanasa para la
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degradacién del quitosano.

Si bien en la bibliografia existente se conocen varias
modificaciones quimicas del quitosano, que generan la
solubilizacién del quitosano a pH neutro a alcalino, las
aplicaciones de quitosano en los alimentos solamente estan
usando solucién de quitosano en acido organico;
preferentemente, &cido acético. La solucién obtenida de esta
manera tiene un pH bajo (2!O,a 4.0) segun la concentracién
del 4&cido usado. El &cido usado en dicha formulacién afade
sabor al producto a ser tratado y/o afecta de manera adversa
la vida atil. En el caso del platano, se conoce que el acido
acético desarrolla manchas senescentes [decoloracién negra de
la céascara] que son indeseables. Los &cidos usados en la
formulacién de quitosano son responsables del cuajo de la
leche y de los productos léacteos. La carga positiva neta
desarrollada en la molécula de quitosanc a causa del pH bajo
es responsable de la separacién de los componentes aniénicos
del producto a ser tratado [tales como sales inorganicas,
dcidos grasos], que se adsorben en el quitosano de carga
positiva. Todas estas reacciones no son deseadas y se pueden
evitar al preparar la formulacién segun se describe en la
presente invencién.

Una clase de quitosano soluble en agua como se describe

en la bibliografia existente pertenece a los complejos de
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quitosano con respectivos acidos organicos que se describen
tipicamente como “acetato de quitosaho”, “lactato de
quitosano”, etc. Estos son polvos secos de complejos de acido
y quitosano; derivados mediante el simple mezclado seguido de
la extraccién del acido sin reaccionar y del secado. Dichos
complejos son de  pobre definicién quimica, bastante
inestables, y conservan los problemas asociados con un pH
bajo, como sucede con la solucién de quitosano.

Se conoce que los productos de quitina y quitosano de
degradacién parcial, como los quito-oligosacaridos, son
solubles en agua.. No obstante, estas moléculas tienen un
grado diverso de actividades biolégicas tales como control de
la respiracién, microbiostasis, caracteristicas de
recubrimiento, etc. Por lo general, son muy débiles para los
niveles de actividad deseados en comparacién con los
productos desarrollados usando el(los) método(s)
reivindicado(s) en la presente invencién.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién comprende un proceso para producir un
derivado de quitosano, y un producto preparado mediante el
mismo. Dicho proceso comprende activar guitosano o una
quitina como precursor de quitosano al suspender dicho
quitosano o dicha quitina en alcohol que contiene agua en una

cantidad que abarca del 0% a un maximo de aproximadamente el
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30%, agitar durante un periodo de tiempo para que el
quitosano o precursor de quitosano se active y posteriormente
hacer reaccionar dicho quitosano activado o precursor
activado con un reactivo capaz de formar complejos medianfe
fuerzas fisicas o fuerzas quimicas para preparar un derivado.
Los derivados de quitina / quitosano revelados por esta
invencién asi como el método para prepararlos generan
derivados que tienen un rango de prbpiedades que comprenden,
sin limitacidn: propiedades antimicrobianas,
microbiostaticas, antitranspirantes, antifungicas, o]
conservantes de frutas, o© una combinacién de las mismas.
Dichas fuerzas fisicas incluyen adsorcién y dichas fuerzas
quimicas incluyen un enlace covalente.

Se ilustran aproximadamente 10 formas de realizacién
del proceso y de los productos resultantes de esta invencién
que se describen como Primera a Décima Composicién y procesos
para preparar las mismas. Los productos de esta invencién
pueden ser derivados, ademas, para modificar o para agregar
propiedades a cada uno de ellos con el objeto de cubrir un
alcance de aplicacién diferente o mas amplio.

Los pasos de agregar quitosano a alcohol, agregar agua

a aproximadamente 20% de volumen de alcohol para preparar una

mezcla y ademds agregar acido lactico o cualquier otro &cido

inorganico o cualquier otro Aacido organico a dicha mezcla,
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agitando a una temperatura aproximadamente inferior a 30 °C -
mas preferentemente, de aproximadamente 25 °C- generan la
formacién de una Primera Composicién en suspensién, que es un
derivado de acido que se puede usar como tal o después del
secado o la derivacidén adicionales.

Los pasos de agregar quitosano a alcohol, agregar agua
a aproximadamente 20% de volumen de alcohol para préparar una
mezcla y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a esta mezcla, agitar y mantener
a una temperatura que oscila entre aproximadamente 60 y 70 °C
-con preferencia a aproximadamente 65 °C- generan la
formacién de una Segunda Composicién en suspensién.

Los pasos de preparar la Primera Composicién y someter
la mismé a succinilacién forman la Tercera Composicién de
esta invencién. Por ende, los pasos de agregar quitosano a
alcohol, agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol para preparar una mezcla y agfegar acido lactico o
cualquier otro 4cido inorgdnico o cualquier otro &cido
organico a dicha mezcla a una proporcién de aproximadamente
una quinta o décima parte del peso del material en crudo
tomado y agitar durante 2 horas o durante un periodo de
tiempo suficiente para que 1la reaccién mantenga una
temperatura inferior é 30 °C (con mayor preferencia de

aproximadamente 25 °C), para obtener un derivado de acido
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lactico u otro 4cido en suspensién, aislar el derivado de
dcido lactico/otro &cido, someter el derivado aislado -
después de filtrarlo- a otra reaccién al suspender el mismo
en una mezcla de agua:alcohol, preferentemente una mezcla
20:80, y agregar anhidrido succinico tomado en peso hasta una
décima parte del peso en seco de dicho derivado de &cido
lactico/otro &cido, forman wuna Tercera Composicidén en
suspensidén que se puede aislar.

Los pasos de formar la Segunda Composicién y formar su
derivado de 4cido con un 4cido -preferentemente un &cido
lactico- generan la Cuarta Composicién de esta invencién. Por
ende, los pasos de agregar quitosano a alcohol, agregar agua
a aproximadamente 20% de volumen de alcohol para preparar una
mezcla y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a una proporcién de
aproximadémente 10% én peso del material en crudo a esta
mezcla, agitar durante 1 hora o durante un periodo de tiempo
suficiente para la reaccién manteniendo una temperatura de
aproximadamente 60. a 70 °C -con preferencia de
aproximadamente 65 °C- para obtener un derivado succinico en
suspensidn, permitir que la suspensién se enfrie a
aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
reacciéon adicional con 4cido lactico u otro &cido a

aproximadamente 10% a 20% del peso en seco del derivado
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succinico, agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora,
filtrar y secar los s6lidos, forman una Cuarta Composicién en
suspensién que se puede aislar.

Los pasos de preparar la Segunda Composicién,
desacetilar la misma con enzima xildn acil transferasa o
cualquier otra enzima de acetilacién durante un periodo de
tiempo -con preferencia de aproximadamente 6 a 7 horas-
seguido de quitinolisis mediante una enzima quitinolitica o
preferentemente una enzima proteolitica asi como también una
enzima quitinolitica que ademas es preferentemente
termoestable, y ademds es preferentemente producida a partir

de Aspergillus niger MTCC 5572 (depositado ante la Autoridad

de Depdésito Internacional, The Microbial Type Culture
Collection (MTCC), Institute of Microbial Technology,
Chandigarh, India) durante un periodo de tiempo -

preferentemente durante aproximadamente una hora- forman la
Quinta Composicién en suspensidén de esta invencidén, que puede
ser recuperada. Por ende, los pasos de suspender el quitosano
en una mezcla de agua:alcohol 20:80, mezclar la suspensién
bien mediante agitacién preferentemente a 100 rpm durante un
periodo suficiente para obtener buena activacién -
preferentemente durante 30 minutos- calentar y mantener dicha
mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar anhidrido succinico a

esta mezcla, agitar durante 1 hora o durante un periodo de
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tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
entre 60 aproximadamente y 70 °C =-con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo, permitir
que la suspensién se enfrie para obtener un derivado
succinico, someter dicho derivado succinico a una reaccién
adicional con A&cido lactico u otro &cido a aproximadamente
10% en peso del peso en seco del derivado succinico y, por
cada 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
U.I., agitar la mezcla durante un periodo de tiempo -
preferentemente durante 7 horas- agregar ademds una enzima
quitinolitica, con preferencia a aproximadamente 500 U.I. por
5 g en peso en seco del derivado succinico, continuar
agitando durante un periodo de tiempo -preferentemente
durante 1 hora- y permitir que la suspensién se enfrie,
forman una Quinta Composicién en suspensidén, que se puede
recuperar y usar.

Los pasos de hacer reaccionar la Quinta Composicién en
alcohol con azucar y luego con formaldehido forman la Sexta
Composicién de esta invencién. Por ende, agregar quitosano a
alcohol, agregar agqua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol para preparar una mezcla, calentar y mantener dicha
mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar anhidrido succinico a

esta mezcla, agitar durante 1 hora o durante un periodo de
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tiempo suficiente pafa la reaccidén manteniendo la temperatura
entre 60 aproximadamente y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo, permitir
que la suspensién se enfrie para obtener un derivado
succinico, someter dicho derivado succinico a una reaccién
adicional con 4cido lactico u otro acido a aproximadamente
10% en peso del peso en seco del derivado succinico y, por 5
gramos en peso en seco del derivado succinico usado, agregar
enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000 U.I.,
agitar la mezcla durante un periodo de tiempo -
preferentemente durante 7 horas- agregar ademds una enzima
quitinolitica, preferentemente a aproximadamente 500 U.I. por
S g en peso en seco de derivado succinico, continuar agitando
durante un 'periodo de tiempo - preferentemente durante 1
hora- y permitir que la suspensién se enfrie forman la Quinta
Composicidén en suspensién. Los pasos de suspender el polvo
seco de dicha Quinta Composicién en alcohol absoluto, mezclar
la suspensién bien mediante agitacién a 100 rpm durante 30
minutos, calentar y mantener la temperatura durante todo el
proceso a 60 °C, agregar azuUcar disuelto en agua en un
volumen de aproximadamente 10% respecto del volumen del
alcohol, agitar la mezcla durante aproximadamente 15 minutos
o durante un periodo de tiempo suficiente para el mezclado,

agregar formaldehido a gotas en aproximadamente 30 minutos o
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en un periodo de tiempo necesario para la adicién gradual con
agitacién constante manteniendo la temperatura a
aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 1 a 6 horas o
durante un periodo hasta que se complete la reaccién,
permitiendo posteriormente que la mezcla de reaccién se
enfrie a temperatura ambiente, recuperar el producto, y lavar
los sdélidos con metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso,
forman la Sexta Composicién en suspensién que puede
recuperarse, lavarse con 100 ml del metanol al 90% y secarse
al aire.

El paso de hacer reaccionar quitosano en alcohol con
acido de fésforo seguido de reaccién con formaldehido forma
la Séptima Composicién de esta invencién. Por ende, los pasos
de suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante de agitacidén para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a aproximadamenté
60 °C, agregar A&acido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua y
agregar a gotas a esta mezcla mediante agitacién, agregar
formaldehido aproximadamente igual en peso al peso en seco
del quitosano activado o su derivado a modo de gotas
manteniendo la temperatura entre aproximadamente 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante un periodo de tiempo

preferentemente de 2 a 6 horas una vez completa la adiciédén, y
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permitir que la suspensién se enfrie, forman la Séptima
Composicién en suspensién que puede ser recuperada. Dicha
Séptima Composicién puede ser soluble en el amplio rango de
pH 7 a 10, formando soluciones ligeramente turbias a
transparentes.

El paso'de hacer reaccionar quitosano en alcohol con
formaldehido primero, y luego con acido de fésforo o un acido
inorgéanico, forma la Octava Composicién de esta invencién.
Por 'ende, los pasos de suspender el quitosano en alcohol
preferentemente en 20 volumenes, mezclar Dbien mediante
agitacién para alcanzar la activacién del quitosano -
preferentemente a 100 rpm durante 30 minutos- calentar la
mezcla a 60 °C, agregar 750 ml de formaldehido en un periodo
de unos pocos minutos, agregar aproximadamente 10% de A&cido
inorgénico o é&cido de fésforo (H3PO;) disuelto en agua vy
agregado a gotas a esta mezcla mediante agitacién durante
aproximadamente una hora o en un periodo de tiempo necesario
para el mezclado efectivo, manteniendo 1la temperatura entre
60 y 65 °C -preferentemente a 63 °C- durante aproximadamente
seis horas o durante un peéiodo de tiempo necesario para
completar la reaccién, y permitir que la suspensién se enfrie
una vez completa la adicién, forman la Octava Composicién en
suspensién que puede ser recuperada.

El paso de hacer reaccionar quitosano en alcohol con

006124



10

IS5

20

14

formaldehido primero, y luego con &cido fosférico y luego con
dcido clorhidrico, forma la Novena Composicién de esta
invencién. Por ende, los pasos de suspender quitosano en
alcohol preferentemente en 20 volUmenes, mezclar bien
mediante agitacién para alcanzar la activacién del quitosano
~preferentemente a 100 rpm durante730 minutos- calentar la
mezcla a 60 °C, agregar formaldehido en un periodo de pocos
minutos, agregar aproximadamente 10% de A&cido inorganico o
adcido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua y agregado a gotas
a esta mezcla mediante agitacién durante aproximadamente 1
hora o en un periodo de tiempo necesario para el mezclado
efectivo, manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante 6 horas o durante un periodo
de tiempo necesario para que la reaccién se complete una vez
finalizada la adicién, permitir que la suspensién se enfrie,
recuperar la suspensién como polvo seco, resuspeﬁder en 20
volimenes de metanol al 90%, y 2 volumenes de HCl concentrado
© cualquier otro 4&cido orgadnico o inorganico, agitar 1la
mezcla a temperatura ambiente durante una hora o durante un

periodo de tiempo necesario para un mezclado satisfactorio,

separar por filtracidén, y lavar con 20 volumenes de metanol

al 90¢%, forman la Novena Composicién que puede ser
recuperada.

Los pasos de mezclar la Quinta Composicién en solucién
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con una molécula cargada en solucién vy cd—precipitar la
misma, preferentemente a pH alcalino, forman la Décima
Composicidén de esta invencidén. Por ende, los pasos de agregar
quitosano a alcohol, agregar agua a aproximadamente 20% de
volumen de alcohol para preparar una mezcla, calentar vy
mantener dicha mezcla a aproximadamente 70 ©°C, agregar
anhidrido succinico a esta mezcla, agitar durante una hora o
durante un periodo de tiempo necesario para un mezclado
satisfactorio, manteniendo la temperatura entre 60 y 70 °C -
con preferencia a aproximadamente 65 °C- durante 1 hora o
durante un periodo de tiempo necesario para la reaccién,
permitir que la suspensién se enfrie para formar un derivado
succinico, agregar acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico
Y, por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
U.I., agitar la mezcla durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 7 horas, agregar ademis enzima
quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado y continuar la agitacién durante un
periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora, y permitir
que la suspensién se enfrie ~para obtener la Quinta
Composicién sélida, recuperar y secar al aire la OQuinta

Composicién, disolver la Quinta Composicién para formar una
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solucidén en agua al 1%, agregar una solucién acuosa de
sulfato de cobre u otra molécula cargada, capaz de adsorberse
en la Quinta Composicién a pH alcalino, como una solucién,
agregar dicha solucién de sulfato de cobre o la molécula
cargada que puede ser del 1% con respecto al agua en una
cantidad pequefia —aproximadamente 1% del volumen del agua
tomado para disolver la Quinta Composicidén~ mezclar durante
pocos miﬁutos, Y agregar amoniaco liquido para precipitar
quitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula
cargada, forman un derivado de la Décima Composicién.

Esta invencién también incluye una composicién que
comprende al menos una de las composiciones desde la Primera
hasta la Décima Composicidn y derivados de ias mismas que se
usan como ingrediente esencial. Las composiciones se pueden
formar en &cido organico diluido -usualmente &cido acético- o
€n agua. Dicha composicién puede ser una composicidén para
conservar frutas, vegetales, productos comestibles 3%
alimentos, retrasar 1la maduracidén, retrasar el afiejamiento Yy
retrasar la senescencia de productos naturales con inclusidén
de frutas, vegetales y flores, o que funciona como portador
para llevar una molécula activa o un grupo funcional a su
sitio de accién. Dicha composicién puede tener una
concentracién efectiva de aproximadamente 0.1 %, y dicho

acido acético se puede encontrar al 2%, cuando se usa.
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La enzima quitinolitica usada en esta invencién puede
ser una enzima proteolitica asi como también una enzima
quitinolitica. La forma de realizacién ilustrada de esta
enzima tiene un peso molecular de 50 kD en electroforesis
SDS-PAGE, wuna actividad quitinolitica éptima a pH 2 Yy una
actividad quitinolitica éptima a una temperatura de 80 °C. En
una forma de realizacién de esta invencién, se ha
identificado Aspergillus niger como fuente de este tipo de
enzima, si bien otras fuentes también pueden estar presentes
y se incluyen dentro del alcance de esta invencién. Se ha
identificado a Aspergillus niger MTCC 5572 como el organismo
capaz de producir esta enzima en buena cantidad. También es
posible que los mutantes derivados de esta cepa también
puedan poseer capacidad de producir la proteo-quitinasa util
para producir los productos de esta invencién. La enzima se
precipité a partir de un filtrado de cultivo crudo mediante
Su saturacién con sulfato de amonio y fraccionamiento en
Sephadex®, recuperando la enzima proteo-quitinasa cruda
mediante precipitacién con sulfato de amonio.

Esta 1invencién también comprende un proceso para
mejorar la vida util de frutas, carne, pescado, flores,
vegetales, en donde dicho proceso comprende un tratamiento de
inmersidén, aspersién, nebulizacién u otro proceso de

aplicacién externa asi como también la adicién en el producto
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alimenticio de una composicién que comprende una o mas entre
la Primera Composicién y la Décima Composicién. Dicho proceso
también puede ser un proceso para ralentizar la maduracién
y/o putrefaccién microbiana. Dicho proceso se puede aplicar a
productos naturales que pueden incluir, sin limitacién:
platanos, mangos, manzanas, fresas, naranjas, limas vy
similares, y las aplicaciones pueden incluir aplicacidén
externa por recubrimiento o una “aplicacién interna” a frutas
en trozos o procesadas o productos naturales en trozos o
procesados.

La enzima de desacetilacién, la xilan acil transferasa,
de esta invencidén se aisléd de. Bacillus sp MTCC 5571. No
obstante, cualquier otra enzima de desacetilacién a otros
microbios puede brindar los mismos resultados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Esta . invencién abarca composiciones novedosas de
quitina/quitosano para tratamiento como antirrespiratorio,
antimicrobiano y antioxidante para mantener la frescura de
los productos naturales; procesos para la produccidén de
dichas composiciones novedosas; métodos/procesos novedosos
para dicho tratamiento para dichos productos naturales con el
objeto de reforzar o mejorar su vida util o estabilidad bajo
almacenamiento. Esta invencién ademéas comprende una enzima

microbiana proteolitica termoestable novedosa que tiene
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accién como quitinasa incluso en presencia de solvente
organico y su uso para desarrollar las composiciones de
quitosano novedosas de esta invencién. Esta invencién también
comprende el wuso de enzima para la desacetilacién del
quitosano.

La invenciédn tahbién comprende métodos/procesos para
mantener la frescura de los prodﬁctos_ naturales por mas
tiempo. La invencién ademds comprende métodos/procesos de
aplicacién de dichas composiciones y equipo uUtil con el fin
de aplicar dichas composiciones a los productos naturales que
incluyen, sin limitacién: frutas, vegetales, carne, pescado y
otros productos alimenticios. Una lista ilustrativa de 1los
productos naturales cubiertos por el alcance de esta
invencién incluye productos alimenticios y productos vivos o
no vivos naturales no alimenticios, y ademas incluye, sin
limitacién: frutas, vegetales, carne, pescado, flores
cortadas, leche y productos alimenticios en general.

Debido a las moléculas polidispersas de la quitina y el

quitosano -con posibilidades ampliamente diversas de
desacetilacién, sustituciones, sitios de hidrédélisis,
composicién del hidrolizado etc.- sus propiedades
antimicrobianas, antimadurativas, conservantes, de

solubilidad, de capacidad como moléculas portadoras etc.,

diferirdn de acuerdo con la composicién final de la quitina o
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quitosano tratados. La eficacia y el alcance del cambio en la
molécula de quitina o quitosano generado por un determinado
tratamiento dependerd también, en gran medida, del grado al
cual se expongan los sitios vulnerables a un cambio quimico o
fisico (adsorcién), lo que diferiréa seguin el tratamiento dado
para la M“activacién” de la molécula de quitina o quitosano
antes de que se inicie cualquier tratamiento para su
derivacién. Como el. efecto de cualquier tratamiento de
sustitucidén o modificacién dependerda de la composicidén del
grupo funcional de la quitina o el quitosano como materia
prima; por ejemplo, la hidrélisis enzimatica de la quitina o
el quitosano activados o sin tratar formard una composicién
diferente de hidrolizédo enzimético de aquella donde 1la
molécula de quitina o quitosano ya estd modificada por una
sustitucién y el grado al cual se modificé mediante
sustitucién, ya que las enzimas son vulnerables a los cambios
en el entorno de sus sitios activos. Las propiedades de una
quitina o quitosano con respecto a las propiedades
antimicrobianas, conservantes y fisioldégicas, etc., afectadas

por un proceso, dependen del tratamiento dado a los mismos,

la distribucién del ©peso molecular del producto, la

combinacién de los grupos funcionales que portan y el grado
de distribucién general, 1lo que presenta innumerables

posibilidades de propiedades de 1los productos y productos
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propiamente dichos, lo que rara vez puede ser predicho, a
menos gue se averiglie en forma experimental. La tarea por
alcanzar el objetivo de una mejora mediante experimentaciédn
de rutina és desalentadora, vya que las permutaciones vy
combinaciones necesarias a ser llevadas a cabo son infinitas,
Y es quizds una razdén por la cual el alcance totél de esta
explicacién todavia no ha sido cubierto.

Si bien es habitual activar quitina o quitosano
mediante un tratamiento con  un acido, se encontrd
sorprendentemente en esta invencién que la quitina/el
gquitosano se activan a los efectos de preparar un derivado
simplemente al calentar su suspensién en alcohol con un
contenido de agua que abarca del 0% a un miximo de
aproximadamente el 30%, segin lo requerido, y agitar durante
un periodo de tiempo para que el quitosano o precursor de
quitosano (quitina) se active, y ©posteriormente hacer
reaccionar dicho quitosano activado o precursor activado con
uni reactivo capaz de formar complejos mediante fuerzas
fisicas o fuerzas quimicas para preparar un derivado. Una
composicién de quitosano/quitina preparada de esta manera -
mediante tratamiento y derivacién adicionales- ofrece una
serie de portadores que se pueden unir mediante enlaces

fisicos o quimicos con grupos funcionales/moléculas activas

para mejorar su eficacia.
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Los derivados de quitosano, cuando estan completamente
sustituidos, no muestran actividad antimicrobiana. E1l
quitosano de alto peso molecular tiene solubilidad
deficiente. E1 quitosano de bajo peso molecular no sustituido
muestra tanto propiedad antimicrobiana como solubilidad. En
consecuencia, por lo general se cree gque el quitosano de bajo
peso molecular es mds uUtil como conservante. No obstante, las
composiciones de quitosano de bajo peso molecular no tienen
una buena propiedad de recubrimiento cuando se aplican a
frutas frescas y objetos similares por su accién conservante.
Es un hallazgo sorprendente de esta invencién que 1incluso el
quitosano de alto peso molecular, cuando se deriva tal como
se revela en esta invencién, es un conservante efectivo vy,
ademas de su propiedad antimicrobiana, también protege las
frutas del etileno y la pérdida de agua debido a su mejor
propiedad de recubrimiento. Sin supeditarse al aspecto
tedrico, una interpretacién actual de esta invencién es que
las propiedades antimicrobianas, conservantes y fisiolégicas
afectadas por el proceso son oéptimas solamente en cierto
rango de distribucién de peso molecular segin se combinan
adicionalmente con el perfil de solubilidad y los grupos
funcionales o moléculas activas portados por los derivados de
quitosano. Los métodos/procesos de produccién del derivado de

quitina de esta invencién tienen como objetivo alcanzar este

000133



10

15

20

23

equilibrio estrecho e intrincado.

En toda esta memoria descriptiva, si no se ha
mencionado por separado, a menos que se establezca 1lo
contrario, en cualquier contexto de un tratamiénto de
derivacidén, el quitosano es un producto que estd del 50 al
70% desacetilado y en concordancia con un tamafio de malla de
60 a 100, si bien se pueden wusar otros grados de
desacetilacién y/o tamafio de malla dentro de los limites
razonables para obtener los mismos resultados. El quitosano
es siempre activado, antes de brindar dicho tratamiento, al
suspender dicho quitosano o dicha quitina en alcohol absoluto
0 con agua agregada que puede ser de hasta aproximadamente
30% o menos, agitar durante un periodo de tiempo para que el
guitosano o precursor de quitosano se active y posteriormente
hacer reaccionar dicho quitosano activado o precursor
activado con un reactivo capaz de formar un derivado al
formar complejos mediante fuerzas fisicas o fuerzas quimicas
para preparar un derivado. Como el método/proceso de
activacién de esta invencién no se usdé nunca en el arte
previo, presenta wuna plataforma enteramente nueva para
cualquier derivado de quitosano con inclusién de derivado de
acido, derivado de succinilo, asi como también hidrolizados
enzimaticos derivados de guitosano activado por el

método/proceso de esta invencién.
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Cualquier referencia al 3precursor de quitosano” en
esta memoria descriptiva incluye quitina y cualquiera de sus
transformaciones tales como particulas, granulos, etc.

Siempre que se mencione el término “alcohol” en esta
memoria descriptiva -a menos que el contexto establezca lo
contrario- el alcohol preferente es un alcohol polar en el
cual la quitina o el quitosano, o sus derivados, segun se
prepararon en el curso del proceso de esta invencidn, son
insolubles. El alcohol m&s preferente es metanol, si bien se
pueden utilizar otros alcoholes dentro de las limitaciones
anteriormente dadas.

Siempre que se.use dcido lactico, si bien es el acido
mas preferente a ser usado para estas reacciones, se puede
usar cualquier &cido, ya sea organico o inorgénico, aunque se
prefiere el &cido orgdnico, y el A&cido lactico es aun mas
preferente.

La solubilidad de las composiciones en esta memoria
descriptiva se chequed al agregar 100 mg de polvo lentamente
a 100 ml de agua desfilada (pH 6.5) en el transcurso de 5
minutos. La, mezcla se agitdé en forma continua durante la
adicién y durante 10 minutos méas, y luego la solubilidad se
chequed visualmente. En una de las formas de realizacidén, que
generé la Primera Composicién de esta invencién, se disolvid

quitina/quitosano en &4cido y la solucién resultante mostrd
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actividad antimicrobiana. La cantidad de 4&cido usado en
relaciédn con quitina/quitosano asi como también la elecciédn
del &cido son cruciales para exhibir la actividad. El &cido
util para este fin puede ser cualquier &cido orgénico, si
bien el &cido léactico es preferente. En forma similar, en
lugar del &cido lactico, la opcidén menos preferida podria ser
cualquier acido inorgénico. Sin supeditarse a este
entendimiento, el funcionamiento particularmente bueno del
dcido lactico para estos procesos se podria deber quizas a la
solubilidad limitada del quitosano en écido lactico a menos
de una parte de &cido lactico por parte de quitosano que
forma un fluido que tiene cierta viscosidad y no es una
solucidn completamente acuosa, dando al derivado una
combinacién oOptima de carga sobre la particula y el grupo

funcional de tal manera que se alcance suficiente solubilidad

sin perder sus propiedades antimicrobianas. En forma
sorprendente, se encontrd que, bajo las condiciones de

reaccién de esta invencién, en donde se disuelve
quitina/quitosano en &cido a aproximadamente 10% en peso de
quitina/quitosano, no hubo solubilidad del derivado de &cido
(la Primera Composicién) en agua, y cuando se incrementd la
proporcidén del Acido léctico, la Primera Composicidén fue
soluble en agua, pero hubo un alta cantidad de formacidn de

grumos que hicieron que el producto fuera dificil de usar, y
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tampoco tuvo actividad antimicrobiana. También fue un
hallazgo importante el hecho de que, por el contrario, usar
una proporcién de &cido lactico inferior al 10% en peso de
quitina/quitosano generdé un producto _soluble en agua que
tenia actividad antimicrobiana. Como el &cido 1léactico en
menos de 0.5 ml brindé una disolucidén completa sin formacidn
de grumos durante la reaccidn, conformé la forma de
realizacién preferida para uso para trabajo adicional.
Principios similares funcionarian para otros acidos, y la
cantidad real del &cido usado dependerd de las propiedades

del &acido.

En otra forma de realizacidén de esta invencidn, que
abarca la  Segunda Composicién, el quitosano activado fue
tratado con anhidrido succinico para obtener un derivado
succinico. El1 anhidrido succinico se agrega en diferentes
proporciones manteniendo la temperatura entre aproximadamente
60 vy 70 °C, preferentemente a 65 °C. Cuando la mezcla de agua
y alcohol usada para la activacién se encontraba a una
relacién de 20:80, el derivado succinico resultante fue
soluble en agua solamente cuando se agregd més de 0.5 g de
anhidrido succinico a 5 g de quitosano en dicha reaccidén. No
obstante, :se encontré sorprendenteﬁente que al cambiar la
relacién de los solventes usados a 10 ml de agua respecto de

90 ml de metanol, fue posible obtener un producto soluble en
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agua al usar anhidrido de succinilo a una cantidad menor a
0.5 g hasta 0.05 g. Con fines précticos, se encuentra que la
cantidad de 0.1 g es preferible. Esta observacién ademas
sustenta el hallazgo de que el tratamiento de activacién es
muy critico paraideterminar las propiedades de los productos
y el método/proceso de activacién novedoso de esta invenciédn
conduciréd a productos con propiedades distintas de las de los
productos del arte previo del mismo reactivo si la activacion
de quitina o) quitosano se realizara mediante un
método/proceso sustancialmente diferente.

Otra forma de realizacién de esta invencién comprende
la Tercera Composicién en donde, en un primer paso, la
Primera Composicién se prepara usando un acido -
preferentemente, A&cido l&ctico- a una proporcién del 10 al
20% del peso en seco del quitosano o la quitina activados vy
dicha Primera Composicidén se toma Como un material de inicio
y se hace reaccionar con anhidrido succinico agregado a una
proporcién de éproximadamente 103 del peso en seco de la
Primera Composicién tomada. Esta composicién es un material
granular grueso, soluble en agua.

Otra forma de realizacién mas de esta invencidn
comprende la Cuarta Composiciédn, en donde un derivado
succinico de quitosano activado de la Segunda Composicidén se

prepara usando anhidrido succinico a aproximadamente 10% del
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peso en seco de quitosano activado y, una vez finalizada la
reaccién, se agrega un acido -preferentemente, acido lactico-
del 10 al 20% del peso en seco de quitosano. No se produce
formacién de grumos. El polvo seco es completamente soluble
en agua dentro de los 5 minutos bajo las condiciones de
ensayo desdritas.

En otra forma de realizacién de esta invencidn, se
encontré que una clase de enzimas homogéneas a nivel
electroforético, aisladas de microorganismos, tienen
actividad proteolitica asi como también actividad como
quitinasas, las <cuales se pueden designar como proteo-
guitinasas. En una forma de realizacién de esta invenciédn,
dichas proteo-quitinasas y enzimas capaces de la
desacetilacién del quitosano se usan para hidrolizar
quitina/quitosano, en un proceso para formar los productos de
esta invencién. Si bien las proteo-quitinasas y desacetilasas
de esta invencién se aislan de microbios, esta clase de
enzimas, derivadas de cualquier fuente, realizafén la misma
funcién de hidrdélisis de la quitina o el quitosano, y esta
invencién se extiende a su uso también a los efectos de la
hidrdélisis de la quitina/el quitosano y ademas para
desarrollar los productos de esta invenciédn.

Se recolectaron muestras de suelo, en Pune, India, VY

alrededores, de varios recursos naturales ricos en materia
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organica, y se enriquecieron con el substrato deseado, con
inclusién de caseina, quitosano, trigo lavado, celulosa. El
enriquecimiento continué durante 3 semanas, y las muestras se
vetearon en medio sélido que contenia el substrato usado para
enriquecimiento como tunica fuente de carbono. Las colonias
aisladas en general mostraron una zona de aclaramiento que
indicaba la fuerte produccién de la respectiva enzima
degradante. Se aislaron aproximadamente 700 cultivos para
varios hongos y bacterias. Para descubrir cultivos que tenian
la actividad deseada, se cultivaron mediante un método de
agitacién en matraz. Se concentrd el filtrado de cultivo
microbiano crudo mediante precipitacién con sulfato de
amonio. Las fracciones de proteinas se separaron mediante
electroforesis SDS-PAGE desnaturalizante. Las fracciones de
proteinas se separaron sobre estos geles como Dbandas
independientes homogéneas. Se seleccioné un cultivo de
Aspergillus niger MTCC 5572 como cultivo promisorio.

La banda homogénea a nivel electroforético aislada del
filtrado de cultivo de Aspegillus niger MTCC (depositado en
The Microbial Type Culture Collection (MTCC), Institute of
Microbial Technology, Chandigarh, India) mostré una enzima
con actividad de proteinasa asi como también actividad de
quitinasa (una enzima proteo~quitinasa) que es novedosa, con

un peso molecular de 50 kD segun lo determinado por 1los

000140



10

15

20

30

marcadores de peso molecular en SDS-PAGE, vy actividad
enzimdtica o6ptima a pH 2 y 80 °C. Si bien esta banda se usd
para hidrolizar a nivel enzimdtico la Segunda Composicién de
quitosano/quitina desacetilados para desarrollar el producto
de esta invencién, cualquier otra proteo-quitinasa puede
formar hidrolizado con propiedades muy similares.

En otra forma de realizacién de esta invencidn, se
obtiene hidrolizado de quitina/quitosano wusando enzimas
purificadas, o formas crudas de enzimas, o formas activas de
extractos celulares microbianos. Dicho hidrolizado muestra
actividad antimicrobiana mejorada hasta cierto limite de
disminucién en el peso molecular promedio, y dentro del rango
especifico de grado de sustitucién del grupo amino libre ya
sea por grupo acetilo o cualquier otro grupo anidnico. En
otra forma de realizacién de la invencién, los derivados
hidrolizados a nivel enzimdtico de quitosano muestran mejor
actividad antimicrobiana que el producto derivado solamente
en forma quimica. El hidrolizado modificado de manera
adicional ~es decir, desacetilado usando xildn acil
transferasa- muestra una mejora adicional en la propiedad
antimicrobiana y antioxidante, y también actia como un agente
anti-respiracién. Los hidrolizados quimicamente derivados que
tienen un peso molecular en un menor rango de 8 a 100 kD son

méds efectivos que los hidrolizados de mayor y/o menor peso
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molecular. No obstante, en forma sorprendente, después de la
desacetilacién enzimdtica, hasta los derivados de alto peso
molecular muestran actividad antimicrobiana equivalente a la
de los productos de 8 a 100 kD derivados por el proceso
quimico. El método/proceso preferido para obtener xilédn acil
transferasa en esta invencién es a partir de microorganismos.
Se puede predecir que estas enzimas -aisladas como extracto
crudo o purificado de cualquier otra fuente- tienen las
mismas propiedades de desacetilacién y forman los mismos
productos gque los preparados en las formas de realizacidn
preferentes de esta invencidén a partir de microorganismos.
Esta forma de realizacién de esta invencidn, que incluye
hidrolizados enzimidticos, comprende la Quinta Composicién que
es atil  como conservante post-cosecha. Dicha Quinta
Composicién se obtuvo primero al preparar un derivado
succinico de la Segunda Composicién a 1la cual se agregd
anhidrido succinico; el derivado es desacetilado por una
enzima en presencia de un acido -preferentemente, un &cido
lactico- que se agrega a aproximadamente 10% en peso del peso
en seco de la Segunda Composicién succinilada durante un
periodo de tiempo suficiente para alcanzar la desacetilacién
limitada, preferentemente durante un periodo de 7 horas, VY
luego se somete a un tratamiento de aproximadamente una hora

de enzima quitinolitica. El polve de la Quinta Composiciédn es
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soluble en agﬁa cuando se agrega mads de 0.5 g de anhidrido
succinico a 5 g de quitosano en dicha reaccidén y despliega
actividad antimicrobiana. La Quinta composicidén mostrd tres a
cuatro veces menor consumo por kg de platanos y tomates que
la solucidén de quitosano en 4&cido acético, mostrd mayor
actividad antimicrobiana asi como también microbiostédtica en
comparacidén con la solucidén de quitosano en é&cido acético y
la Primera, Segunda Yy Cﬁarta Composiciones. La Quinta
Composicidén también sirvid para mejorar la vida util de las
frutas. Se trataron pladtanos verdes cosechados en forma
reciente (<30 horas de la cosecha) usando una solucién al
0.1% de la Quinta Composicién. El tratamiento también se
puede suministrar mediante la inmersidén de los platanos en
dicha solucién durante 10 a 15 segundos, o mediante aspersién
directa de la solucién sobre los platanos con un dispositivo
adecuado a fin de humedecer la superficie de los platanos, o
al atravesar los pldtanos por una cédmara cerrada saturada con
la bruma de dicha solucién (nebulizacién indirecta). Los
platanos tratados se secan al aire. Estos pléatanos se
almacenan a temperatura ambiente (entre 20 y 32 °C) y a una
humedad relativa de 40 a 60%. En los experimentos, 1los
platanos tratados mantuvieron su color verde y su peso,
mientras que los platanos no tratados perdieron peso vy

desarrollaron decoloracién. Los platanos tratados mostraron
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mejor condicién fisiolégica segun se evaluaron a nivel
quimico mediante la determinacién de su contenido total de
sb6lidos (contenido BRIX), azucares reductores, y pérdida de
peso al menos hasta 12 dias después de la inmersién (ver la
Fig. 1). En otra forma de realizacién de la invencién, ademés
del almacenamiento durante 8 a 15 dias, cuando maduran por la
aplicacién de etileno, 1los pléatanos trétados maduraron
normalmente, mientras que los platanos de control no tratados
se endurecieron y no maduraron o bien se oscurecieron vy
ablandaron, y no permanecieron aptos para consumo humano.

Se trataron tomates enteros y manzanas trozadas con el
producto del ejemplo 10, exactamente como se describié en el
ejemplo 14 para los platanos. Los tomates tratados retuvieron
Su peso, textura y frescura durante 30 dias a diferencia de
los tomates de control no tratados, que se arrugaron en un
lapso de 12 a 15 dias, lo que provocdé la pérdida de su peso.
Se monitorearon los cambios fisiolégicos en los tomates
tratados y en los de control al séptimo dia de almacenamiento
usando técnica de barrido por IRM. La piel carnosa de los
tomates tratados era mads uniforme en su densidad de color. La

piel carnosa de los tomates de control no tratados tenia

parches oscuros que indicaban sequedad superior y falta de

uniformidad. El barrido por IRM de los tomates

representativos se incluye en la Figura 2
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La Quinta Composicién es efectiva también para
aplicacidén "“interna”; es decir, para la aplicacién a los
fines de la conservacién y para la mejora de la vida util o
para el tratamiento antimicrobiano o) tratamiento
microbiostdtico en partes “internas” de frutas o productos
naturales tales como frutas trozadas, frutas procesadas,
productos vegetales procesados y similares. Las manzanas
trozadas se envasaron en bolsas de polietileno o recipientes
de plastico transparentes y se almacenaron en un refrigerador
a una temperatura de 4 a 9 °C. Las manzanas trozadas de’
control comenzaron a tornarse marrones a partir del dia 2 y
se ablandaron hacia el dia 3, mientras que las manzanas
trozadas tratadas retuvieron su color, sabor y textura dura
durante 6 dias. La fotografia (Figura 3) ilustra la
diferencia en la apariencia entre las manzanas en trozos
tratadas y las no tratadas en el dia 4.

Los trozos de manzana tratados y no tratados se
envasaron  en recipientes de pléstico transparentes y se
almacenaron tal como se describié con anterioridad durante un
periodo de hasta 25 dias. Los trozos de manzana no tratados
desarrollaron crecimiento de hongos [parches negros en la
fotografia de la Figura 4], mientras gque las manzanas en
trozos tratadas no desarrollaron ningln crecimiento de hongos

ni de microbios. Los resultados se exhiben en la fotografia.
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FEn otra forma de realizacién de esta invencidn, la
Quinta Composicién sirve como portador para grupos
funcionales o moléculas para mejorar la eficacia en menores
concentraciones y/o portador para su direccién al sitio
activo. Las ilustraciones de esta forma de realizacidén son
provistas por la Sexta y la Décima Composiciones.

Siguiendo el mismo principio, son posibles varias
formas de realizacién mads para la Quinta Composicidén como
portador al variar los grupos funcionales o moléculas activas
que son portados por la Quinta Composicidén mediante enlace
fisico o enlace quimico.

La Sexta Composicidén comprende un derivado de azucar-
succinato de quitosano que muestra solubilidad variable en
agua y también muestra una propiedad antimicrobiana variante.
El azucar puede ser azucar de cafia o cualquier otro azucar.
El método/proceso de esta invencién para preparar la Sexta
Composicidén comprende formar un derivado de azlcar de la
Quinta Composicién, que se sometid a reaccidn adicional con
formaldehido durante un periodo de tiempo diverso -usualmente
de una a seis horas- para obtener dicha Sexta Composicién que

tuvo excelente solubilidad en agua y actividad antimicrobiana

'y fue mejor que la Quinta Composicidén cuando la solucién de

azucar usada para la derivacién comprendié 0.4 g por cada 100

g en peso en seco de succinato de quitosano © menos. Fue
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sorbrendente observar gque, si se utilizaba azlcar a un mayor
nivel, el derivado de azlcar-succinato de quitosano ya no era
soluble en agua. Esto sustenta en forma adicional el concepto
de que, para que los derivados de quitosano sean utiles las
para aplicaciones, deberia tenerse especial control sobre el
grado de sustitucién y los grupos funcionales a ser usados
para la sustitucién. Todos los productos solubles en agua de
la Sexta Composicidén tuvieron diverso grado de actividad
antimicrobiana a varias concentraciones, que fue
consistentemente mejor que la actividad antimicrobiana de la
Quinta Compoéicién como material de inicio. Cuando el azucar
que se usd en el método/proceso anteriormente menciqnado era
glucosa o lactosa tomada a una proporcién de 0.4 g por 100 g
de succinato de quitosano, y el periodo de reaccidén con
formaldehido era de aproximadamente 3 horas, los productos de
estas reacciones fueron solubles en agua y mostraron una
actividad antimicrobiana del 100% contra E coli mediante el
método/proceso descrito en el Ejemplo 11.

En otra forma de realizacién de esta invencidn, la
quitina o el quitosano incluyen derivados preparados a partir
de un A4acido inorgénico. Esto se ejemplifica mediante la
Sébtima Composiciédn, donde‘ se usa acido de fésforo para
formar un derivado, que comprende suspender el quitosano en

alcohol (aproximadamente 99%), mezclar bien la suspensidn
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agitando a 100 rpm durante 30 minutos, calentar la mezcla
manteniendo la temperatura a aproximadamente 60 °C, agregar
acido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua -a un volumen que
es aproximadamente cuatro veces mayor al peso del quitosano-
en gotas a esta mezcla, Jjunto con agitacibén durante
aproximadamente 1 hora, agregar ademids 5 ml de formaldehido
en gotas y, una vez completa la adigién,v mantener la
temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente a 63 °C-
durante 2 a 6 horas. En lugar de formaldehido, se puede usar
cualquier otro aldehido. Las condiciones de temperatura,
agitacién, etc., pueden variar para obtener un producto final
con un nivel deseado de actividad antimicrobiana. La
solubilidad de las particulas de flujo libre se chequea al
agregar 100'mg de polvo lentamente a 100 mi de agua destilada
(pPH 6.5) en 5 minutos. La mezcla se agita en forma continua
durante la adicién y durante 10 minutos mds y luego se
chequea la solubilidad visualmente. La solubilidad también se
chequea a un pH de 8, 9 y 10 ajustado usando NaOH diluido, o
tampén Tris. Los pfoductos formados usando quitosano y &cido
de fésforo en una relacién de 1:1 y 1:2 mostraron solubilidad
a un amplio rango de pH (7 a 10), formando soluciones
ligeramente turbias a transparentes._ Si bien las
composiciones antimicrobianas de quitina/quitosano O sus

derivados en el arte previo tienen un pH tendiente a ser
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acido, y el precipitado tiene un pH préximo a 7 o dentro del
rango alcalino, la Séptima Composicién es soluble a un pH
alcalino de 7 a 10. Estas soluciones mostraron diverso grado
de actividad antimicrobiana. Los productos de hasta 0.01%
mostraron cierta actividad antimicrobiana mientras que los
productos por encima de esta concentracidédn mostraron
inhibicién microbiana total. Es claro gque la Séptima
Composicién -que es soluble y también presenta actividad
microbicida total a concentraciones razonablemente bajas y a
un pH de 7 hasta 10- provee un alcance nuevo para su uso Como
conservante y antimicrobiano.

Otra forma de realizacidén de esta invencidn comprende
la Octava Composicidén vy la Novena Composicién. El
método/proceso de su preparacién comprende hacer reaccionar
quitosano suspendido en alcohol al 99% como minimo, mezclar
bien 1la suspensidén agitando durante un periodo de tiempo
suficiente para 6btener humedecimiento eficiente y activacién
con alcohol -preferentemente a 100 rpm durante 30 minutos-
calentar y mantener la temperatura de la mezcla a alrededor
de 60 °C, agregar formaldehido a wuna proporcién de
aproximadamente 5% del volumen del alcohol tomado, agregar a
gotas a una'solucién al 10% de &acido de fésforo (H3PO3) en
agua -donde el peso del 4cido fosfdérico es de aproximadamente

el 5% del volumen del alcohol tomado- y agitar adicionalmente
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durante un periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora.
La temperatura se mantiene entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante 6 horas una vez completa la adicién. Se deja
enfriar la suspensién y se la filtra; los sdélidos se
recuperan y se secan. La solubilidad de las particulas de
flujo libre se chequea al agregar 100 mg de polvo lentamente
a 100 mi de agua destilada (pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla
se agita en forma continua'durante la adicién y durante 10
minutos mds y luego la solubilidad se chequea visualmente. La
solubilidad se chequea también a un pH de 8, 9 y 10 ajustado
usando NaOH diluido, o tampén Tris. El producto se disolvid
en agua, pero se precipitéd cuando el pH se elevd a 7.0.

La Novena Coﬁposicién se obtuvo al someter el producto
de la Octava Composicién a tratamiento con HCl. Si bien aqui
se usd HCl, se puede reemplazar por cualquier otro A&cido
organico o 1inorganico. El1l polvo seco obtenido en esta
reaccién se resuspendidé en 20 volumenes de metanol al 90%, y
2 volumenes de HCl1 concentrado para formar la Novena
Composicién en suspensién en la mezcla de reaccidén. La mezcla
se agitdé durante una hora a temperatura ambiente. El polvo se
separd por filtracién, se lavd con 20 volumenes de metanol al
90% tres veces, y se secd tal como se describibé con
anterioridad. El producto resultante fue soluble a un pH de 3

a 12. Esta solubilidad a un amplio rango expande
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adicionalmente el alcance de la aplicacién de este producto.
Es pertinente notar aqui que el tratamiento con A&cido
fosfdérico es critico para preparar el producto en cuanto a la
solubilidad a un amplio rango de pH. Esto fue comprobado por
el hecho de que otras composiciones, particularmente la
Quinta Composicién y 1la Séptima Composicién -cuando se
trataron con HCl tal como se describidé en este ejemplo- no
alteraron su perfil de pH en relacidén con la solubilidad en
el rango de pH 3 a 12.

La Décima Composicién es una forma de realizacidn
ilustrativa méds de 1la Quinta Composicién que actta como
portador para una molécula activa. En este caso, la molécula
activa es sulfato de cobre y presumiblemente el mecanismo de
formacién de complejos ocurre mediante adsorcién. El
método/proceso para preparar la Décima Composicién comprende
formar una solucién al 1% de la Quinta Composicidén en agua,
agregar aproximadamente lO%l de. su volumen de una solucién
(1%) de sulfato de cobre, mezclar las dos soluciones durante
cierto tiempo, agregar amoniaco liquido a una proporcién de
una parte a cien partes de agua tomada, generando la
precipitacién de quitosano con el sulfato de cobre unido. El
sulfato de cobre es libremente socluble en amoniaco liquido y
la solucidén resultante es de color azul profundo. La

estimacidén del cobre se realiza mediante colorimetria, vy
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usando un grafico estandar de 0.02 - 0.1%. A partir de esto,
se estimé que el cobre unido al quitosano era del 90%. Este
es un ejemplo del posible uso del derivado como portador para
todas las:moléculas cargadas.

Sin supeditarse a ninguna teoria, es nuestro
entendimiento que el quitosano tiene carga positiva, y due
cualquier &cido -ya sea organico o inorgénico- formard un
enlace coordinado con el grupo amino en el quitosano. Estos
complejos han sido denominados como las respectivas sales de
quitosano, por ejemplo: clorhidrato de quitosano, acetato de
quitosano etc. Estas sales se disuelven en agua, y el pH de
la solucidén por lo general es Aacido. Ademads, las sales no
poseen actividad antimicrobiana. Cuando tratamos de
incrementar el pH de estas soluciones mediante la adicidén de
cualquier &lcali -tipicamente NaOH- el guitosano se precipita
antes de que el pH se torne neutro. Esto es porque la sal no
es estable a dicho pH. En nuestros procesos, tenemos dos
tipos de modificaciones que son UGnicas:

(1) Reaccidén de quitosano llevada a cabo en alcohol,
con 0 - 30% de agua, lo que brinda hidratacién limitada vy,
por ende, es importante ©para alcanzar la sustitucién
controlada/limitada de los grupos laterales.

(2) Reaccién mediada por formaldehido y reaccidn

mediada por anhidrido. Ambos productos de, reaccién por 1lo
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general son estables a pH'alcalino. Ahora la solubilidad del
producto a pH alcalino es una funcién de cargas netas sobre
la moléculsa, que.se pueden agregar en cualquiera de dichas 2
reacciones, o mediante simple interaccidén idnica (formacidn
de sal) con cualquier &cido. Tipicamente, se prefieren los
acidos inorgénicos ya que las sales son mds estables,.

(3) Los derivados de quitosano solubles desarrollados
mediante los varios métodos/procesos descritos en la présente
tienen sustitucién parcial y retiénen cargas tanto positivas
como negativas. Por ende, diferentes moléculas cargadas se
unen a la molécula de quitosano, lo que la torna Util como
molécula portadora para grupos activos, tales como grupos
antimicrobianos, o cualquier otro grupo activo que tenga
cierto propdsito funcional. El resultado es que la eficacia
de un grupo funcional que se une a dicha molécula mejora a
una concentraciédn muy pequefia. En la presente, se ha
observado que las composiciones de quitosano solubles en agua
preparadas mediante los métodos/procesos de la invencién son
efectivas como portadores de N-acetilcisteina y residuos de
sulfato de cobre, esto ultimo ha sido demostrado en el
ejemplo 19. Se espera que ocurra el mismo rendimiento para
cualquier grupo funcional cuyo residuo pueda ser tan efectivo
que cuando se encuentra en estado no unido, no portado por la

molécula de quitosano soluble en agua. La molécula de
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quitosano soluble en agua aqui es preparada mediante los
métodos/procesos de esta invencién. No obstante, la molécula
de quitosano soluble en agua preparada por cualquier otro
método/proceso existente o inventivo serid equivalente a esta
molécula a los efectos de su aplicacién como molécula
portadora y serd considerada parte del alcance de esta

invencién a menos que exista una razén por la cual no pueda

portar otro activ05

Otra forma de realizacidén mas de esta invencidén revela
un  método/proceso para reforzar la estabilidad‘ bajo
almacenamiento de productos naturales mediante tratamiento
con derivados de quitina. Una forma de realizacién de este
aspecto de la invencién revela un método/proceso para
reforzar la estabilidad bajo almacenamiento de productos
naturales mediante tratamiento con derivados de quitina que
retardan las actividades _relacionadas con la wvida del
producto que son responsables de reducir la estabilidad bajo
almacenamiento o generar el aflejamiento al ralentizar o
arrestar dichas actividades. La lista ilustrativa de dichas
actividades relacionadas con la vida del producto incluyen,
sin limitacién: respiracién, oxidacién, formacién de etileno,
transpiracién, asi como también arresto del afiejamiento de
las frutas frescas, vegetales, carne, pescado, preparaciones

de alimentos procesados y no procesados, y similares. Una
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persona medianamente versada en el arte podrad extender esta
lista a muchas otras actividades que reducen la estabilidad
en almacenamiento. Para alcanzar este objetivo, los productos
naturales se pueden recubrir con las composiciones de esta
invencién mediante los métodos que son ampliamente conocidos
para la persona versada en el arte. Dicho recubrimiento puede
ser total o parcial, y puede obtenerse mediante el uso de un
método/proceso de aplicacién. Dicho método de aplicacidn
incluye, sin limitaciones: aspersién, inmersién, micro-
aspersién o uso de nano-particulas, nebulizacién indirecta, y
similares. En el caso de alimentos procesados tales como pan,
fideos, etc., dicha formulacién se puede agregar al bollo y/o
aplicarse a la superficie del alimento procesado mediante uno
de los varios métodos de la lista anterior.

Cuando se almacenan platanos durante un largo periodo
de tiempo, ia corona del racimo comienza a secarse. El tallo
que une el cabo del platano a la corona se llama “pedicelo”.
Este comienza a marchitarse. El marchitamiento del pedicelo
es el mejor indicador de que se estd secando. Menor
marchitamiento indica conservacién de la frescura. Se realizd
un ensayo sobre 1000 kg de platanos, cada uno mediante el
método estéandar (control) de inmersién en 0.1% de nuestro
producto y aspersién de nuestro producto. Esto se repitid en

2 tandas (un total de 6000 kg de platanos). Un porcentaje muy
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bajo de marchitamiento del pedicelo mediante inmersidn asi
como también aspersidén de la composicidén de ensayo muestra su
eficacia satisfactoria para retrasar el secado y, por ultimo,
para retrasar el afiejamiento y la senescencia y mejorar la
capacidad de almacenamiento. Los resultados se brindan en la
Tabla 6 con posterioridad. Mediante el método de inmersidn se
observé una mejora significativa en el marchitamiento
(pérdida de peso, o conservaciédn de frescura).

A  continuacién se describen experimentos que @ se
llevaron a cabo y sirven como ilustraciones no limitativas de
cémo se realiza la invencién. Cualesquiera modificaciones vy
variaciones en los parametros -que incluyen mas no se limitan
al proceso para producir hidrolizados, y modificaciones
adicionaleé, asi como también el método/proceso de uso de los
productos Yy sus varios pasos usados- son meramente
ilustrativas y cualesquiera equivalentes de las mismas que
sean obvias para una persona versada en el arte y sea capaz
de alcanzar el mismo objetivo, se pueden usar en su lugar vy,
aun asi, seran consideradas como incluidaé dentro del alcance
de esta memoria descriptiva.

FIGURAS Y SU DESCRIPCION

Figura 1: Fotografia de plétanos no tratados
(izquierda) y de platanos tratados (derecha) el dia 12 de

almacenamiento.
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Figura 2: Barrido por IRM de tomates representativos.

Figura 3: Fotografia de la diferencia en la apariencia
de manzanas en trozos tratadas y no tratadas el dia 4.

Figura 4: Las manzanas en trozos no tratadas (control)
desarrollaron crecimiento visible de hongos como manchas
negras de crecimiento de hongos en la fotografia mientras que
las manzanas en trozos tratadas (ensayo) permanecieron libres
de crecimiento de hongos después de 25 dias de almacenamiento
en bolsas de polietileno.

Figura 5: Purificacién de proteo-quitinasa. Filtracién
en gel Sephadex G-100.

Figura 6: Determinacidén del peso molecular de la
prdteo—quitinasa.

Figura 7: pH éptimo de la proteo-quitinasa. El eje X
muestra el pH y el eje Y muestra la actividad enzimatica
(unidades/ml) de un volumen por unidad de una formulacién
enzimatica individual. Se observa actividad maxima de 160
unidades/ml a pH 2.

Figura 8: Temperatura éptima de la proteo-quitinasa. El
eje X muestra el pH y el eje Y muestra la actividad
enzimatica (unidades/ml) de una cantidad por unidad de una
formulacién enzimatica individual. Se observa actividad
maxima a una temperatura de 80 °C.

Figura 9: Accién de enzimas seleccionadas sobre
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quitosano. Corrida 1: Esténdar de glucosamina. Corrida 2:
Xilan Acil Transferasa (cruda), Corrida 3: Proteasa y Xilan
Acil Transferasa (ambas puras). Corrida 4: Xilan Acil
Transferasa (pura). Corrida 5: Quitosano sin enzima. Los
manchas de acetato (Resultados de acetilacién) estdn marcadas
por un circulo.

EJEMPLIO 1

PRODUCCION DE LACTATO DE QUITOSANO SOLUBLE E INSOLUBLE

EN AGUA

Se toman 535 g de quitosano [DDA (Degree of Deacylation o
grado de deéacetilacién) 70, malla 100]) en un matraz de fondo
redondo y se agregan 20 ml de agué destilada y 80 ml de
metanol (99%). Aquil se puede usar cualquier otro grado de
quitosano. La suspensién se mezcla bien agitando a 100 rpm
durante 30 minutos. Se agrega a esta mezcla un 4&cido,
organico o 1inorgdnico -preferentemente, 4cido lactico- en
diferentes cantidades, y la agitacién continta durante 2
horas. La temperatura se mantiene por debajo de 30 °C vy
preferentemente a 25 °C. La suspensién se filtra y el sélido
se seca al aire. Se separan el polvo de flujo libre y los
grumos (de haberlos) mediante tamizado. El polvo de flujo
libre luego se seca adicionalmente en horno de aire caliente
[70 °C durante 3 a 6 horas]. Los grumos son particulas

elasticas que no se rompen en particulas de flujo libre de
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malla 100 o mas pequefias. La solubilidad de las particulas de
flujo libre se chequea al agregar 100 mg de polvo lentamente
a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla
se agita en forma continua durante la adicidn %
adicionalmente durante 10 minutos mds y luego la solubilidad
se chequea visualmente. Los efectos de las diferentes
concentraciones de 4cido l&ctico se brindan en la Tabla 1.

Tabla 1: Efecto de diferentes cantidades de A&cido

lactico usadas con 5 g de quitosano.

Acido Formacién de | Solubilidad en agua

ladctico | grumos durante

(ml) la reaccién

6.5 +++ Se disuelve completamente

5.0 ++ Se disuelve completamente

3.5 + | Se disuelve completamente

2.0 - Se disuelve completamente

1.0 - Forma grumos gque se disuelven
después de 30 minutos

0.5 - Forma grumos que no se disuelven
hasta los 60 minutos

0.1 - Se disuelve completamente cuando
la reaccidén se realiza en 90:10
metanol:agua
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+++ indica 60% o mids de formacidén de grumos
++ 35% de formacidén de grumos
+ aproximadamente 15% de formacién de grumos y tamafo de
grumo pequerio
- sin formacién de grumos

Como el &cido léctico en una cantidad inferior a 0.5 ml
arrojé una disolucién completa sin formacidén de grumos
durante la reaccién, conformé la forma de realizacidn
preferida para uso en trabajo adicional.

EJEMPLO 2

ADICION DE GRUPO SUCCINATO A QUITOSANO

Se toman 5 g de quitosano (DDA 70, malla 60] en un
matraz de fondo redondo y se agregan 20 ml de agua desﬁilada
y 80 ml de metanol (99%). Aqui se puede usar cualquier otro
grado de quitosano. La suspensién‘se mezcla bien agitando a
100 rpm durante 30 minutos. La mezcla se calienta a 65 °C. Se
agrega anhidrido succinico en diferentes proporciones que
abarcan desde 15 g hasta 0.1 g a esta mezcla y la agitacidn
contintia durante 1 hora. La temperatura se mantiene entre 60
y 70 °C, y preferentemente a 65 °C, durante aproximadamente 1
hora. La suspensién se deja enfriar y se filtra, y el soélido
se seca al aire. El polvo de flujo libre se forma al romper
los grumos sueltos en forma mecédnica y pasarlos por un tamiz

de malla 100. No se observd formaciédn de grumos. El polvo de
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flujo libre se seca luego adicionalmente en un horno de aire
caliente a 85 °C durante 3 a 6 horas. La solubilidad de las
particulas de flujo libre se chequea al agregar 100 mg de
polvo lentamente a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en 5
minutos. La mezcla se agita en forma continua durante la
adicién y durante 10 minutos mds y luego la solubilidad se
chequea visualmente. El polvo es soluble en agua cuando se
agregan 0.5 g o mas de anhidrido succinico a 5 g de guitosano
en dicha reaccién.
EJEMPLO 3

DERIVACION EN DOS PASOS CON UN ACIDO Y ANHIDRIDO

SUCCINICO

La reaccién se 1lleva a cabo exactamente como se
describe en el ejemplo 2 en donde el quitosano se reemplaza
por el producto de reacciédn obtenido.en una reaccidén descrita
en el ejemplo 1 donde se usan 1.0 g 6 O.S g de &cido lactico.
En lugar de A&cido lactico, se podria haber usado cualquier
otro acido organico o inorgénico; Se usafon otros 0.5 g de
anhidrido succinico para 5 g del producto de 1la Primera
Composicidén. Se formé material granular grueso, dque era
soluble en agua cuando se evalud tal como se describid en el
ejemplo 1.

EJEMPLO 4

ADICION SECUENCIAL DE SUCCINATO Y LACTATO A QUITOSANO
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La reaccién se llevd a cabo de acuerdo con el ejemplo
2, en donde se hace reaccionar 5 g de quitosano con 0.5 g de
anhidrido succinico. Una vez completa la reaccidén, la mezcla
de reaccidén se enfrié a 30 °C y se agregaron 0.5 6 1.0 ml de
acido léctico. El 4acido léactico se podria haber reemplazado

por cualquier otro &acido organico o inorgédnico. La mezcla se

agitd durante 1 hora, se filtrdé y se procesd adicionalmente

como se describe en el ejemplo 1. No hubo formacién de

grumos. El polvo seco fue completamente soluble en agua

dentro de los 5 minutos bajo las condiciones de ensayo
descritas.

EJEMPLO 5

IDENTIFICACION DE ENZIMA QUE TIENE ACTIVIDAD COMO

PROTEINASA PRIMARIA Y REACTIVIDAD CRUZADA DE QUITINASA

Se recolectaron muestras de suelo, en Pune, India, vy

alrededores, de varios recursos naturales ricos en materia

organica. La muestra de 10 g se enriquecidé con el substrato
deseado (1 g) -a saber: caseina, quitosano, trigo lavado,

celulosa- en forma individual en un matraz de 250 ml separado

que contenia 100 ml de agua destilada. El enriquecimiento

continué durante 3 semanas, y las muestras se vetearon en

medio sé6lido que contenia el substrato usado para

enriquecimiento como unica fuente de carbono. Las colonias

aisladas en general mostraron una zona de aclaramiento que
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indicaba 1la fuerte produccién de la respectiva enzima
degradante. Se aislaron aproximadamente 700 cultivos para
varias_bacterias y hongos. Para averiguar los cultivos que
tenian la actividad deseada, se cultivaron en matraces de 1
litro -que contenian 200 ml de medio- a través del método de
agitacidén en matraz. El filtrado del cultivo microbiano crudo
se concentrdé mediante precipitacién con sulfatoc de amonio
disuelto en SDS al 0.1%. Las fracciones de proteinas se
separaron mediante electroforesis SDS-PAGE desnaturalizante.
Las fracciones de proteinas se separaron sobre estos geles
como bandas independientes homogéneas. Estas bandas se
caracterizaron en cuanto a su actividad mediante tres
métodos/procesos diferentes: tincién con azul de Coumassie
para deteccidén de proteinas, ‘ensayo de aclaramiento de
caseina para la actividad de proteinasa y ensayo de
aclaramiento con azul brillante de Ramezol de quitina para la
actividad de quitinasa. Se detecté una banda homogénea a
nivel electroforético que mostrd actividad de proteinasa asi
como también actividad de quitinasa, proteo-quitinasa. Esta
banda se usd para desarrollar hidrolizado de quitina a fin de
desarrollar el producto de esta invencién. Se determind que
el peso molecular de la proteo-quitinasa purificada de
Aspergillus sp. seleccionada era de 50 kD usando estédndar de

peso molecular sobre SDS-PAGE. El1 trazado del patrdn de
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electroforesis en gel se ilustra en la figura 6. Sobre la
base de este ensayo, se seleccionaron Aspergillus niger MTCC
5572 (depdésito en The Microbial Type Culture Collection
(MTCC), Institute of Microbial Technology, Chandigarh, India)
por su actividad de proteo-quitinasa y Bacillus sp. MTCC 5571
(depbésito en The Microbial Type Culture Collection (MTCC),
Institute of Microbial Technology, Chandigarh, India) por su
actividad de desacetilacién, y se tomaron para la produccién
y el aislamiento a gran escala.

EJEMPLO 6

PRODUCCION DE PROTEASA CAPAZ DE ESCINDIR QUITINA Y

QUITOSANO

Se identificaron cultivos microbianos <capaces de
pfoducir proteasa(s) &cida(s) o neutra(s) y endo-quitinasa.
La fraccién enzimdtica aislada de los respectivos cultivos
microbianos que tuvieron actividad de proteinasa asi como
también de quitinasa (proteo-quitinasa) se incubdé con
solucién de quitosano al 1% en 4&cido acético al 1%. La
proteasa degradd el quitosano, lo que generd parcialmente la
reduccién de la viscosidad del substrato. Los cultivos
identificados por ©poseer proteinasa promisoria asi como
también reaccidén de endo-quitinasa (proteo-quitinasas) se
cultivaron a gran escala para la produccién enzimidtica. Se

selecciondé especificamente Aspergillus niger MTCC 5572, que
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se cultivd bajo condiciones de agitacién en un matraz en
medio de extracto de levadura y caseina. El1l filtrado del
cultivo se caracterizd por actividad enzimatica, y la enzima
proteo-quitinasa cruda se recuperd mediante precipitacién con

sulfato de amonio (90

o

de saturacién]. La actividad
enzimatica del precipitado de sulfato de amonio se determind
mediante determinacién proteica a través de método
colorimétrico, y se agregd una cantidad conocida de enzima
proteo-quitinasa al quitosano para su modificacién. La enzima
cruda de Aspergillus niger MTCC 5572 concentrada mediante
precipitacién con sulfato de amonio se disolvié en tampédn de
fosfato pH 7.0. Se sometidé a filtracién en gel usandd
Sephadex® G-100. Se recolectaron diferentes reacciones que se
sometieron a evaluacién en cuanto a su contenido proteico y
actividad enzimdtica. Las fracciones No. 89 a 104
correspondieron con el pico de proteina Unico (ver figura 5).
Este método/proceso se usd para la purificacién de la enzima
a partir de un caldo de 3 a 12 L en un unico lote. Se
determinaron el pH éptimo y la temperatura optima para la
proteo-quitinasa en un rango de pH de 1 a 9 y un rango de
temperatura de 30 a 100 °C. La enzima mostrd actividad éptima
a un pH de 2 (Figura 7), y a 80 °C (Figura 8).

Se identificaron cultivo(s) de Bacillus sp gque son

capaces de producir Xildn acil transferasa; es decir, una
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enzima de desacetilacién, y se incubaron con solucién de
quitosano al 1% en &cido acéfico al 1%. Los cultivos que
poseian actividad de desacetilaciédn promisoria, segin 1lo
identificado, se cultivaronla gran escala para la produccidn
enzimatica. Se selecciondé especificamente Bacillus sp MTCC
5571, que se cultivd bajo condiciones de agitacidén en matraz,
en medio de extracto de levadura y caseina. El1 filtrado del
cultivo se caracterizd por actividad enzimatica, y la enzima
proteo-quitinasa cruda se recuperd mediante precipitacidén con
sulfato de amonio [90% de saturacidén]. La actividad
enzimdtica del precipitado del sulfato de amonio se determind
mediante la deteccién de la mancha de acetato por TLC a
través del tratamiento de quitina con la fraccién enzimatica,
Yy se agregd una cantidad conocida de enzima de desacetilaciédn
al quitosano para su modificacidén. La enzima cruda de
Bacillus sp MTCC 5571 concentrada mediante precipitacidén con
sulfato de amonio se disolvié en tampén de fosfato a un pH de
7.0. Se sometié a filtracién en gel usando Sephadex® G-100.
Se recolectaron diferentes fracciones que se sometieron a
ensayc en cuanto al contenido de .proteina y la actividad
enzimdtica. Este método/proceso se ﬁsé para la purificacién

de la enzima a partir de un caldo de 3 a 12 L en un unico

lote.

EJEMPLO 7 951000
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PRODUCCION DE XILAN ACIL TRANSFERASA CAPAZ DE

DESACETILAR QUITINA Y QUITOSANO

Se identificéron y aislaron cultivo(s) microbiano(s)
gue eran capaces de producir xilédn acil transferasa. La
desacetilacién del quitosano bajo las condiciones de ensayo
fue realizada por esta(s) enzima(s). La mezcla de reaccidn
mostrd solubilizacién de quitina a medida que la viscosidad
de la solucidén se incrementaba. La aparicién del grupo
acetilo libre fue detectada por TLC. Los cultivos que poseian
propiedad de desacetilacién de quitina, segun lo
identificado, se cultivaron a gran escala para la produccién
enzimatica. Los cultivos seleccionados derivaron de Bacillus
sp. MTCC 5571 y se cultivaron bajo condiciones de agitacién
en matraz, en medio de extracto de  levadura y salvado de
trigo. El filtrado del cultivo se caracterizé por actividad
enzimitica, y la enzima cruda se recuperdé mediante
precipitacién con sulfato de amonio [90% de saturacién]. Se
determind la actividad enzimadtica del precipitado del sulfato
de amonio, y se agregdé una cantidad conocida de enzima al
quitosano para su modificacién.

EJEMPLO 8

HIDROLISIS ENZIMATICA DE QUITOSANO

Se agregaron 5 g de quitosano a 70 ml de metanol y 30

ml de agua destilada. Esta mezcla se agitd continuamente a
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100 rpm. Se agregd eﬁzima capaz de escindir quitina [descrita
en el ejemplo 5] a 10 - 1000 U.I. por g de concentracién de
quitosano. La reaccién se 1llevé a cabo a temperaturas
comprendidas entre 25 y 95 °C durante un lapso de 30 minutos
a 5 horas. Las condiciones preferidas fueron: 100 U.I. de
enzima por g de quitosano, temperatura de 50 °C, y periodo de
incubacién de 2 horas. El producto de reaccién se recuperd
por filtracién y secado tal como se describié en el ejemplo
2. El quitosano sin modificar {1 g], cuando se disolvié en
100 ml de agua destilada acidificada usando 2 ml de solucién
de é&cido acético, mostrd viscosidad de 80 a 100 cps. E1
quitosano modificado a nivel enzimdtico {1 g], cuando se
disolvié en 100 ml de agua destilada acidificada usando 2 ml
de solucién de &cido acético, mostrd viscosidad de 20 a 30
cps. A fin de comprobar que dicha enzima funciona sobre el
quitosano, se agregé' enzima purificada (0.1% p/vol) a
solucién de quitosano al 0.5% (que se prepard en acido
acético acuoso al 0.5%), y se incubé a 50 °C durante 16
horas. La suspensién se centrifugé vy el sobrenadante
transparente se analizé mediante TLC (sistema solvente
propanocl:agua:amoniaco 7:2:1) usando glucosamina como
estandar. La enzima que mostrdé actividad de proteo-quitinasa
produjo quito-oligosacaridos .que se desarrollaron como

manchas de acuerdo con TLC, de movimiento lento en
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comparacidén con la glucosamina. Las proteasas de diferentes
organismos que no mostraron actividad cruzada de quitinasa no
tuvieron manchas que se movieron sobre la placa de TLC
(figura 9).

EJEMPLO 9

DESACETILACION ENZIMATICA DE QUITINA

Se agregaron 5 g de quitina a 100 ml de agua destilada.
Esta mezcla se agité continuamente a 100 rpm. Se agregd
enzima capaz de desacetilar quitina [ejemplo 6] a 500 - 1000
U.I. por g de concentracién de quitina. La reaccién se llevd
a cabo a temperaturas que oscilaban entre 25 a 95 °C durante
un lapso de 8 a 24 horas. lLas condiciones preferidas fueron:
800 U.I. de enzimas por g de quitina, temperatura de 50 °C y
periodo de incubacién de 8 horas. El producto de reaccién se
recuperé mediante filtracién y secado tal como se describid
en el ejemplo 2. La quitina sin modificar fue completamente
insoluble en agua. La quitina modificada a nivel enzimatico
(10 g], cuando se agité en 100 ml de agua destilada
acidificada usando 2 ml de solucién de &cido acético, mostrd
viscosidad de 30 a 50 cps, lo que indicé la solubiiizacién
parcial de la quitina como resultado de la desacetilacién.

EJEMPLO 10

COMPOSICION CONSERVANTE DE QUITINA/QUITOSANO POST-

COSECHA Y PROCESO PREFERENTE DE FABRICACION DE LA MISMA
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Se toman de 5 g de quitosano [DDA 50 - 70, malla 60] en
un matraz de fondo redondo y se agregan al mismo 20 ml de
agua destilada y 80 ml de metanol (99%). Aqui se puede usar
cualquier otro grado de quitésano. La suspensibn se mezcla
bien mediante agitacién a 100 rpm durante 30 minutos. La
mezcla se calienta a 65 °C. Se agrega anhidrido succinico en
diferentes proporciones que abarcan desde 15 g hasta 0.1 g a
esta mezcla y la agitacién contintla durante 1 hora. La
temperatura se mantiene entre 60 y 70 °C, y preferentemente a
65 °C. La suspensién se deja enfriar. Se agregan 0.5 ml de
dcido lactico, y la enzima para desacetilacién}a 4000 U.TI,.
producida a partir de Bacillus sp MTCC 5571, Yy la mezcla se
agita durante 7 horas. El 4cido lactico se podria haber
reemplazado por cualquier otro &cido organico o inorganico.
Se agrega la enzima quitinolitica a 500 U.I. producida a
partir de Aspergyllus niger MTCC (tal como se describié en el
ejemplo 5) y la agitacién continta durante 1 hora. La
suspensién se deja enfriar y se filtra y el sélido se seca al
aire. El polvo de flujo libre se forma al romper los grumos
sueltos en forma mecanica y pasarlos por un tamiz wusando
malla 100. No se observa formacién de grumos. El polvo de
flujo libre se seca luego adicionalmente en un horno de aire
caliente a 70 °C durante 3 a 6 horas. La solubilidad de las

particulas de flujo libre se chequea al agregar 100 mg de

000170



10

15

20

60

polvo lentamente a 100 ml de agua destilada (pH 6.5) en 5
minutos. La mezcla se agita en forma continua durante la
adicién y durante 10 minutos més y luego la solubilidad se
chequea visualmente. El polvo succinilado es soluble en agua
cuando se agregan més de 0.5 g de anhidrido a 5 g de
guitosano en dicha reaccién.

EJEMPLO 11

PRODUCCION DE DERIVADO DE AZUCAR - SUCCINATO DE

QUITOSANO SOLUBLE E INSOLUBLE EN AGUA QUE PORTA RESIDUOS DE

FORMALDEHIDO

Se toman 5 g del derivado de succinato de quitosano,
segun lo descrito en el ejemplo 10, en un matraz de fondo
redondo y se agregan al mismo 100 ml de metanol (99%). La
suspensidén se mezcla bien mediante agitacién a 100 rpm
durante 30 minutos y se calienta a 60 °C. La temperatura se
mantiene a través de toda la reaccidén. Se disuelve sucrosa en
el rango‘de 1 ga 0.02 g (ver Tabla No. 3) en 10 ml de agua,
y la misma se agrega a la suspensién. La mezcla se agita
durante 15 minutos. Se agregan 5 ml de formaldehido a esta
mezcla a gotas en 30 minutos. La reaccién continta a 60 °C
con agitacidén constante en forma adicional durante 1 a 6
horas. Esto se menciona como “tiempo de reaccién” en la Tabla
No. 3. La mezcla de reaccidén se deja enfriar a temperatura

ambiente. Posteriormente, el producto se recupera por
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filtracidén. Los sélidos se lavan con 100 ml de metanol al 90%

Y Se secan al aire. El producto se caracteriza como polvo de

flujo libre o con grumos. Se determina la solubilidad del

polvo al 0.5 %

en agua destilada (pH 6.5) y &cido acético al
1% Los resultados de estos experimentos se resumen a
continuacién: -
Tabla. No. 3
Sucrosa | Tiempo Forma del | Solubilidad | Solubilidad
en g de producto en agua en acido
reaccién acético al
en horas 1%
1 ‘ 6 Polvo Insoluble Insoluble
0.5 6 Polvo Insoluble Insoluble
0.1 6 Grumos/Gel | Soluble Insoluble
0.02 6 Grumos/Gel | Soluble Insoluble
0.02 3 Grumos/Gel | Soluble Soluble
0.02 1 Polvo Soluble Soluble
Todos los productos solﬁbles en agua tuvieron diverso

grado de actividad antimicrobiana,

que fue consistentemente

mejor que el de la actividad antimicrobiana del material de

inicio (producto del ejemplo 10).

La actividad

evaludé usando E.

coli,

antimicrobiana

de

estos

productos

se

y el protocolo descrito en el ejemplo
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14. Los resultados del ensayo son los siguientes:

Tabla 4: conteo inicial de E coli de 4X 107

Producto/ concentracién 1 % 0.5% 0.1% 0.033%
Producto del ejemplo 10 |[2X 10° | 2X 10° |4xX 10° | 1X 107
> Producto 10 con sucrosa |7X 10% | 4X 10% | 4X 10° | 1X 10°
0.1 g
Producto 10 con sucrosa 5X 10° | 2X 10% | 4X 107 90
0.02 g 6h
Producto 10 con sucrosa |2X 10%[ 2X 10% | 4X 10| 109
10 0.02 g 1h

Las reacciones se llevaron a cabo tal como se describiéd
con anterioridad pero reemplazando sucrosa con glucosa o
lactosa (0.02 g) cada una durante 3 horas. Los productos de
15 estas reacciones fueron solubles en agua y mostraron 100% de
actividad antimicrobiana contra E coli cuando se evaluaron
mediante el método/proceso descrito con anterioridad.
EJEMPLO 12

COMPOSICION DE QUITINA/QUITOSANO PREPARADA AL USAR

20 ACIDO DE FOSFORO Y QUE PORTA RESIDUOS DE FORMALDEHIDO

Se toman 5 g de guitosano [DDA 50 - 70, malla 60] en un
matraz de fondo redondo, y se agregan al mismo 100 ml de
metanol (99%). Aqui se puede usar cualquier otro grado de

quitosano. La suspensién se mezcla bien mediante agitacién a
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100 rpm durante 30 minutos. La mezcla se calienta a 60 °C. Se
disuelve &cido de fésforo (H3PO3) en diferentes proporciones
que abarcan desde 0.5 g hasta 15 g en 20 ml de agua y se
agrega a gotas a esta mezcla mediante agitacién durante 1
hora. Luego se agregan 5 ml de formaldehido en forma de
gotas. La temperatura se mantiene entre 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante 2 a 6 horas, una vez
completa la adicién. La suspensién se deja enfriar y se
filtra, y el sélido se seca al aire. El polvo de flujo libre
se forma al romper los grumos sueltos en forma mecdnica vy
pasarlos por un tamiz wusando malla 100. No se observa
formacién de grumos. El polvo de flujo libre se seca luego
adicionalmente en un horno de aire caliente a 70 °C durante 3
a 6 horas. La solubilidad de las particulas de flujo libre se
chequea al agregar 100 mg de polvo lentamente a 100 ml de
agua destilada (pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla se agita en
forma continua durante la adicién y adicionalmente durante 10
minutos mas, y luego la solubilidad se chequea visualmente.
La solubilidad se chequea también a un pH de 8, 9 y 10
ajustado usando NaOH diluido, o tampén Tris.

Los productos formados usando Qquitosano y 4acido de
fésforo en una relacién de 1:1 y 1:2 mostraron solubilidad en
el amplio rango de pH (7 a 10), formando soluciones

ligeramente turbias a transparentes. Estas soluciones
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mostraron diverso grado de actividad antimicrobiana. Se
realizaron estudios antimicrobianos usando Pseudomonas
aeruginosa NCIM 2200 (ATCC 9027) capaz de crecer a un amplio
rango de pH. Se inoculé el cultivo desarrollado durante toda
la noche en el caldo de nutrientes (100 micro L) nuevamente
en caldo de nutrientes (10 ml) de diverso pH (ver la tabla)
sin ninguna adicién (control) y con el producto de quitina-
acido de foésforo. Los cultivos se incubaron en un agitador a
25 °C durante 8 horas, y se registrdé el crecimiento como
densidad optica (0D, del inglés Optical Density) del caldo a
600 nm. Una baja densidad oéptica (en comparacién con el
control) indica menor crecimiento, y cierta actividad
antimicrobiana. Sin crecimiento - cero OD - significa

inhibicidén de microbios del 100%.

Tabla 5: Inhibicién de Pseudomonas a un pH de 8.5

C:P1:1 |C:P 1:2
pH 7
Control 1.74
0.01% 1.56 1.53
0.05¢% 0 0
0.10% 0 0
pH 8
Control 1.73
0.01% 1.39 0
0.05% 0 0
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0.10% 0 0
PH 9
Control 1.69
0.01% 1.39 1.68
0.05% 0 0
0.10% 0 0
Cuando los platanos se almacenan durante un tiempo

prolongado, la corona del racimo comienza a secarse. El tallo
que une el cabo del platano a la corona se llama “pedicelo”.

El pedicelo comienza

a marchitarse. El marchitamiento del

pedicelo es el del

mejor indicador secado. Menos

marchitamiento

significa conservacién de la frescura. EIl

ensayo se realizdé sobre 1000

kg de platanos, cada uno

mediante el método estandar

(control) de inmersién en 0.1% de

nuestro producto y aspersién de nuestro producto. Esto se

repitidé en 2 tandas (un total de 6000 kg de pléatanos). Un muy

bajo porcentaje de marchitamiento del pedicelo mediante

inmersién asi como también aspersién de la composicién de

ensayo muestra su eficacia satisfactoria para retrasar el

secado y, en Ultima instancia, retardar el afiejamiento y la

senescencia,

Yy mejorar la capacidad de almacenamiento. Los

resultados se brindan en la Tabla 6 que sigue.
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Tabla 6: Efectividad de producto c:p 1:1 para conservar

frutas
% Marchitamiento del pedicelo / tanda
usando el producto del Ejemplo 12
5 Tanda | Tanda
Numero de tanda no. 1, no. 2
Inmersidn 2.4 1.9
Aspersidn 3.2 2.8
Control 2.7 2.4
10
Mediante el método de inmersién se observd una mejora
significativa en el marchitamiento (pérdida de peso o
conservacién de frescura).
EJEMPLO 13
15 APLICACION DE LA COMPOSICION CONSERVANTE

Se prepararon soluciones a partir de 10 gramos de

quitosano y su producto descrito en los ejemplos 1, 2, 4 y 10

al disolver quitosano en &cido acético al 2% y todos los
otros derivados en agua para formar un volumen de 1000 ml de

20 solucién en un recipiente con una capacidad de 15 L. Se
sumergieron 3 kg de tomatesvo 2 kg de plétanos en la solucién
durante 15 segundos. Cuando se retiré el material del
recipiente, se dejé drenar el exceso de solucién en el mismo

recipiente durante 1 minuto. Esta accién de inmersién se
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repitié con los cinco lotes siguientes de fruta fresca. Por
ende, se sumergidé un total de 15 kg de tomates o 10 kg de
platanos en la solucién de 10 L. Luego la solucién remanente -
en el recipiente se midié con precisién y se registré la
pérdida de 1liquido como la diferencia entre el volumen
inicial y el final. Esto se dividié por la cantidad total de
fruta sumergida, arrojando el consumo de solucién por kg de
fruta sumergida. Los resultados de este experimento se

brindan en la tabla 7

Tabla 7:

Producto Consumo en | Consumo en
ml por Kg|ml por kg
de tomates |de platanos

Quitosano 12 19

:Quitosano: Acido lactico 1:0.4 |9 10

de acuerdo con el ejemplo 1

Quitosano: anhidrido succinico |8 8

1:0.1 de acuerdo con el

ejemplo 2
Producto del ejemplo 4 3 5
Producto del ejemplo 10 3 3

La Quinta composicién mostrd tres a cuatro veces menos
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-0 incluso menos- consumo por kg de platanos y tomates que la
solucién de guitosano en &cido acético.
EJEMPLO 14

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE COMPOSICIONES DE QUITOSANO

Se disolvidé quitosano en &cido acético al 2%, y sus

productos descritos anteriormente se disolvieron en agua. Se
usaron 300 mg del producto para formar una solucién de 10 ml.

Se cultivaron cultivos de E.coli NCIM 2065

y Bacillus

subtilis NCIM 2063 toda la noche (109 células/ml de densidad)

~diluidos 100 veces con caldo liquido estéril y se usaron para

ensayo antimicrobiano. El1 ensayo se establecié al mezclar
cultivos diluidos con solucién madre de quitosano o producto

de la siguiente manera:

Cultivo vol. en ml 7 8.5 9.7 9.9
Quitosano/producto 3 1.5 0.3 0.1
vol. en ml

Concentracién de | 1 0.5 0.1 0.033
producto (%)

La mezcla se incubdé a 37 °C durante 20 minutos. Se

determiné el conteo viable total de la mezcla. Cuando se

compara con el conteo inicial del cultivo, se obtiene 1la

efectividad microbicida del producto. Los datos para E coli y

Bacillus subtilis se brindan en las tablas 8 y 9.
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Tabla 8: Conteo inicial de E coli de 4X 10’
Producto/ concentracién |1 % 0.5% 0.1% 0.033%
Quitosano 2X 107 [ 4x 107 [4x 107 [4x 107
Quitosano: Acido | 6X 10° |1X 10° [2x 107 |2x 10’
lactico 1:0.4
Quitosano: anhidrido | 8X 10° [2X 107 [2xXx 107 |2X 10
succinico 1:0.1
Producto del ejemplo 4 |9X 10° |2X 10° |9X 10° |3x 10
Producto del ejemplo 9 |3X10’ 9% 10° [3 x 10° [ 7x 10°
Producto del ejemplo 10 | 2X10° 2X10° 4X10° 1X10*

Tabla 9: Conteo inicial de Bacillus subtilis de 3X 107
Producto/concentracién |1 % 0.5% 0.1% 0.033%
Quitosano 3Xx 107 [3x 107 [4x 107 |4x 107
Quitosano: Acido [ 4X 10° 3 10° |1x 107 [7x 10°
lactico 1:0.4
Quitosano: anhidrido | 3X 10° [2x 10° [8x 10’ |[6éx 10
succinico 1:0.1
Producto del ejemplo 4 |7X 10° 1X 10° |s5x 10° 1X 10°
Producto del ejemplo |1X10° 2x10* 4X10° 1X10°
10

La mezcla (0.1%) se incubé en refrigerador (a una

temperatura de 4 a 10 °C) hasta 7 semanas. El incremento en

la turbidez se detectd visualmente y se puntué como +. La
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falta de incremento eéen la turbidez (=) indica actividad
microbiostitica.

Tabla 10: Actividad microbiostadtica contra E. coli

(NCIM 2065) y B. subtilis (NCIM 2063)

Producto/cultivo microbiano E coli B

Semanas subtilis
3|15 {7 {3 |5 |7
Quitosano Y |1+ 1+ |+ |+ 1+
Quitosano:Acido lactico 1:0.4 - |+ [+ |- |- 1+
10 Quitosano:anhidrido succinico 1:0.1 + |+ 1+ |- + +
Producto del ejemplo 4 - = |+ |- |- |+
Producto del ejemplo 9 - = 1=-1- 1- |+

La Quinta composicidn mostrd alta actividad

15 antimicrobiana asi como también microbiostédtica en

comparacidén con la solucién de quitosano en acido acético y
la Primera, Segunda y Cuarta Composiciones.
EJEMPLO 15

EFECTO DE COMPOSICIONES CONSERVANTES SOBRE LA

20 ESTABILIDAD BAJO ALMACENAMIENTO

Cuando se usd la solucién de quitosano y quitosano
procesado mediante los ejemplos 6 y 7 para recubrir platanos
y fresas -100 frutas por cada conjunto- el numero menor de

putrefaccién microbiana (22 y 9 para las respectivas frutas)

006181



10

15

20

71

se observd después de 5 dias de almacenamiento a temperatura
ambiente y 25 dias para el quitosano procesado mediante el
meétodo/proceso del ejemplo 6.

EJEMPLO 16

MEJORA EN LA VIDA UTIL MEDIANTE EL PRODUCTO DEL EJEMPLO

10 (Quinta Composicién)

Se ‘trataron platanos verdes cosechados en forma
recienté (<30 h de la cosecha) usando una solucién al 0.1%
del producto del ejemplo 10 en agua. El tratamiento se puede
realizar mediante inmersién del platano en dicha solucién
durante 10 a 15 segundos, o mediante aspersién directa de la
solucién sobre el platano con un dispositivo adecuado a fin
de humedecer la superficie del platano, o al atravesar el
plétano por una camara cerrada que Se satura con la bruma de
dicha solucién (nebulizacién indirecta). Los platanos
tratados se secan al aire. Estos plétanos se almacenan a
temperatura ambiente (20 a 32 °C y una humedad relativa de 40
- 60%). Los platanos del mismo lote que son idénticos a los
platanos tratados se manfienen como “control no tratado”.
Tanto los plétanos‘tratados como los no tratados se almacenan
bajo condiciones idénticas hasta 15 dias. Los plétanos
tratados mantuvieron su color verde Yy su peso, mientras que
los platanos no tratados perdieron peso y desarrollaron

decoloracién. La fotografia de los platanos tratados y no
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tratados tomada al dia 12 muestra las diferencias visuales.
Los platanos tratados tuvieron mejor condicién fisiolégica
segun se evaludé a nivel quimico al determinar sus sélidos
totales (contenido BRIX), azucares reductores y pérdida de
peso. Los datos se ilustran en la tabla 11 y la figura 1.
Tabla 11: Resultados de loé ensayos cuantitativos
realizados sobre los platanos tratados y 1los plétanos de

control no tratados al dia 6 del almacenamiento.

Pardmetro Tratados Control
Pérdida de peso 2.6 8.7
BRIX 22-24 20-22

RS 800 - 1100 300 - 850

La fotografia de los platanos no trataaos (izquierda) vy
de los tratados (derecha) al dia 12 del almacenamiento se
ilustra en la Figura 1.

Ademas del almacenamiento durante 8 a 15 dias, tanto
los platanos tratados como los pladtanos de control no
tratados se trataron con etileno. Los platanos tratados
maduraron en fotma normal, mientras que los platanos de
control no tratados se endurecieron y no maduraron o bien se
oscurecieron y ablandaron. Ambos tipos de platanos del lote

no tratado no fueron aptos para el consumo.

EJEMPLO 17 | 00G1R3



10

15

20

73

CAMBIOS FISIOLOGICOS POSITIVOS Y ACTIVIDAD

MICROBIOSTATICA

Se trataron tomates enteros y manzanas trozadas con el
producto del ejemplo 10, exactamente como se describié en el
ejemplo 14 para los platanos. Los tomates tratados retuvieron
Su peso, textura y frescura durante 30 dias en comparacidn
con los tomates no tratados de control, que se arrugaron en
un lapso de 12 a 15 dias, lo que generd la pérdida de peso.
Los cambios fisioldégicos en los tomates tratados y en los
tomates de control se monitorizaron el dia 7 de
almacenamiento usando técnica de barrido por IRM. La piel
carnosa de los tomates tratados fue m&s uniforme en su
densidad de color. La piel carnosa de los tomates de control
no tratados tenia parches oscuros que indicaban falta de
uniformidad y méds secado.

El barrido por IRM de los tomates representativos se
incluye en la Figura 2.

Los trozos de manzana se envasaron en bolsa de
polietileno o recipiente pléstico transparente vy se
almacenaron en un refrigerador a una temperatura de 4 a 9 °C.
Las manzanas trozadas de control comenzaron a adquirir un
color marrén a partir del dia 2 y se volvieron blandas hacia
el dia 3, mientras que las manzanas en trozos tratadas

retuvieron su color, sabor y textura durante 6 dias. La
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fotografia (Figura 3) muestra la diferencia en la apariencia
de las manzanas en trozos tratadas y las no tratadas en el
dia 4.

Los trozos de manzanas tratadas y no tratadas se
énvasaron en recipientes pldsticos transparentes y se
almacenaron tal como se describié con anterioridad durante
hasta 25 dias. Las manzanas en trozos no tratadas
desarrollaron crecimiento de hongos [parches negros en la
fotografia en la Figura 4], mientras gque las manzanas en
trozos tratadas no desarrollaron ningun crecimiento de hongos
ni de microbios. Los resultados se ilustran en la fotografia
que sigue con posterioridad.

EJEMPLO 18

COMPOSICION DE QUITINA/QUITOSANO USANDO ACIDO DE

FOSFORO Y ACIDO CLORHIDRICO

Se toﬁan 750 g de guitosano [DDA 50 - 70, malla 100)] en
un matraz de fondo redondo y se agregan al mismo 15000 ml de
metanol (99%). Aqui se puede usar cualquier otro grado de
quitosano. La suspensién se mezcla bien mediante agitacidén a
100 rpm durante 30 minutos. La mezcla se calienta a 60 °C.
Luego se agrega formaldehido 750 ml en 1-2 minutos. Se
disuelven 750 g de &cido de fésforo (HsPO3) en 7500 ml de
agua y luego se agregan a gotas a esta mezcla mediante

agitacién durante 1 hora. La temperatura se mantiene entre 60
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y 65 °C -preferentemente a 63 °C- durante 6 horas, una vez
completa la adicién. La suspensién se deja enfriar y se
filtra, y el sélido se seca al aire. Se forman polvo de flujo
libre y pequefios grumos. Dichos grumos se rompen en forma
mecanica y se pasan por un taﬁiz de malla 100. El polvo de
flujo libre se seca luego adicionalmente en un horno de aire
caliente a 70 °C durante un lapso de 3 a 6 horas. La
solubilidad de las particulas de flujo libre se chequea al
agregar 100 mg de polvo lentamente a 100 ml de agua destilada
(pH 6.5) en 5 minutos. La mezcla se agita en forma continua
durante la adicién y durante 10 minutos mads, y luego la
solubilidad se chequea visualmente. La solubilidad se chequea
también a un pH de 8, 9 y 10 ajustado usando NaOH diluido, o
tampédn Tris.

El producto se disolvié en aqua, pero se precipitéd
cuando el pH se elevdé a 7.0. El polvo seco obtenido en esta
reaccién se resuspendid en 20 volumenes de metanol al 90%, y
se agregaron 2 volumenes de HCl concentrado. La mezcla se
agitdé durante una hora a temperatura ambiente. El polvo se
separdé por filtracién, se lavé con volumenes de metanol al
90% tres veces y se secdé tal como se describid con
anterioridad. El producto resultante fue soluble a un pH de 3

a 12.

Los productos de todos los otros ejemplos -
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particularmente el ejemplo 10 y el 12- cuando se trataron con
HCl segun se describe en este ejemplo, no alteraron el pH
maximo de solubilidad.

EJEMPLO 19

USO DE QUITOSANO SOLUBLE EN AGUA COMO PORTADOR

Se disolvid 1 g de quitosano soluble en agqgua, segun se
obtuvo a partir del ejemplo 10, en 100 ml de agua. A 9 ml de
esta solucidn se agregd 1 ml de solucién de sulfato de cobre
(1%). Esto se mezcld a mano durante 2 minutos. Luego se
agregdé 1 ml de amoniaco liquido. Esto generd la precipitacién
del quitosano. Junto con el quitosano, el sulfato de cobre
unido también se precipité.»El sulfato de cobre es libremente
soluble en amoniaco liquido, y la solucién resultante es. de
color azul profundo. La estimacién del cobre se realiza por
colorimetria, y usando un grafico estandar de 0.02 a 0.1%. A
partir de esto, se estimdé que el cobre unido al quitosano era

del 90%.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencién, se considera
como novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad 1lo
contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un proceso para producir un derivado de quitosano
al | activar quitosano, CARACTERIZADO porque comprende:
suspender dicho quitosano en alcohol que contiene agua en una
cantidad que abarca del 0% a un méximo de aproximadamente el
30%, agitar bajo calentamiento durante un periodo de tiempo
para que el quitosano o precursor de quitosano se active y
posteriormente hacer reaccionar dicho quitosano activado o
precursor activado con un reactivo capaz de formar complejos
mediante fuerzas fisicas o fuerzas quimicas para preparar un
derivado.

2. Un proceso de acuerdo con la ‘reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque:

a. dicho deri&ado tiene una propiedad que comprende:
propiedad antimicrobiana, o microbiostéatica, 0
antitranspirante, o antifungica, o propiedad como conservante
de frutas o microbiostdtico, o propiedad que mejora la vida
util, o una combinacién de las mismas: V%

b. dichas fuerzas fisicas incluyen adsorcién y dichas

fuerzas quimicas incluyen un enlace covalente.
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3. Un proceso de acuerdo con 1la reivindicacién 2,
CARACTERIZADO porque dicho derivado es preparado al someter
dicha quitina activada o dicho quitosano activado suspendidos
en dicho alcohol a al menos uno de los siguientes pasos:

a. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo sufi¢iente para la reaccidén a una temperatura entre a
aproximadamente 60 y 70 °C ~con preferencia a aproximadamente
65 °C- para obtener una Segunda Composicién en suspensién, y

ii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Segunda
Composiciédn,

b. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a una proporcidn de
aproximadamente 10% en peso del material en crudo a esta

mezcla, vy

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo ‘suficiente para la reaccidn manteniendo una
temperatura de aproximadamente 60 a 70 °C -con preferencia a

aproximadamente 65 °C- para obtener un derivado succinico en
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suspensioén,

ii. permitir que la suspensién se enfrie a
aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
reaccion adicional con 4cido lactico u otro acido en
aproximadamente 10% al 20% del peso en seco del derivado
succinico, agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora,
filtrar y secar los sélidos para obtener una Cuarta
Composicién en suspensién, vy

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Cuarta
Composicidén, que comprende un material granular grueso que es
soluble en agua;

C. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar y mantener dicha mezcla a aproximadamente
70 °C, agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
entre 60 aproximadamente y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para
obtener un derivado succinico, someter dicho derivado
succinico a una reaccién adicional con &cido lactico u otro

dcido a aproximadamente 10% en peso del peso en seco del
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derivado succinico y, por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado, agregar enzima para desacetilacién
a aproximadamente 4000 U.I., agitar la mezcla durante un
periodo de tiempo, preferentemente durante 7 horas, ademas
agregar una enzima quitinolitica, con preferencia a
aproximadamente 500 U.TI. por 5 g en peso en seco de derivado
succinico, continuar agitando durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 1 hora, permitir que la suspensién se
enfrie para obtener una Quinta Composicién en suspensién, y

~1ii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Quinta
Composicién;

d. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar la mezcla a una temperatura entre
aproximadamente 60 °C y aproximadamente 70 °C, agregar
anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
entre 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65 °C-
durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que 1la suspensién se enfrie para
obtener wun derivado succinico, someter dicho derivado

succinico a una reaccién adicional con é&cido lactico u otro
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dcido a aproximadamente 10% del peso en seco del derivado
succinico y, por 5 gramos en peso en seco del derivado
succinico wusado, agregar enzima para desacetilacién a
aproximadamente 4000 U.I., agitar la mezcla durante un

periodo de tiempo, preferentemente durante 7 horas, agregar

ademds una enzima quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en

peso en seco del derivado succinico wusado y continuar
agitando durante un periodo de tiempo, preferentemente
durante 1 hora, permitir que la suspensién se enfrie, para
obtener una Quinta Composicién en suspensidn, recuperar dicha
Quinta Composicién como polvo sélido,

iii.suspender el ©polvo seco de dicha Quinta
Composicidén en alcohol absoluto, mezclar la suspensidén bien
mediante agitacién a 100 rpm durante 30 minutos, y calentar y
mantener la temperatura en todo el proceso a 60 °C, agregar
azucar disuelto en agua en aproximadamente 10% de volumen
respecto del vblumen del alcohol, agitar la mezcla durante
aproximadamente 15 minutos o durante un periodo de tiempo
suficiente para el mezclado, agregar formaldehido a gotas en
aproximadamente 30 minutos o en un periodo de tiempo
necesario para la adicién gradual con agitacidén constante
manteniendo la temperatura a éproximadamente 60 °C durante

aproximadamente 1 a 6 horas o durante un periodo hasta que se

complete la reaccién,
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iv. posteriormente permitir que la mezcla de
reaccidén se enfrie a temperatura ambiente,

v. recuperar el producto, lavar los sélidos con
metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso y recuperar una
Sexta Composicién en suspensién, y

vi. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Sexta
Composicidén que se puede lavar con 100 ml de metanol al 90% y
secar al aire;

€. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos, calentar dicha mezcla a aproximadamente
60 °C, agregar 4cido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua vy
agregar a gotas a esta mezcla mediante agitacién, agregar
formaldehido aproximadamente igual en peso al peso en seco
del quitosano activado o su derivado en forma de gotas
manteniendo la temperatura entre aproximadamente 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante un periodo de tiempo
preferentemente de 2 a 6 horas una vez completa la adiciédn,
permitir que la suspensién se enfrie y recuperar la Séptima
Composicidén en suspensién, y vya sea (I) recuperar dicha

composicién con o sin secado, o bien (II) someterla a
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reaccién adicional con un reactivo para obtener un derivado
adicional de dicha Séptima Composicidn, que puede ser soluble
en el amplio rango de pH 7 a 10 formando soluciones
ligeramente turbias a transparentes;

f. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacidén para alﬁanzar
la activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar
formaldehido 750 ml en un periodo de pocos minutos, agregar
aproximadamente 10% de 4&cido inorgdnico o &4cido de fésforo
(H3PO3) disuelto en agua Yy agregado a gotas a esta mezcla
mediante agitacién durante aproximadamente una hora o en un
periodo de tiempo necesario para el mezclado efectivo,
manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C~ durante aproximadamente seis horas o durante un
periodo de tiempo necesario para completar la reaccién,
permitir que la suspensién se enfrie una vez completa la
adicién y recuperar la Octava Composicién en suspensién, y

i. vya sea (I) reéuperar dicha composicién con o

sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Octava
Composicién;

g. suspender quitosano en alcohol preferentemente en

20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
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la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar la mezcla a 60 °C, agregar
formaldehido en un periodo de pocos minutos, agregar
aproximadamente 10% de &cido inorganico o &cido de fésforo
(H3PO3) disuelto en agua y agregado a gotas a esta mezcla
mediante agitacién durante aproximadamente 1 hora o en un
periodo de tiempo necesario para el mezclado efectivo,
manteniendo la teﬁperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante 6 horas o durante un periodo de tiempo
necesario para que la reaccién se complete una vez finalizada
la adicién, permitir que la suspensién se enfrie, recuperar
la suspensién como polvo seco, resuspender en 20 voluUmenes de
metanol al 90% y 2 volumenes de HCl concentrado o cualquier
otro acido organico o 4cido inorganico, agitar la mezcla a
temperatura ambiente durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, separar por
filtracién, lavar con 20 volumenes de metanol al 90% y secar
para recuperar la Novena Composicién;

h. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 -volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a 70 °C, y

i. agregar anhidrido succinico (en diferentes

proporciones que abarcan desde 15 g hasta 0.1 g) a esta

000
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mezcla, agitar durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, manteniendo
la temperatura entre 60 y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante 1 hora o durahte un periodo de
tiempo necesario para la reaccién, permitir que la suspensién
se enfrie para obtener un derivado succinico,

ii. agregar 4cido lactico u otro 4cido a
aproximadamente 10% del pesc en seco del derivado succinico
Y, Por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
U.I., agitar 1la mezcla durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 7 horas, agregar ademds enzima
quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado y continuar agitando durante un
periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora, permitir
que la suspensién se enfrie para obtener la Quinta
Composicién sélida,

iii. recuperar y secar al aire la Quinta
Composiciédn,

iv. disolver la Quinta Composicién para formar una
solucidén en agua al 1%, agregar una solucidén acuosa de
sulfato de cobfe u otra molécula cargada, capaz de adsorberse

en la Quinta Composicién en pH alcalino, como una soluciédn,

en donde
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V. dicha solucién de sulfato de cobre o 1la
molécula cargada puede ser del 1% con respecto al agua,

vi. dicha solucion de sulfato de cobre o la
molécula cargada se toma en una cantidad pequeiia,
aproximadamente 1% del volumen del agua tomado para disolver
la Quinta Composicién,

vii. mezclar durante pocos minutos, y

viii. agregar amoniaco liquido para precipitar
quitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula
cargada para obtener un derivado de la Décima Composicién.

4. Un derivado de quitosano producido al activar
quitosano CARACTERIZADO porque comprende los pasos de:
suspender dicho quitosano en alcohol que contiene agua en una
cantidad que abarca del 0% a un maximo de aproximadamente el
30%, agitar con calentamiento durante un periodo de tiempo
para que el quitosano o precursor de quitosano se active y
posteriormente hacer reaccionar dicho quitosano activado o
precursor activado con un reactivo capaz de formar.complejos
mediante fuerzas fisicas o fuerzas quimicas para preparar un
derivado.

5. Un derivado de quitosano de acuerdo con la
reivindicacién 4, CARACTERIZADO porque dicho derivado tiene
una propiedad que comprende una propiedad antimicrobicida, o

microbiostética, 0 antitranspirante, o antifdngica, o]
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conservante de frutas, o una combinacién de las mismas.

6. Un derivado de quitosano de acuerdo con la
reivindicacién 5, CARACTERIZADO porgue dicho derivado es
preparado al someter dicha quitina activada o dicho quitosano
activado suspendidos en dicho alcohol a al menos uno de los
siguientes pasos:

a. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién a una temperatura entre
aproximadamente 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente
65 °C- para obtener una Seqgunda Composicién en suspensién, y

ii. vya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Segunda
Compbsicién;

b. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C,
agregar anhidrido succinico a una proporcién de
aproximadamente 10% en peso del material en crudo a esta
mezcla, vy

i. agitar durante 1 hbra o durante un periodo de

tiempo suficiente para la reaccién manteniendo una
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temperatura de aproximadamente 60 a 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- para obtener un derivado succinico en
suspensién,

ii. permitir que 1la suspensién se enfrie a
aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
reaccién adicional con 4cido léctico u otro 4cido a
aproximadamente 10% a 20% del peso en seco del derivado
succinico, agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora,
filtrar y secar los sélidos para obtener una Cuarta
Composicién en suspensién, y

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Cuarta
Composicién, que comprende un material granular grueso que es
soluble en agua;

C. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar manteniendo dicha mezcla a aproximadamente
70 °C, agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo la temperatura
entre 60 aproximadamente vy 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que 1la suspensién se enfrie para

obtener un derivado succinice, someter dicho derivado
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succinico a una reaccién adicional con &cido léactico u otro
dcido a aproximadamente 10% en peso del peso en seco del
derivado succinico y, por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado, agregar enzima para desacetilacién
a aproximadamente 4000 U.I., agitar la mezcla durante un

periodo de tiempo, preferentemente durante 7 horas, agregar

-ademés una enzima quitinolitica, con preferencia a

aproximadamente 500 U.I., por 5 g en peso en seco de derivado
succinico, continuar agitando durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 1 hora, permitir que la suspensién se
enfrie para obtener una Quinta Composicién en suspensién, vy

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Quinta
Composiciédn;

d. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol 'y, calentando 1la mezcla a una temperatura de
aproximadamente 60 °C a aproximadamente 70 °C, agregar
anhidrido succinico a esta mezcla, vy

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo 1la temperatura
entre 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65 °C-
durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para

({
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obtener un derivado succinico, someter dicho derivado
succinico a una reaccién adicional con 4cido lactico u otro
dcido a aproximadamente 10% del peso en seco del derivado
succinico vy, por 5 gramos en peso en seco del- derivado
succinico usado, agregar enzima ©para desacetilacién a
aproximadamente 4000 U.I., agitar la mezcla durante un
periodo de tiempo, preferentemente durante 7 horas, agregar
ademas una enzima quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en
pesc en seco del derivado succinico usado vy continuar
agitando durante un periodo de tiempo, preferentemente
durante 1 hora, permitir que la suspensién se enfrie, para
obtener una Quinta Composicién en suspensién, recuperar dicha
Quinta Composicién como polvo sélido,

iii. suspender el polvo seco de dicha Quinta
Composiciédn en alcohol absoluto, mezclar la suspensidén bien
mediante agitacién a 100 rpm durante 30 minutos, y calentar y
mantener la temperatura en todo el proceso a 60 °C, agregar
azucar disuelto en agua a un volumen de aproximadamente 10%
con respecto al volumen del alcohol, agitar la mezcla durante
aproximadamente 15 minutos o durante un periodo de tiempo
suficiente para el mezclado, agregar formaldehido a gotas en
aproximadamente 30 minutos o en ‘un periodo de tiempo
necesario para la adicién gradual con agitacién constante

manteniendo la temperatura a aproximadamente 60 °C durante
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aproximadamente'l a 6 horas o durante un periodo de tiempo
hasta que se complete la reaccién,

iv. posteriormente permitir que la mezcla de
reaccién se enfrie a temperatura ambiente,

V. recuperar el producto, lavar los sélidos con
metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso y recuperar una
Sexta Composicién en suspensién, y

vi. vya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Sexta
Composicién, que se puede lavar con 100 ml de metanol al 90%
y secar al aire;

€. suspender guitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a aproximadamente
60°C, agregar acido de fésforo (H3PO3;) disuelto en agua vy
agregado a gotas a esta mezcla mediante agitacién, agregar
formaldehido aproximadamente igual en peso al peso en seco
del quitosano activado o su derivado en forma de gotas
manteniendo la temperatura entre aproximadamente 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante un periodo de tiempo
preferentemente de 2 a 6 horas una vez completa la adicién,

permitir que la suspensién se enfrie y recuperar la Séptima
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Composicién en suspensién, y ya sea (I) recuperar dicha
composicién con o sin secado, o bien (II) someterla a
reaccidén adicional con un reactivo para obtener un derivado
adicional de dicha Séptima Composicién, que puede ser soluble
en el amplio rango de pH 7 a 10 formando soluciones
ligeramente turbias a transparentes;
f. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano, preferenfemente a 100 rpm
durante 30 minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar
formaldehido 750 ml en un periodo de pocos minutos, agregar
aproximadamente 10% de &cido inorgdnico o &cido de fésforo
(H3PO3) disuelto en agua y agregado a gotas a esta mezcla
mediante agitacién durante aproximadamente una hora o en un
periodo de tiempo necesario para el mezclado efectivo,
manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante aproximadamente seis horas o durante un
periodo de tiempo necesario para completar la reaccién,
permitir que la suspensién se enfrie una vez completa la
adicioén y recuperar la Octava Composicién en suspensién, y
i. vya sea (I) recuperar dicha composicién con o
sin secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un

reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Octava

Composicién;
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g. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm
durante 30 minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar
formaldehido en un periodo de pocos minutos, agregar
aproximadamente 10% de &cido inoréénico o é&cido de fésforo
(HsPO3) disuelto en agua vy agregado a gotas a esta mezcla
mediante agitacién durante aproximadamente 1 hora o en un
periodo de tiempo necesario para el mezclado efectivo,
manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C -preferentemente
a 63 °C- durante 6 horas o durante un periodo de tiempo
necesario para que la reaccién se complete una vez finalizada
la adicidén, permitir que la suspensién se enfrie, recuperar
la suspensién como polvo seco, resuspender en 20 volumenes de
metanol al 90% y 2 volumenes de HCl concentrado o cualquier
otro acido orgédnico o 4cido inorgénico, agitar la mezcla a
temperatura ambiente durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, separar por
filtracién, lavar con 20 volUmenes de metanol al 90% y secar
para recuperar la Novena Composicidn;

h. suspender quitosano en alcohol preferentemente en
20 volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar
la activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm

durante 30 minutos- calentar dicha mezcla a 70 °C, vy
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i. agregar anhidrido succinico (en diferentes
proporciones que abarcan desde 15 g hasta 0.1 g) a esta
mezcla, agitar durante una hora o durante un periodo de
tiempo necesario para un mezclado satisfactorio, manteniendo
la temperatura entre 60 y 70 °C -con preferencia a
aproximadamente 65 °C- durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo necesario para la reaccién, permitir que la suspensién
se enfrie para obteﬁer un derivado succinico,

ii. agregar acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico
Y, POr 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
U.I., agitar 1la mezcla durante un periodo de tiempo,
preferentemente durante 7 horas, agregar ademds enzima
quitinolitica a 500 U.I. por 5 gramos en peso en seco del
derivado succinico usado y continuar agitando durante un
periodo de tiempo -preferentemente durante 1 hora- permitir
que la suspensién se enfrie para obtener la Quinta
Composicién sélida,

iii. recuperar y secar al aire la Quinta
Composiciédn,

iv. disolver la Quinta Composicién para formar una
solucién en agua al 1%, agregar una solucidén acuosa de

sulfato de cobre u otra molécula cargada, capaz de adsorberse

000205



10

15

20

95

en ‘la Quinta Composicién en pH alcalino, como una solucién,
en donde

v. dicha solucién de sulfato de cobre o la
molécula cargada puede ser del 1% con respecto al agua,

vi. dicha solucién de sulfato de <cobre o la
molécula <cargada es tomada en wuna cantidad pequena,
aproximadamente 1% del volumen del agua tomado para disolver
Quinta Composicién, y

vii.mezclar durante pocos minutos, y

viii. agregar amoniaco liquido para precipitar
quitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula
cargada para obtener un derivado de la Décima Composicién.

7. Una composicién CARACTERIZADA porque comprende al
menos una de las composiciones de acuerdo con la
reivindicacién 4 6 5 6 6 como ingrediente esencial o como
portador de un grupo funcional/molécula activa hasta su sitio
de accidn.

8. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 7,
CARACTERIZADA porque comprende un polvo o una solucién de al
menos una de dichas composiciones en agua en una
concentracién efectiva para una accién deseada que comprende:

a. conservacién de, para y sobre frutas, vegetales,
productos comestibles y alimentos,

b. retraso de la maduracién, retraso del afiejamiento vy
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retraso de la senescencia de productos néturales, con
inclusién de frutas, vegetales y flores,

c. funcionamiento como Aportador para llevar una
molécula activa o un grupo funcional a su sitio de accién.

9. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 8,
CARACTERIZADA porque comprende al menos una de las siguientes
caracteristicas:

a. dicha composicién comprende al menos cualquiera de
dicha Primera Composicién de acuerdo con la reivindicacién a
dicha Décima Composicién o una mezcla de las mismas,

b. dicha concentracién efectiva es de aproximadamente

(@]
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c. el acido acético es del 2%.

10. Una enzima quitinolitica CARACTERIZADA porque tiene
accién proteolitica asi como también quitinolitica, y tiene
un peso molecular de 50 kD sobre electroforesis SDS-PAGE.

11. Una enzima de acuerdo con la reivindicacién 10,
CARACTERIZADA porque tiene al menos una de las siguientes
propiedades:

a8. una actividad quitinolitica éptima a PH 2,

b. una actividad quitinolitica éptima a una
temperatura de 80 °cC.

12. Una enzima proteo—quitinolitica de acuerdo con la

reivindicacién 10, CARACTERIZADA porque se prepara a partir
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de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados del
mismo.

13. Un proceso para preparar una enzima de acuerdo con
la reivindicacién 14, CARACTERIZADO porque comprende los
pascs de:

a. cultivar Aspergillus niger MTCC o mutantes
derivados de los mismos bajo condiciones de agitacién en
matraz en medio de extracto de levadura y caseina,

b. recuperar enzima proteo-quitinasa cruda mediante
precipitacién con sulfato de amonio.

14. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 13,
CARACTERIZADO porque ademds comprende la purificacién de
enzima cruda a partir de Aspergillus niger MTCC 5572 o
mutantes derivados del mismo, mediante los pasos de:

a. disolver dicha enzima cruda concentrada mediante
precipitacién con sulfato de amonio en tampdén de fosfato a un
pH de 7.0,

b. éometer la misma a filtracién en gel wusando
Sephadex® G-100,

C. recolectar las fracciones,

d. someter las fracciones a an&lisis del contenido
proteico y la actividad enziméatica,

€. recolectar y reunir las fracciones correspondientes

a8 un unico pico de proteina.
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15. Cultivo CARACTERIZADO porque es aislado de
Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados del mismo.

16. Un proceso para mejorar la vida util de las frutas
CARACTERIZADO porque comprende un tratamiento de inmersién,
aspersién, nebulizacién u otro proceso de aplicacién o
aplicaciones externas o internas a frutas trozadas o
procesadas \Y% productos naturales procesados de una
composicidén que comprende una o mas entre una composicién de
acuerdo con la reivindicacién 4 6 5 & 6 como ingrediente
esencial.

17. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 16,
CARACTERIZADO porque dicho tratamiento es para ralentizar la
maduracién y/o putrefaccién microbiana.

18. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 16,
CARACTERIZADO porque dicha fruta es plédtano, mango, manzana,
fresa, naranja, lima.

19. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque:

a. dicho alcohecl es metanol o cualquier otro alcohol
polar,

b. dicha agitacién se realiza durante 30 minutos,
preferentemente a 100 revoluciones por minuto.

20. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3 o la

reivindicacién 6, CARACTERIZADO porque dicha enzima
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quitinolitica que tiene accién proteolitica asi como también
quitinolitica comprende una enzima gque tiene al menos una de
las siguientes propiedades: un peso molecular de 50 kD (kilo
Dalton) sobre electroforesis SDS-PAGE, una actividad
quitinolitica optima a pH 2 y una actividad quitinolitica
Optima a una temperatura de 80 °C.

21. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 20,
CARACTERIZADO porque comprende dicha enzima quitinolitica
alslada de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados
del mismo.

22. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3 o la
reivindicacién 6, CARACTERIZADO porque dicha enzima de
desacetilacién es aislada de Bacillus sp MTCC 5571 o mutantes
derivados de la misma.

23. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3 o la
reivindicacién 6, CARACTERIZADO porque dicha enzima de
desacetilacién es xildn acil transferasa preparada a partir
de  Bacillus sp MTCC 5571 o mutantes derivados de la misma, o
cualquier otra bacteria o cualquier otro microorganismo capaz
de producir la enzima que tiene actividad de desacetilacién.

24. Un proceso de acuerdo con ia reivin&icacién 1,
CARACTERIZADO porque se usa una enzima quitinolitica
termoestable que tiene actividad proteolitica asi como

también quitinolitica, la proteo-quitinasa, para formar un
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derivado hidrolizado.

25. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 24,
CARACTERIZADO porque dicha proteo-quitinasa es preparada a
partir de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados
del mismo, o cualquier otro hongo o cualquier otro
microorganismo capaz de producir wuna actividad proteo-
quitinolitica.

26. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 25,
CARACTERIZADO porque dicha enzima quitinolitica tiene un peso
molecular sobre SDS-PAGE de aproximadamente 50 kD, actividad

quitinolitica éptima a pH 2 y a 80 °C.
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AMENDED CLAIMS
received by the International Bureau on 25 April 2011 (25.04.2011)

1. A process for producing a chitosan derivative by activating chitosan, by
suspending the said chitosan in alcohol that contains water from 0% to
maximum of about 30%, stirring with heating for a period of time to get

5 activated chitosan or chitosan precursor and thereafter reacting the said
activated chitosan or activated precursor with a reagent capable of complexing

by physical forces or chemical forces to prepare a derivative.
2. A process of claim 1 wherein:

a the said derivative has a property that comprises an antimicrobial, or a
10 microbiostatic, or an antitranspirant, or an antifungal, a fruit preservative

or a microbiostatic, or shelf life improving or a combination thereof,

b. the said physical forces include adsorption and the said chemical forces

include a covalent bond.

3. A process of claim 2 wherein the said derivative is prepared by subjecting the
15 said activated chitin or chitosan suspended in the said alcohol to at least one of

the following steps:

a. adding water about 20% of volume of alcohol and heating the said mixture

to about 70°C, adding Succinic anhydride to this mixture,

i. stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction at a
20 temperature between to about 60 — 70°C and preferably at about

65°C to get a Second Composition in suspension,

ii. and either (I) recovering the said composition with or without
drying, or (11) subjecting to reacting further with a reagent to get a

further derivative of the said Second Composition,

. 000221
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b. adding water about 20% of volume of alcohol and heating the said mixture

to about 70°C, adding succinic anhydride at a rate of about 10% by weight

of the raw material to this mixture,

i

ii.

stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction
maintaining a temperature to about 60 — 70°C and preferably at

about 65°C to get a succinic derivative in suspension,

. allowing the suspension to cool to about 30°C, subjecting the said

succinic derivative to further reaction with lactic or another acid
about 10% to 20% of the dry weight of the succinic derivative,
stirring the mixture for about 1 hour, filtering and drying the solids

to get a Fourth Composition in suspension,

and either (I) recovering the said composition with or without
drying, or (II) subjecting to reacting further with a reagent to get a
further derivative of the said Fourth Composition, which comprises

a coarse granular material that is soluble in water,

c. adding water about 20% of volume of alcohol and, heating and

maintaining the said mixture to about 70°C, adding Succinic anhydride to

this mixture,

stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction
maintaining the temperature between 60 about — 70°C and

preferably at about 65°C for a period of time,

. allowing the suspension to cool to get a succinic derivative,

subjecting the said succinic derivative to further reaction with
Lactic or another acid about 10% weight of the dry weight of the

succinic derivative, per 5 gram dry weight of succinic derivative

68
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used adding enzyme for deaccylation about 4000 1.U, stirring the
mixture for a period of time, preferably for 7 hours, further adding
a chitinolytic enzyme, preferably around 500 LU. per 5 g dry
weight of succinic derivative, continuing stirring for a period of
5 time, preferably for 1 hour, allowing the suspension to cool to get a

Fifth Composition in suspension,

iii. and either (I) recovering the said composition with or without
drying, or (II) subjecting to reacting further with a reagent to get a

further derivative of the said Fifth Composition,

10 d. adding water about 20% of volume of alcohol and, heating the mixture to

about 60°C to about 70°C, adding Succinic anhydride to this mixture,

i. stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction
maintaining the temperature between 60 — 70°C and preferably at

around 65°C for a period of time,

15 ii. allowing the suspension to cool to get a succinic derivative,
subjecting the said succinic derivative to further reaction with
Lactic or another acid about 10% of the dry weight of the succinic
derivative, and per 5 gram dry weight of succinic derivative used
adding enzyme for deacetylation about 4000 LU, stirring the
20 mixture for a period of time, preferably for 7 hours, further adding
a chitinolytic enzyme 500 LU. per 5 gram dry weight of succinic
derivative used and continuing stirring for a period of time,
preferably for 1 hour, allowing the suspension to cool, to get a
Fifth Composition in suspension, recovering the said Fifth

25 Composition as solid powder,

. 000223
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iti. suspending the dry powder of the said Fifth Composition in

absolute alcohol, mixing the suspeﬁsion well by stirring at 100 rpm

for 30 min. and heating and maintaining the temperature

throughout the process to 60°C, adding sugar dissolved in water in

5 about 10% volume to volume of the alcohol, stirring the mixture

for about 15 minutes or for a period of time enough for mixing,

’ adding formaldehyde dropwise over about 30 minutes or over a
period of time required for gradual addition with constant stirring

maintaining temperature to around 60°C for about 1 to 6 hours or

10 for a period until the reaction is complete,

iv. thereafter allowing the reaction mixture to cool down to room

temperature,

v. recovering the product, washing the solids with aqueous methanol
or another aqueous polar alcoho! and recovering a Sixth

15 Composition in suspension,

vi. and either (I) recovering the said composition with or without
drying, or (II) subjecting to reacting further with a reagent to get a
Q further derivative of the said Sixth Composition that may be

washed with 100 m! 90% methanol and air dried,

20 ¢. suspending chitosan in alcohol preferably in 20 volumes, mixing well by
stirring to achieve activation of chitosan; preferably at 100 rpm for 30 min,
heating the said mixture to about 60°C, adding Phosphorus acid (H;PO3)
dissolved in water and adding drop-wise to this mixture by stimring,
adding formaldehyde about equal in weight to the dry weight of activated

25 chitosan or its derivative in drop-wise manner maintaining the temperature

. 000224
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between about 60 — 65°C, preferably at 63°C, for a period of time
preferably to 2 — 6 hours afier the addition is complete, allowing the
suspension to coo! and recovering the Seventh Composition in suspension,
and either (I) recovering the said composition with or without drying, or
S (1) subjecting to reacting further with a reagent to get a further derivative
of the said Seventh Composition; the said Seventh Composition may be
soluble in the broad range of pH 7 to 10 giving slightly turbid to clear

solutions,

f. suspending chitosan in alcohol preferably in 20 volumes, mixing well by

10 stirring to achieve activation of chitosan, preferably at 100 rpm for 30 min,
heating the mixture to 60°C, adding formaldehyde 750 mi over a period of

few minutes, adding and about 10% of inorganic acid or Phosphorus acid

(H;P0;) dissolved in water and added drop-wise to this mixture by

stirring for about one hour or over a period of time required for effective

15 mixing, maintaining the temperature between 60 - 65°C and preferably at
63°C for about six hours or for a period of time required for completion of

the reaction, allowing the suspension to cool after the addition is complete

and recovering the Eighth Composition in suspension,

i. and either (I) recovering the said composition with or without

20 drying, or (I1) subjecting to reacting further with a reagent to get a
further derivative of the said Eighth Composition,

g. suspending chitosan in alcohol preferably in 20 volumes, mixing well by

stirring to achieve activation of chitosan, preferably at 100 rpm for 30 min,

heating the mixture to 60°C, adding formaldehyde over a period of few

25 minutes, adding about 10% inorganic acid or Phosphorus acid (H3PO;)
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dissolved in water and added drop-wise to this mixture by stirring for
about 1 hour or over a period of time required for effective mixing,
maintaining the temperature between 60 — 65°C and preferably at 63°C for
6 hours or for a period of time required for completion of reaction afier the
addition is complete, allowing the suspension to cool, recovering the
suspension as dry powder, resuspending in 20 volumes of 90% methanol,
and 2 volumes of concentrated HC! or any other organic or inorganic acid,
stirring the mixture at room temperature for one hour or for a period of
time required for good mixing, filtering out, washing with 20 vol 90%

methanol and drying to recover Ninth Composition,

. suspending chitosan in alcohol preferably in 20 volumes, mixing well by

stirring to achieve activation of chitosan, preferably at 100 rpm for 30 min,

heating the said mixture to 70°C,

i. adding Succinic anhydride (in different proportions ranging from
15 g to 0.1 gm) to this mixture, stirring for one hour or for a period
of time required for good mixing, maintaining the temperature
between 60 — 70°C and preferably at around 65°C for 1 hour or for
a period of time required for the reaction, allowing the suspension

to cool to get a succinic derivative,

ii. adding Lactic or another acid about 10% of the dry weight of the
succinic derivative, and per 5 gram dry weight of succinic
derivative used adding enzyme for deacetylation about 4000 1.U,
stirring the mixture for a period of time, preferably for 7 hours,
adding further chitinolytic enzyme 500 LU. per § gram dry

weight of succinic derivative used and continuing stirring for a
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period of time, preferably for 1 hour, allowing the suspension to

cool to get solid Fifth Composition,
recovering and air drying the Fifth Composition,

dissolving the Fifth Composition to make a 1% solution in water,
adding an aqueous solution of copper sulfate or another charged
molecule, capable of adsorbing on the Fifth Composition in

alkaline pH, as a solution,

the said solution of copper sulfate or the charged molecule that

may be 1% with respect to water,

the said solution of copper sulfate or the charged molecule being
taken in a small quantity, about 1% of the volume of water taken

for dissolving Fifth Composition and
mixing for few minutes,

adding liquid ammonia to precipitate chitosan with the bound
copper sulfate or another charged particle to get a derivative of

Tenth Composition.

4. A chitosan derivative produced by activating chitosan, by suspending the said

chitosan in alcohol that contains water from 0% to maximum of about 30%,

stirring with heating for a period of time to get activated chitosan or chitosan

20 precursor and thereafier reacting the said activated chitosan or activated

precursor with a reagent capable of complexing by physical forces or chemical

forces to prepare a derivative.
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S. A chitosan derivative of claim 4 wherein the said derivative has a property that
comprises an antimicrobial, or a microbiostatic, or an antitranspirant, or an

antifungal, or a fruit preservative or a combination thereof.

6. A chitosan derivative of claim 5 wherein the said derivative is prepared by
subjecting the said activated chitin or chitosan suspended in the said alcohol to

at least one of the following steps:

a. adding water about 20% of volume of alcohol and heating the said

mixture to about 70°C, adding Succinic anhydride to this mixture,

i. stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction
at a temperature between to about 60 — 70°C and preferably

at about 65°C to get a Second Composition in suspension,

ii. and either (1) recovering the said composition with or without
drying, or (IT) subjecting to reacting further with a reagent to
get a further derivative of the said Second Composition,

b. adding water about 20% of volume of alcohol and heating the said

mixture to about 70°C, adding succinic anhydride at a rate of about

10% by weight of the raw material to this mixture,

i. stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction
maintaining a temperature to about 60 — 70°C and preferably

at about 65°C to get a succinic derivative in suspension,
g

ii. allowing the suspension to cool to about 30°C, subjecting the
said succinic derivative to further reaction with lactic or
another acid about 10% to 20% of the dry weight of the

succinic derivative, stirring the mixture for about 1 hour,

- 000228
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filtering and drying the solids to get a Fourth Composition in

suspension,

iii. and either (I) recovering the said composition with or without

drying, or (I1) subjecting to reacting further with a reagent to

5 get a further derivative of the said Fourth Composition,
which comprises a coarse granular material that is soluble in

water,

c. adding water about 20% of volume of alcohol and, heating and
maintaining the said mixture to about 70°C, adding Succinic

10 anhydride to this mixture,

i. stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction
maintaining the temperature between 60 about — 70°C and

preferably at about 65°C for a period of time,

ii. allowing the suspension to cool to get a succinic derivative,

15 subjecting the said succinic derivative to further reaction with
Lactic or another acid about 10% weight of the dry weight of

the succinic derivative, per 5 gram dry weight of succinic

derivative used adding enzyme for deaceylation about 4000

1.U, stirring the mixture for a period of time, preferably for 7

20 hours, further adding a chitinolytic enzyme, preferably
around 500 LU. per 5 g dry weight of succinic derivative,

continuing stirring for a period of time, preferably for 1 hour,

allowing the suspension to cool to get a Fifth Composition in

suspension,

- 000229

75

AMENDED SHEET (ARTICLE 19)



WO 2011/004398

10

15

20

25

iii.

PCT/IN2010/000458

and either (I) recovering the said composition with or without
drying, or (1) subjecting to reacting further with a reagent to

get a further derivative of the said Fifth Composition,

d. adding water about 20% of volume of alcohol and, heating the

mixture to about 60°C to about 70°C, adding Succinic anhydride to

this mixture,

i,

stirring for 1 hour or for a period of time enough for reaction
maintaining the temperature between 60 - 70°C and

preferably at around 65°C for a period of time,

allowing the suspension to cool to get a succinic derivative,

_ subjecting the said succinic derivative to further reaction with

Lactic or another acid about 10% of the dry weight of the
succinic derivative, and per 5 gram dry weight of succinic

derivative used adding enzyme for deaceylation about 4000

1.U, stirring the mixture for a period of time, preferably for 7

hours, further adding a chitinolytic enzyme 500 LU. per 5
gram dry weight of succinic derivative used and continuing
stirring for a period of time, preferably for 1 hour, allowing
the suspension to cool, to get a Fifth Composition in
suspension, recovering the said Fifth Composition as solid

powder,

suspending the dry powder of the said Fifth Composition in
absolute alcohol, mixing the suspension well by stirring at
100 rpm for 30 min. and heating and maintaining the

temperature throughout the process to 60°C, adding sugar
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dissolved in water in about 10% volume to volume of the
alcohol, stirring the mixture for about 15 minutes or for a
period of time enough for mixing, adding formaldehyde
dropwise over about 30 minutes or over a period of time
required for gradual addition with constant stirring
maintaining temperature to around 60°C for about 1 to 6

hours or for a period until the reaction is complete,

iv. thereafter allowing the reaction mixture to cool down to room

temperature,

v. recovering the product, washing the solids with aqueous
methanol or another aqueous polar alcohol and recovering a

Sixth Composition in suspension,

vi. and either (I) recovering the said composition with or without
drying, or (II) subjecting to reacting further with a reagent to
get a further derivative of the said Sixth Composition that

may be washed with 100 ml 90% methano! and air dried,

e. suspending chitosan in alcohol preferably in 20 volumes, mixing
well by stirring to achieve activation of chitosan, preferably at 100
rpm for 30 min, heating the said mixture to about 60°C, adding
Phosphorus acid (H;PO3) dissolved in water and adding drop-wise to
this mixture by stirring, adding formaldehyde about equal in weight
to the dry weight of activated chitosan or its derivative in drop-wise
manner maintaining the temperature between about 60 — 65°C,
preferably at 63°C, for a period of time preferably to 2 — 6 hours

after the addition is complete, allowing the suspension to cool and

000233
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recovering the Seventh Composition in suspension, and either (I)
recovering the said composition with or without drying, or (II)
subjecting to reacting further with a reagent to get a further
derivative of the said Seventh Composition; the said Scventh
5 Composition may be soluble in the broad range of pH 7 to 10 giving

slightly turbid to clear solutions,

f. suspending chitosan in alcohol preferably in 20 volumes, mixing
well by stirring to achieve activation of chitosan, preferably at 100
rpm for 30 min, heating the mixture to 60°C, adding formaldehyde
10 ’ 750 ml over a period of few minutes, adding and about 10% of
inorganic acid or Phosphorus acid (H;PO;) dissolved in water and
added drc;p-wise to this mixture by stirring for about one hour or
over a period of time required for effective mixing, maintaining the
temperature between 60 — 65°C and preferably at 63°C for about six
15 hours or for a period of time required for completion of the reaction,
allowing the suspension to cool after the addition is complete and
recovering the Eighth Composition in suspension,

i. and either (I) recovering the said composition with or without
drying, or (II) subjecting to reacting further with a reagent to

20 get a further derivative of the said Eighth Composition,
g. suspending chitosan in alcohol preferably in 20 volumes, mixing
well by stirring to achieve activation of chitosan, preferably at 100
rpm for 30 min, heating the mixture to 60°C, adding formaldehyde
over a period of few minutes, adding about 10% inorganic acid or

25 Phosphorus acid (H;PO;) dissolved in water and added drop-wise to
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this mixture by stirring for about 1 hour or over a period of time
required for effective mixing, maintaining the temperature between
60 — 65°C and preferably at 63°C for 6 hours or for a period of time
required for completion of reaction after the addition is complete,
5 allowing the suspension to cool, recovering the suspension as dry
powder, resuspending in 20 volumes of 90% methanol, and 2
volumes of concentrated HC! or any other organic or inorganic acid,
stirring the mixture at room temperature for one hour or for a period
of time required for good mixing, filtering out, washing with iO vol

10 90% methanol and drying to recover Ninth Composition,

h. suspending chitosan in alcoho! preferably in 20 volumes, mixing
well by stirring to achieve activation of chitosan, preferably at 100

rpm for 30 min, heating the said mixture to 70°C,

i. adding Succinic anhydride (in different proportions ranging

15 from 15 g to 0.1 gm) to this mixture, stirring for one hour or
for a period of time required for good mixing, maintaining

the temperature between 60 — 70°C and preferably at around

65°C for 1 hour or for a period of time required for the

reaction, allowing the suspension to cool to get a succinic

20 derivative,

ii. adding Lactic or another acid about 10% of the dry weight of
the succinic derivative, and per 5 gram dry weight of succinic
derivative used adding enzyme for deaceylation about 4000
1.U, stirring the mixture for a period of time, preferably for 7

25 hours, adding further chitinolytic enzyme 500 LU. per §
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gram dry weight of succinic derivative used and continuing
stirring for a period of time, preferably for 1 hour, allowing

the suspension to cool to get solid Fifth Composition,
iii. recovering and air drying the Fifth Composition,

iv. dissolving the Fifth Composition to make a 1% solution in
water, adding an aqueous solution of copper sulfate or
another charged molecule, capable of adsorbing on the Fifth

Composition in afkaline pH, as a solution,

v. the said solution of copper sulfate or the charged molecule

that may be 1% with respect to water,

vi. the said solution of copper sulfate or the charged molecule
being taken in a small quantity, about 1% of the volume of

water taken for dissolving Fifth Composition and
vii. mixing for few minutes,

viii. adding liquid ammonia to precipitate chitosan with the bound
copper sulfate or another charged particle to get a derivative

of Tenth Composition

7. A composition comprising at least one of the compositions of claim 4 or 5
or 6 as an essential ingredient or as a carrier of a functional group or a

functional / active molecule up to the site of its action.

8. A composition of claim 7 comprising a powder of or a solution of at least
one of the said compositions in water in an effective concentration for a

desired action that comprises:

a.preservation of for and on fruits, vegetable, ingestible foods and feeds,
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b. delayed ripening, delayed ageing and delayed senescence of naturat

products including fruits, vegetable and flowers,

c.functioning as a carrier for delivery of an active molecule or a

functional group to a site of its action.
9. A composition of claim 8 comprising at least one of the following:

a the said composition comprises at least any one of the said First
Composition of claim to the said Tenth Composition or a mixture

thereof,
b. the said effective concentration is around 0.1 %,
¢. the acetic acid is 2%.

10. A chitinolytic enzyme having proteolytic as well as chitinolytic action,
having a molecular weight of 50 Kilo Daltons on SDS-PAGE

electrophoresis.
11. An enzyme of claim 10 having at least one of the following properties:
a.an optimum chitinolytic activity at pH 2,
b. an optimum chitinolytic activity at temperature of 80°C

12. A proteo-chitinolytic enzyme of claim 10 prepared from Aspergillus niger

MTCC 5572 or mutants derived from the same.
13. A process of preparing an enzyme of claim 14 comprising the steps of:

a.growing Aspergillus niger MTCC or mutants derived from the same.--

— under shake flask conditions in casein yeast extract medium,

b. recovering crude proteo-chitinase enzyme by ammonium sulfate

precipitation.
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14. A process of claim 13 further comprising purification of crude enzyme from
Aspergillus niger MTCC 5572 or mutants derived from the same.by the

steps of:

a dissolving the said crude enzyme concentrated by ammonium sulfate

5 precipitation in phosphate buffer pH 7.0,
b. subjected the same to Gel filtration using Sephadex® G-100,
c. collecting fractions,

d. subjecting the fractions for assay for protein content and cnzyme

activity,

10 e.collecting and pooling up fractions corresponding with a single protein
peak.

15. Isolated culture of Aspergillus niger MTCC 5572 or mutants derived from

the same.

16. A process of improving shelf life of fruits comprising a treatment of

15 dipping, spraving, fogging or another process of external or internal
application or applications to cut or processed fruits and processed natural

products of a composition comprising one or more of a composition of

claim 4 or 5 or 6 as an essential ingredient.

17. A process of claim 16 wherein the said treatment is for slowing down

20 ripening and/or microbial spoilage.

18. A process of claim 16 wherein the said fruit is banana, mango, apple,

strawberry, orange, lime.
19. A process of claim 1 wherein :

a.the said alcohol is methanol or any other polar alcohol,
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b. the said stirring is done for 30 min, preferably at 100 revolution per

minute.

A process of claim 3 or claim 6 wherein the said chitinolytic enzyme having
proteolytic as well as chitinolytic action comprises an enzyme having at
least one of the following properties: a molecular weight of 50 kilo daltons
(KD) on SDS-PAGE electrophoresis, an optimum chitinolytic activity at pH

2 and an optimum chitinolytic activity at temperature of 80°C.

A process of claim 20 comprising the said chitinolytic enzyme isolated from

Aspergillus niger MTCC 5572 or mutants derived from the same.

A process of claim 3 or claim 6 comprising the said deacetylating enzyme

isolated from Bacillus sp MTCC 5571 or mutants derived from the same.

A process of claim 3 or claim 6 wherein the said deacetylating enzyme is a
xylan acyl transferase prepared from Bacillus sp MTCC 5571 or mutants
derived from the same.or any other bacterium or any other microorganism

capable of producing the enzyme having deacetylating activity.

. A process of claim 1 wherein a thermostable chitinolytic enzyme having a

proteolytic as well as chitnolytic activity, a proteo-chitinase, is used for

making a hydrolysed derivative.

A process of claim 24 wherein the said proteo-chitinase is prepared from
Aspergillus niger MTCC 5572 or mutants derived from the same or any
other fungus or any other microorganism capable of producing a proteo-

chitinolytic activity.

A process of claim 25 wherein the said chitinolytic enzyme has a molecular
weight on SDS_PAGE of about 50 Kilo Daltons, optimum chitinolytic

activity at pH 2 and at 80°C.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso pafa producir un derivado de quitosano al
activar quitosano, CARACTERIZADO porque comprende: suspender
dicho quitoséno en alcohol que contiene agua en una cantidad que
abarca del 0% a un méximo de aproximadamente el 30%, agitar bajo
calentamiento durante un periodo de tiempo para que el quitosano
O precursor de quitosano se active y posteriormente hacer
reaccionar dicho quitosano activado o precursor activado con un
reactivo capaz de formar complejos mediante fuerzas fisicas o

fuerzas quimicas para preparar un derivado.

2. Un proceso de acuerdo <con la reivindicacidén 1,

CARACTERIZADO porque:

a. dicho derivado tiene wuna propiedad que comprende:
propliedad antimicrobiana, o microbiostatica, o antitranspirante,
o antifdngica, o propiedad <como conservante de frutas o
microbiostédtico, o propiedad que mejora la vida util, o una

combinacién de las mismas; y

b. dichas fuerzas fisicas incluyen adsorcién vy dichas

fuerzas quimicas incluyen un enlace covalente.

3. Un proceso de acuerdo <con la reivindicacién 2,
CARACTERIZADO porque dicho derivado es preparado al someter dicha
guitina activada o dicho quitosano activado suspendidos en dicho

alcohol a al menos uno de los siguilentes pasos:

a. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar dicha mezcla a aproximadamenté 70 °C, agregar

anhidrido succinico a esta mezcla, y
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i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de

tiempo suficiente para la reaccidén a una temperatura entre a

aproximadamente 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65

°C- para obtener una Segunda Composicién en suspensién, y

ii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccién adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Segunda
Comﬁosicién,

b. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol y calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar
anhidrido succinico a una proporcidén de aproximadamente 10% en

peso del material en crudo a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién manteniendo una temperatura de
aproximadamente 60 a 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65

°C- para obtener un derivado succinico en suspensién,

ii. permitir que la suspensioén se enfrie a
aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
reaccién . adicional con acido lactico u otro acido en
aproximadamente 10% al 20% del peso en seco del derivado
succinico, agitar 1la mezcla durante aproximadamente 1. hora,

filtrar y secar los sélidos para obtener una Cuarta Composicidn

en suspensidn, vy

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Cuarta

Composicidn, gque comprende un material granular grueso que es
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soluble en agua;

C. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar y mantener dicha mezcla a aproximadamente 70

°C, agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccidén manteniendo la temperatura
entre 60 aproximadamente y 10 °C -con preferencia a

aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para obtener
un derivado succinico, someter dicho derivado succinico a una
reaccién adicional con acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% en peso del peso en seco del derivado
succinico y, por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico
usado, agregar enzima para desacetilacidén a aproximadamente 4000
U.I., agitar la mezcla durante un ©periodo de tiempo,
preferentemente durante 7 horas, ademds agregar una enzima
quitinolitica, con preferencia a aproximadamente 500 U.I. por 5 ¢
en peso en seco de derivado succinico, continuar agitando durante
un periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora, permitir
que la suspensién se enfrie para obtener una Quinta Composicién

en suspensidén, vy

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccidédn adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Quinta
Composiciébn;

[o3

d. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de

alcohol, calentar la mezcla a una temperatura entre

000240



aproximadamente 60 °C y aproximadamente 70 °C, agregar anhidrido

succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccidén manteniendo la temperatura
entre 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65 °C-

durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para obtener
un derivado succinico, someter dicho derivado succinico a una
reaccién adicional con acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico vy,
por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000 U.I.,
agitar la mezcla durante un periodo de tiempo, preferentemente
durante 7 horas, agregar ademds una enzima quitinolitica a 500
U.I. por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado vy
continuar agitando durante un periodo de tiempo, preferentemente
durante 1 hora, permitir que la suspensién se enfrie, para
obtener una Quinta Composicién en suspensién, recuperar dicha

Quinta Composicidén como polvo sdlido,

11i.suspender el polvo seco de dicha Quinta
Composicién en alcohol absoluto, mezclar la suspensidén bien
mediante agitacién a 100 rpm durante 30 minutos, y calentar vy
mantener la temperatura en todo el proceso a 60 °C, agregar
azucar disuelto en agua en aproximadamente 10% de volumen
respecto del volumen del alcohol, agitar 1la mezcla durante
aproximadamente 15 minutos o durante un periodo de tiempo
suficiente para el mezclado, agregar formaldehido a gotas en

aproximadamente 30 minutos o en un periodo de tiempo neifﬁiﬁjzi



para la adicidén gradual con agitacién constante manteniendo la
temperatura a aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 1 a 6

horas o durante un periodo hasta que se complete la reaccién,

iv. posteriormente permitir que la mezcla de reaccién

se enfrie a temperatura ambiente,

v. recuperar el producto, lavar los sdélidos con
metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso y recuperar una Sexta

Composicidén en suspensidn, y

vi. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Sexta
Composidién que se puede lavar con 100 ml de metanol al 90% vy

secar al aire;

e. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar la
activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm durante 30
minutos, calentar dicha mezcla a aproximadamente 60 °C, agregar
acido de fésforo (H3P03) disuelto en agua y agregar a gotas a
esta mezcla mediante agitacién, agregar formaldehido
aproximadamente igual en peso al peso en seco del quitosano
activado o© su derivado en forma de gotas manteniendo la
temperatura entre aproximadamente 60 y 65 °C -preferentemente a
63 °C- durante un periodo de tiempo preferentemente de 2 a 6
horas una vez completa la adicidén, permitir que la suspensidn se
enfrie y recuperar la Séptima Composicién en suspensidn, y ya sea
(I) recuperar dicha composicidén con o sin secado, o bien (II)

someterla a reaccidén adicional con un reactivo para obtener un
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derivado adicional de dicha Séptima Composicién, que puede ser
soluble en el amplio rango de pH 7 a 10 formando soluciones

ligeramente turbias a transparentes;

f. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar la
activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm durante 30
minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar formaldehido 750 ml
en un periodo de pocos minutos, agregar aproximadamente 10% de
acido incrgdnico o &cido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua vy
agregado a gotas a esta mezcla mediante agitacidén durante
aproximadamente una hora o en un periodo de tiempo necesario para
el mezclado efectivo, manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C
-preferentemente a 63 °C- durante aproximadamente seis horas o
durante un periodo de tiempo necesario para completar la
reaccién, permitir que la suspensidén se enfrie una vez completa

la adicidén y recuperar la Octava Composicidn en suspensidn, y

i. vya sea (I) recuperar dicha composicién con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccidn adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Octava

Composiciédn;

g. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar la
activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm durante 30
minutos- calentar la mezcla a 60 °C, agregar formaldehido en un
periodo de pocos minutos, agregar aproximadamente 10% de &cido
inorganico o 4cido de fésforo (H3PO3) disuelto en agua y agregado
a gotas a esta mezcla mediante agitacidédn durante aproximadamente

1 hora o en un periodo de tiempo necesario para el mezclado
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efectivo, manteniendo 1la temperatura entre 60 y 65 °C -
preferentemente a 63 °C- durante 6 horas o durante un periodo de
tiempo necesario para gque la reaccidén se complete una vez
finalizada 1la adicidén, permitir que la suspensién se enfrie,
recuperar la suspensién como polvo seco, resuspender en 20
volumenes de metanol al 90% y 2 volumenes de HCl concentrado o
cualguier otro acido orgédnico o &cido inorgénico, agitar la
mezcla a temperatura ambiente durante una hora o durante un
periodo de tiempo necesario para un mezclado satisfactorio,
separar por.filtracién, lavar con 20 volumenes de metanol al 90%

Yy secar para recuperar la Novena Composiciédn;

h. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante agitacidén para alcanzar la
activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm durante 30

minutos- calentar dicha mezcla a 70 °C, vy

i. agregar anhidrido succinico (en diferentes
proporciones que abarcan desde 15 g hasta 0,1 g) a esta mezcla,
agitar durante una hora o durante un periodo de tiempo necesario
para un mezclado satisfactorio, manteniendo la temperatura entre
60 yv 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65 °C- durante 1
hora o durante un periodo de tiempo necesario para la reaccidn,

permitir gque la suspensidén se enfrie para obtener un derivado

succinico,

ii. agregar acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico vy,
por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacidén a aproximadamente 4000 U.I.,

agitar la mezcla durante un periocdo de tiempo, preferentemente
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durante 7 horas, agregar ademéds enzima quitinolitica a 500 U.I.
por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado vy
continuar agitando durante un periodo de tiempo, preferentemente
durante 1 hora, permitir que la suspensidén se enfrie para obtener

la Quinta Composicidn sélida,
iii. recuperar y secar al aire la Quinta Composicién,

iv. disolver 1la Quinta Composicién para formar una
solucidén en agua al 1%, agregar una solucidén acuosa de sulfato de
cobre u otra molécula cargada, capaz de adsorberse en la Quinta

Composicién en pH alcalino, como una solucién, en donde

V. dicha solucién de sulfato de cobre o la molécula

cargada puede ser del 1% con respecto al agua,

vi. dicha solucién de sulfato de cobre o la molécula
cargada se toma en una cantidad pequefia, aproximadamente 1% del

volumen del agua tomado para disolver la Quinta Composicién,
vii. mezclar durante pocos minutos, y

viii. agregar amoniaco liquido para precipitar
guitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula cargada

para obtener un derivado de la Décima Composicidn.

4. Un derivado de quitosano producido al activar quitosano
CARACTERIZADO porque comprende los pasos de: suspender dicho
guitosano en alcohol que contiene agua en una cantidad que abarca

del O

o

a un maximo de aproximadamente el 30%, agitar con
calentamiento durante un periodo de tiempo para que el quitosano
0 precursor de quitosano se active vy posteriormente hacer
reaccionar dicho quitosano activado o precursor activado con un

reactivo capaz de formar complejos mediante fuerzas fisicas
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fuerzas quimicas para preparar un derivado.

5. Un derivado de quitosano de acuerdo con la
reivindicacidén 4, CARACTERIZADO porque dicho derivado tiene una
propiedad que comprende ﬁna propiedad antimicrobicida, o)
microbiostatica, o antitranspirante, o antifungica, o conservante

de frutas, o una combinacidén de las mismas.

6. Un derivado de quitosano de acuerdo con la
reivindicacién 5, CARACTERIZADO porque dicho derivado es
preparado al someter dicha quitina activada o dicho gquitosano
activado suspendidos en dicho alcohol a al menos uno de los

siguientes pasos:

a. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar

anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccién a una temperatura entre
aproximadamente 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65

°C- para obtener una Segunda Composicidén en suspensidén, vy

ii. vya sea (I) recuperar dicha composicidédn con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional <con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Segunda

Composicidn;

b. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar dicha mezcla a aproximadamente 70 °C, agregar
anhidrido succinico a una proporcidédn de aproximadamente 10% en

peso del material en crudo a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
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tiempo suficiente para la reaccién manteniendo una temperatura de
aproximadamente 60 a 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65

°C- para obtener un derivado succinico en suspensién,

ii. permitir que la suspension se enfrie a
aproximadamente 30 °C, someter dicho derivado succinico a una
reaccién adicional con acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% a 20% del ©peso en seco del derivado
succinico, agitar la mezcla durante aproximadamente 1 hora,
filtrar y secar los sélidos para obtener una Cuarta Composicién

en suspensidn, y

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o sin
secado, © bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Cuarta
Composicidén, que comprende un material granular grueso que es

soluble en agua;

C. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol, calentar manteniendo dicha mezcla a aproximadamente 70

°C, agregar anhidrido succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccidén manteniendo la temperatura
entre 60 aproximadamente \% 70 °C -con preferencia a

aproximadamente 65 °C- durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para obtener
un derivado succinico, someter dicho derivado succinico a una
reaccién adicional con acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% en peso del peso en seco del derivado

succinico y, por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico
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usado, agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000
g.I., agitar la mezcla durante un pericdo de tiempo,
preferentemente durante 7 horas, agregar ademds una enzima
quitinolitica, con preferencia a aproximadamente 500 U.I., por 5
g en peso en seco de derivado succinico, continuar agitando
durante un periodo de tiempo, preferentemente durante 1 hora,
permitir gque la suspensién se enfrie para obtener ﬁna Quinta

Composicidén en suspensién, y

iii. ya sea (I) recuperar dicha composicidén con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccidn adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Quinta

Composicidn;

d. agregar agua a aproximadamente 20% de volumen de
alcohol Y, calentando la mezcla a una temperatura de
aproximadamente 60 °C a aproximadamente 70 °C, agregar anhidrido

succinico a esta mezcla, y

i. agitar durante 1 hora o durante un periodo de
tiempo suficiente para la reaccidén manteniendo la temperatura
entre 60 y 70 °C -con preferencia a aproximadamente 65 °C-

durante un periodo de tiempo,

ii. permitir que la suspensién se enfrie para obtener
un derivado succinico, someter dicho derivado succinico a una
reaccién adicional con acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico vy,
por S gramos en peso en seco del derivado succinico usado,
agregar enzima para desacetilacidén a aproximadamente 4000 U.I.,

agitar la mezcla durante un periodo de tiempo, prefereﬁheﬁlsrztg
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durante 7 horas, agregar ademds una enzima quitinolitica a 500
U.I. por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado y
continuar agitando durante un periodo de tiempo, preferentemente
durante 1 hora, permitir que 1la suspensién se enfrie, para
obtener una Quinta Composicién en suspensidn, recuperar dicha

Quinta Composicién como polvo sdélido,

iii. suspender el polvo seco de dicha Quinta
Composicidén en alcohol absoluto, mezclar la suspensidn bien
mediante agitacién a 100 rpm durante 30 minutos, y calentar y
mantener la temperatura en todo el proceso a 60 °C, agregar
azucar disuelto en agua a un volumen de aproximadamente 10% con
respecto al volumen del alcohol, agitar la mezcla durante
aproximadamente 15 minutos o durante un periodo de tiempo
suficiente para el mezclado, agregar formaldehido a gotas en
aproximadamente 30 minutos o en un periodo de tiempo necesario
para la adicidén gradual con agitacidén constante manteniendo 1la
temperatura a aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 1 a 6
horas o durante un periodo de tiempo hasta que se complete la

reaccioédn,

iv. posteriormente permitir que la mezcla de reaccidn

se enfrie a temperatura ambiente,

v. recuperar el ©producto, lavar los sdbélidos con
metanol acuoso u otro alcohol polar acuoso y recuperar una Sexta

Composicidn en suspensidbn, y

vi. vya sea (I) recuperar dicha composicidén con © sin
secado, o Dbien (II) someterla a reaccién adicional con un

reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Sexta
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Composicidén, que se puede lavar con 100 ml de metanol al 90% vy

secar al aire;

e. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar la
activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm durante 30
minutos- calentar dicha mezcla a aproximadamente 60°C, agregar
dacido de foésforo (H3PO3) disuelto en agua y agregado a gotas a
esta mezcla mediante agitaciédn, agregar formaldehido
aproximadamente igual en peso al peso en seco del quitosano
activado o su derivado en forma de gotas manteniendo la
temperatura entre aproximadamente 60 y 65 °C -preferentemente a
63 °C- durante un periodo de tiempo preferentemente de 2 a 6
horas una vez completa la adicidén, permitir que la suspensién se
enfrie y recuperar la Séptima Composicidédn en suspensidn, y ya sea
{I) recuperar dicha composicién con o sin secado, o bien (II)
someterla a reaccidén adicional con un reactivo para obtener un
derivado adicional de dicha Séptima Composiciédn, que puede ser
soluble en el amplio rango de pH 7 a 10 formando soluciones

ligeramente turbias a transparentes;

f. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar la
activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm durante 30
minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar formaldehido 750 ml
en un periodo de pocos minutos, agregar aproximadamente 10% de
acido inorgédnico o éacido de fésforo (H3PC3) disuelto en agua vy
agregado a gotas a esta mezcla mediante agitacidén durante
aproximadamente una hora o en un périodo de tiempo necesario para

el mezclado efectivo, manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C
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-preferentemente a 63 °C- durante aproximadamente seis horas o
durante un periodo de tiempo necesario para completar la
reaccidén, permitir que la suspensién se enfrie una vez completa

la adicidén y recuperar la Octava Composicién en suspensién, y

i. ya sea (I) recuperar dicha composicién con o sin
secado, o bien (II) someterla a reaccidén adicional con un
reactivo para obtener un derivado adicional de dicha Octava

Composicidn;

g. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar la
activacién del quitosano, preferentemente a 100 rpm durante 30
minutos, calentar la mezcla a 60 °C, agregar formaldehido en un
periodo de pocos minutos, agregar aproximadamente 10% de &cido
inorgénico o acido de fésforo (H3;PO3) disuelto en agua y agregado
a gotas a esta mezcla mediante agitacidén durante aproximadamente
1 hora o en un periodo de tiempo necesario para el mezclado
efectivo, manteniendo 1la temperatura entre 60 y 65 °C -
preferentementé a 63 °C- durante 6 horas o durante un periodo de
tiempo necesario para que la reaccidén se complete una vez
finalizada la adicién, permitir gue la suspensidén se enfrie,
recuperar la suspensidén como polvo seco, resuspender en 20
volumenes de metanol al 90% y 2 volumenes de HCl concentrado o
cualquier otro acido orgdnico o &cido inorgénico, agitar la
mezcla a temperatura ambiente durante una hora o durante un
periodo de tiempo necesario para un mezclado satisfactorio,
separar por filtracidén, lavar con 20 volumenes de metanol al 90%

y secar para recuperar la Novena Composiciédn;

h. suspender quitosano en alcohol preferentemente en 20
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volumenes, mezclar bien mediante agitacién para alcanzar la
activacién del quitosano -preferentemente a 100 rpm durante 30

minutos- calentar dicha mezcla a 70 °C, y

i. agregar anhidrido succinico (en diferentes
proporciones que abarcan desde 15 g hasta 0,1 g) a esta mezcla,
agitar durante una hora o durante un periodo de tiempo necesario
para un mezclado satisfactorio, manteniendo la temperatura entre
60 y 70 °C =-con preferencia a aproximadamente 65 °C- durante 1
hora o durante un periodo de tiempo necesario para la reaccién,
permitir que la suspensién se enfrie para obtener un derivado

succinico,

ii. agregar acido lactico u otro acido a
aproximadamente 10% del peso en seco del derivado succinico vy,
por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico wusado,
agregar enzima para desacetilacién a aproximadamente 4000 U.I.,
agitar la mezcla durante un periodo de tiempo, preferentemente
durante 7 horas, agregar ademds enzima quitinolitica a 500 U.I.
por 5 gramos en peso en seco del derivado succinico usado vy
continuar agitando durante un periodo de tiempo -preferentemente
durante 1 hora- permitir que la suspensidén se enfrie para obtener

la Quinta Composicién sélida,
i1i. recuperar y secar al aire la Quinta Composicién,

iv. disolver 1la Quinta Composicién para formar una
solucidén en agua al 1%, agregar una solucidén acuosa de sulfato de
cobre u otra molécula cargada, capaz de adsorberse en la Quinta

Composicidén en pH alcalino, como una solucidén, en donde

v. dicha solucidn de sulfato de cobre o la molécula
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cargada puede ser del 1% con respecto al agua,

vi. dicha solucién de sulfato de cobre o la molécula
cargada es tomada en una cantidad pequefia, aproximadamente 1% del

volumen del agua tomado para disolver Quinta Composicién, vy
vii.mezclar durante pocos minutos, y

viii. agregar amoniaco liquido para precipitar
quitosano con el sulfato de cobre unido u otra particula cargada

para obtener un derivado de la Décima Composicién.

7. Una composicién CARACTERIZADA porque comprende al menos
una de las composiciones de acuerdo con la reivindicacidén 4 &6 5 6

6 como ingrediente esencial o como portador de un grupo

funcional/molécula activa hasta su sitio de accién.

8. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 7,
CARACTERIZADA porgque comprende un polvo o una solucidn de al
menos una de dichas composiciones en agua en una concentracién

efectiva para una accidén deseada que comprende:

a. conservacidén de, para y sobre frutas, vegetales,

productos comestibles y alimentos,

b. retraso de la maduracidén, retraso del afiejamiento vy
retraso de la senescencia de productos naturales, con inclusidn

de frutas, vegetales y flores,

c. funcionamiento como portador para llevar una molécula

activa o un grupo funcional a su sitio de accién.

9. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 8,
CARACTERIZADA porque comprende al menos una de las siguientes

caracteristicas:

. 000253



17

a. dicha composicién comprende al menos cualquiera de
dicha Primera Composicién a la decima Composiciédn o una mezcla de

las mismas,

b. dicha concentracién efectiva es de aproximadamente

c. el acido acético es del 2%.

10. Una enzima quitinolitica CARACTERIZADA porgue tiene
accidén proteolitica asi como también quitinolitica, y tiene un

peso molecular de 50 kD sobre electroforesis SDS-PAGE.

11. Una enzima de acuerdo con la reivindicacién 10,
CARACTERIZADA porque tiene al menos una de las siguientes

propiedades:
a. una actividad quitinolitica éptima a pH 2,

b. una actividad quitinolitica éptima a una temperatura de

80 °C.

12. Una enzima proteo-quitinolitica de acuerdo con la
reivindicacién 10, CARACTERIZADA porque se prepara a partir de

Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados del mismo.

13. Un proceso para preparar una enzima de acuerdo con la

reivindicacién 14, CARACTERIZADO porque comprende los pasos de:

a. cultivar Aspergillus niger MTCC o mutantes derivados de
los mismos bajo condiciones de agitacién en matraz en medio de

extracto de levadura y caseina,

b. recuperar enzima proteo-quitinasa cruda mediante

precipitacién con sulfato de amonio.

14. Un proceso de acuerdo <con la reivindicacién 13,
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CARACTERIZADO porque ademads comprende la purificacién de enzima
cruda a partir de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes

derivados del mismo, mediante los pasos de:

a. disolver dicha enzima cruda concentrada mediante
precipitacidén con sulfato de amonio en tampdén de fosfato a un pH

de 7,0,

b. someter la misma a filtracién en gel usando Sephadex®

G-100,
C. recolectar las fracciones,

d. someter las fracciones a andlisis del contenido

proteico y la actividad enzimatica,

€. recolectar y reunir las fracciones correspondientes a

un unico pico de proteina.

15. Cultivo CARACTERIZADO porque es aislado de Aspergillus

niger MTCC 5572 o mutantes derivados del mismo.

16. Un proceso para mejorar la vida Util de las frutas
CARACTERIZADO porque comprende un tratamiento de inmersién,
aspersidn, nebulizacién u otro proceso de aplicacién o
aplicaciones externas o internas a frutas trozadas o procesadas y
productos naturales procesados de una composicidédn gque comprende
una o mas entre una composicién de acuerdo con la reivindicacidn

4 65 6 6 como ingrediente esencial.

17. Un proceso de acuerdo <con 1la reivindicacidén 16,
CARACTERIZADO porque dicho tratamiento es para ralentizar la

maduracién y/o putrefaccidén microbiana.

18. Un proceso de acuerdo <con la reivindicacién 16,
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CARACTERIZADO porque dicha fruta es platano, mango, manzana,

fresz, naranja, lima.

19. Un proceso de acuerdo <con la reivindicacién 1,

CARACTERIZADO porque:

a. dicho alcohol es metanol o cualquier otro alcohol

polar,

b. dicha agitacién se realiza durante 30 minutos,

preferentemente a 100 revoluciones por minuto.

20. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3 o la
reivindicacién 6, CARACTERIZADO porque dicha enzima quitinolitica
que tiene accidn proteolitica asi como también quitinolitica
comprende una enzima que tiene al menos una de las siguientes
propiedades: un peso molecular de 50 kD (kilo Dalton) sobre
electroforesis SDS-PAGE, una actividad quitinolitica éptima a pH

2 y una actividad quitinolitica oéptima a una temperatura de 80

°C.

21. Un proceso de acuerdo con la reivindicacidén 20,
CARACTERIZADO porque comprende dicha enzima quitinolitica aislada

de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados del mismo.

22. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3 o la
reivindicacidn 6, CARACTERIZADO porque dicha enzima de
desacetilacién es aislada de Bacillus sp MTCC 5571 o mutantes

derivados de la misma.

23. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 3 o la
reivindicacidén 6, CARACTERIZADO porque dicha enzima de
desacetilacidén es xildn acil transferasa preparada a partir de

Bacillus sp MTCC 5571 o mutantes derivados de 1la misma, o
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cualquier otra bacteria o cualquier otro microorganismo capaz de

producir la enzima que tiene actividad de desacetilacién.

24. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 1,
CARACTERIZADO porque se usa una enzima quitinolitica termoestable
que tiene actividad proteolitica asi como también quitinolitica,

la proteo-quitinasa, para formar un derivado hidrolizado.

25. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 24,
CARACTERIZADO porque dicha proteo-quitinasa es preparada a partir
de Aspergillus niger MTCC 5572 o mutantes derivados del mismo, o
cualquier otro hongo o cualquier otro microorganismo capaz de

producir una actividad proteo-quitinolitica.

26. Un proceso de acuerdo con la reivindicacidén 25,
CARACTERIZADO porque dicha enzima quitinolitica tiene un peso
molecular sobre SDS-PAGE de aproximadamente 50 kD, actividad

guitinolitica 6ptima a pH 2 y a 80 °C.
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