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(54) Title: METHOD FOR THE ENZYMATIC CONTROL OF PITCH DEPOSITS FORMED DURING PAPER PULP PRODUC-
TION USING AN ESTERASE THAT HYDROLYSES TRIGLYCERIDES AND STEROL ESTERS

(54) Titulo: PROCEDIMIENTO PARA EL CONTROL ENZIMATICO DE LOS DEPOSITOS DE BREA (PITCH) FORMADOS
DURANTE LA FABRICACION DE PASTA DE PAPEL UTILIZANDO UNA ESTERASA QUE HIDROLIZA TANTO TRIGLI-
CERIDOS COMO ESTERES DE ESTEROLES

(57) Abstract: The invention relates to the selection of a mushroom, Ophiostoma piceae, which secretes a commercial esterase. The
invention also relates to the production and characterisation of the enzyme and the application tests carried out on synthetic process
liquids and pulps representative of paper pulp production processes using hardwood and softwood. The results obtained demonstrate
that the novel enzyme possesses great affinity and activity in relation to cholesterol linoleate, oleate, tributyrin and triolein, said
@ enzyme being able to reduce the concentrations of sterol esters and triglycerides during the treatment of process liquids from the
production of eucalyptus and pine pulps respectively.

(57) Resumen: Se describe la seleccién de un hongo, Ophiostoma piceae, que secreta una esterasa de interés comercial, la pro-
duccidn y caracterizacion de la enzima, y los ensayos de aplicacién sobre liquidos de proceso sintéticos y pastas representativos de
los procesos de produccién de pasta de papel a partir de maderas de frondosas y coniferas. Los resultados obtenidos muestran que
la nueva enzima posee elevada afinidad y actividad sobre trioleina y tributirina y oleato y linoleato de colesterol, siendo capaz de
reducir las concentraciones de ésteres de esteroles y triglicéridos durante el tratamiento de liquidos de proceso de la fabricacién de
pastas de eucalipto y pino respectivamente.
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS
[recibidas por la oficina Internacional el 20 de septiembre de 2002 (20.09.2002);
reivindicaciones 1-25 reemplazadas por les reivindicaciénes 1-27 modificadas (4 paginas)]

1.- Bsterasa fiimgica que combina propiedades cataliticas de lipasas (EC 3.1.1.3) y
esterol esterasas (EC 3.1.1.13) caracterizada porque los esteres de esteroles que
5  hidroliza son esteres de silosterol, colesterol, stigmasianol, fucosterol, cicloartcnol, 24-
metilencicloattenol y citrostadienol con dcidos grasos, en pacticular oleico ¥ linoleico, v
los glicéridos que hidroliza son triglicéridos, diglicéridos y monoglicéridos de acidos

grasos, en particular oleico y linoleico.

10 2.- Esterasa se gin la reivindicacién 1, caracterizada porque es producida p or hangos

ascomicetos productores del llamado “azulade" de la madera.

3.- Esterasa segiin la rejvindicaciones 1 y 2, caracterizada porque es producida por
hongos del género Ophiostoma.

15
4.~ Bsterasa segin la reivindicaciones 1-3, caracterizada porque la eslerasa aplicada es

producida por la especie Ophiostoma piceae.

5.- Esterasa segitn la reivindicaciones 1-4, caracterizada porque la secuencia N-terminal
20 eslaSEQID.NOI.

6.- Esterasa segiin las reivindicaciones 1-5, caracterizada porque es una glicoproteina
con un 8% de carbohidratos unidos por enlaces N-glicosidicos ¥ una masa molccular
estimada por electroforesis en condiciones desnaturalizantes de 56,5 kDa.

25
7.- Esterasa segin la reivindicacion 1-6, caractetizada porque es producida por la cepa
CECT 20416 de Ophiostoma piceae.

8.- Esterasa segim las reivindicaciones 1-7 caracterizada por ser upa esterasa

30 recombinante codificada por ¢l gen de la esterasa de Ophiostoma picea CECT 20416.
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9.- Procedumiento para la obiencion de la esterasa de Ophiostoma piceae CECT 20416
seglin las reivindicaciones 1-7, caracterizado por la produccién de la enzima en cultivo
liquido del hongo, que puede incluir un compuesto lipidico como inductor; y su

posterior purificacién mediante cromatografia de interaccion hidrofdbica.

10.- Procedimiento para la obtencion de la esterasa recombinante segin la
reivindicacion 8 que incluye: i) La amplificacion por PCR (reaccién de polimerasa en
cadena) de una sonda utilizando como iniciadores oligonucledtidos que codifican la
scouencia N-terminal de la esterasa purificada de Ophiosioma piceae (SEQID.NO 1) y
10  secuencias internas de dicha proteina y DNA o cDNA del mismo hongo como molde;
ii) la utilizacién de dicha sonda para realizar el "screening” de wna librerfa de cDNA de
Ophiostoma piceae; iii) la clonacion del gen que codifica la enzima en un vector
adccuado; y1v) su expresion heterdloga en alguno de 1os orgenismos usados parala

produccién industrial de enzimas.

15
11.~ Utilizacién de una esterasa scgiin las reivindicaciones 1-8, para el control de los
depésitos de brea (pitch) formados durante la fabricacion de pasta de papel
caracterizada porque la madera utilizada como maleria prima para la fabricacién de
pasta de papel es madera de frondosas (angiospermas lefiosas).

20

12.- Utilizacion de la esterasa segin la reivindicacién 11, caracterizada porque la
madera utilizada como materia prima para la fabricacién de pasta de papel es madera de

cspecies de eucalipto, chopo, dlamo, o abedul,

25  13.~ Utilizacidn de la esterasa segim las reivindicacion 12, caracterizada porque la
madera utilizada como materia prima para la fabricacion de pasta de papel pertenece a
las especies Eucalyptus globulus, Eucalyptus camaldulensis, Lucalyptus grandis,
Populus tremula, Populus tremuloides, Betula pendula o Betula tremula.

30  14.- Utilizacién de la esterasa segin las reivindicacion 11, caracterizada porque la

madera utilizada como materia prima para la fabricacién de pasta de papel es madera de

coniferas (gimnospermas lefiosas).
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13.~ Utilizacién de la esterasa segin la reivindicacion 14, caracterizada porque la
madera utilizada como materia prima para la fabricacion de pasia de papel es madera de

especies de Pinus o Picea.

5
16.- Utilizacién de la esterasa segin las reivindicacién 15, caracterizada porque la
madera utilizada como materia prima para la fabricacién de pasia de papel pertenece a
las cspecies Pinus sylvestris, Pinus taeda, Pinus conlorta, Pinus virginiana, o Picea
abies.

10

17.- Utilizacién de la esterasa segin las reivindicaciones 11-16, caracterizada porque la
pasta de papel se fabrica mediante los procedimientos de pulpeo de la madera

denominados mecanicos.

15 18- Utilizacion de la esterasa segin las reivindicaciones 11-16, caracterizada porque la
pasta de papel se fabrica mediante los procedimientos de pulpeo de la madcta

denominados quimicos.

19.- Utilizaci6n de la esterasa segiin las reivindicacién 18, caracterizada porque la pasta
20  de papel se fabrica medianie los procedimientos de pulpeo quimicos denominados

coccidn kraft o coccidn al sulfito.

20.- Utilizacién de la csterasa segtin las reivindicaciones 11-16, caracterizada porque la
pasta de papel se fabrica mediante una combinacién de los procedimientos de pulpeo de

25  lamadera denominados mecanicos y quimicos.

21.- Utilizacién de la esterasa segin las reivindicaciones 18-20 caractetizada porque la
pasta de papel se blanquea por los procedimientos denominados ECF (libres dc eloro
clemental).

30
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22.- Utilizacién de la esterasa segiin las reivindicaciones 18-20, caracterizada porque la
pasta de papel sc blanquea por los procedimientos denominados TCF (totalmente libres

de cloro).

5  23.- Utilizacidn de la esterasa segtin las reivindicaciones 13, 19, 21 y 22 caracterizada
porque el control enzimdtico de los depésitos de “pitch” se aplica durante la fabricacién
de pasta kratt de madera de Eucalyptus globulus blanqueada mediante procedimientos
ECF o TCF.

10 24.- Utilizacién de la esterasa segiin las reivindicaciones 11-23, caracterizada porque la
esterasa utilizada para el control enzimatico del “pitch™ se aplica a la pasta tras la
coccion, durante el blanqueo o al término de éste a una temperatura comprendida entre
4°C y 60°C y un pH entre 3,5 y 8, preferentemente entre 3,5 y 6,5 por un tiempo entre
10 minutos y 24 horas, preferentemente entre 1 y 6 horas.

15
25.- Utilizacion de la esterasa seglin las reivindicaciones 11-23, caracterizada porque la
esterasa utilizada para el control enzimético del “pitch” se aplica a los liquidos de
proceso procedentes de la coccidn, €l lavado de 1a pasta, o el blanqueo de la misma a
una temperatura comprendida entre 4°C y 60°C y un pH enire 3,5 v 8, preferentemente

20  enire 3,5-6,5 por un ticmpo entre 10 minutos y 24 horas, preferentemente entre 1 y 6

horas.

26.- Ulilizacion de la esterasa segin la reivindicacion 24, caracterizada porque la
concentracion de la esterasa utilizada estd comprendida entre 0,05 ~ 50 U/g de pasta,

25  preferentemente enire 0,1- 5 Ulg de pasta, més preferentemente enire 0,1- 1 Ulg de
pasta.

27.- Utilizacidon de la esterasa segdn la reivindicacién 25, caracterizada porque la
concentracién de 1a esterasa utilizada estd comprendida entre 0,050 — 50 U/l de liquido
30  de proceso, preferentemente entre 0,1-5 U/l de liquido de proceso, més preferentemente

entre 0,1-1 U/l de liquido de proceso.
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