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{ ma en la técnica superar esta dificultad.

por los métodos convencionales se deben a la desintegracidn

‘(descompogicidén) de la capa de flavedo por accidn enzimdtica

toja nvm, 1

Esta invencién se refiere a un procedimiento para
la produceidn de zumos a partir de frutoes citricos enteros
o sus cortezas, iids especificamente, se refiere a un proce-
dimiento para producir zumos por descomposicién y ablanda-
miento ce la celulosa ¥ hemiceluleosa contenidas en los teji
dos y membranas celulares de estas materias primas nofpoi

tratamiento mecdnico alguno sino por laz accidn de celulzba

producida por microorganismos especificados. 7 Ll
En ei pasado se han sugerido algunos métodos. para
producir zumos por sumisidn de materias primes de esta cia-
se & la accién de una enzima que tiene un pH Sptimo para. la
accién enzimdtica en un intervalo débilmente dcico Ce apro-
ximadamente 2,5 a 6,5 (Patente Japonesa 534.039). Con péﬁos
métodos, sin embargo, es muy diffcil eliminar el olor,pééu—'
liar (el olor a melazas) y el sabor amarzo atribuido a'las

ingredientes de la corteza, y ha constituido un gran proble

Es un objeto de esta invencidn ofrecer uma solucidn
a este problema. .

La corteza de un fruto citrico tal como la naranja
estd compuesta de una capa de flavedo (poreidn amarilla) que
contiene células glandulares que encierran aceite en su lado
mis externo y una capa de albedo (porcién blanca) en el inte
rior de ella. Los autores de la presente invencién realiza-
ron investigaciones sobre la base del conocimiento de que el

olor desagradable y el sabor amargo c¢e los zumos preparados

Estas investigaciones condujeron al descubrimiento de qué conp

ponentes enzimdticos que tienen la actividad de desintegrar
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1 _los tejidos de las plantas, gue se eluirdn a un pH compren-
dido entre 8 y 12, particularmente entre 9 y 11, por fraccigp
namiento exhiben la accidn de desintegracidn de la capa de
flavedo, y que por esta razén, para lograr el objeto de es-
5. ta invencién es necesario utilizar celulasa.que descompone
los polisacdridos tales como pectinas en monosacérido§_§i
que no tiene la actividad de desintegrar los tejidos iégétg

Y

les. <o

De écuerdo con esta invencién, se proporoioné‘ﬁﬁ
10 procedimiento para producir un zumo que comprende trafar‘cor
vapor de agua y triturar un fruto citrico entero o su_corte

za, afzdir al material triturado una enzima producida por

un microorganismo del género Trichoderme o el género Lsper-
gillus y que estd exenta de aquellos componentes que tiénén
15 la actividad de desintegrar los tejidos de las plantas'(eé
decir, la actividad de desintegrar la capa de flavedo) que
se eluird a un pH comprendide entre 8 y 12 por fraccionamien
to, hacer reaccionar la mezcla a una temperatura de 30 a
5590,'desactivar.1a enzima, filtrar la mescla de reaccidﬁ,
20 y separar el residuo,.

El uso de esta enzima especificada conduce a la
descomposicidén de la capa de albedo y la pulpa exclusivemen
te, y la capa de flavedo permanece inalterada y se separa
como un residuo. Por tanto, se puede obtener un zumo exento
25 de olor desagradable y de amargor con un rendimiento de al
menos 9052, y en algunos casos, mayor del 95p.

La presente invencidn se despribiré adicionalmente

con referencia a los dibujos que se adjuntan, en los cuales:

la Figura 1 es un grdéfico de fraccionamiento de
30 C-TAP (una enzima producida por un microorganismo del género

26059
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1 ;Trichoderma);

la Fieura 2 os un gréfico de fraccionamiento de
C-AP (una enzima prosucida por un microorganismo del género
Aspergillus);
5 la FPigura 3 es un grdfico de fraccioncmiento de

Jorisalasa (una enzima producida a partir de las hifas dg

-,

las setas); y ;

la figura 4 es un grafico de fraccionamiento ﬁé,
Macerozyme (una enzima producida a partir de un microoréapig
10 me del género Rhizopus). o
En dichas figuras 1 a 4:
Eje horizontal: Kumero de tubo
Eje vertical izquierdo: Actividad de descompoéi&ién

_ ¢MC (unidades/ml) ‘
15 - Eje verticel derecho: * Densicdad éptica a 280:ﬁfi
Eje vertical derécho: * Actividad de desintegracidyl
de los lejidos de las plan-
tas.

En la presente invencidén se pueden utilizar C~TAP
29 (nombre comercial de una enzima derivada de un microorganis
mo del éénero Trichoderma vendida por' Ameno Pharmaceutical
Co., Ltd,) y C-AP (una enzima derivada de un microorganismo
del género Aspergillus vendide por la misma compafifa) comer
| cialmente asequibles, Cuando estas enzimas se purifican por
25 cromatografia en columna, y se fraccionan de un modo habi-
tual en las condiciones siguientes:

Anfolinea pH 1-12

Capacidad de columne 110 ml, gradiente de sacarosa

Paso de corriente: 700 V - 5,5 mA {(comienzo)
30 : 700 V - 1,1 mA (final), 44 horas),
26059
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1 |_se obtienen los gréficos de fraccionamiento que se muestran
en las Figuras 1 y 2. Se ve claramente en estos gréficos
que estas enzimas no contienen aquellos componentes gue tie
nen la actividad de desintegracidén de los tejidos de las

5 plantas que serdn eluidos a un pil de 8 a 12, -

Cuando una enzims producica por las hifas de~§e§as

gue se vende bajo el nombre comercial Dorisalase por Kydwa

B

s

Hakko Co., Ltd. y una enzima procucida por un microorganis-
mo del género Rhizopus gque se vende bajo el nomhre cqméxpial
10 Macerozysie pof Yakult Co.,, Itd. se fraccionan de la mi;ﬁé:
manera gue anteriormenfe para comparacidn, se obtieneg.}gs
graficos de fraccionamiento gue se muestran en las Figures
3y 4. En estos gréficos se ve que Dorisalase y Macéro?&hé
son celulasas que tienen un pH Sptimo para la accidn enéibg
15 tica a una acidez débil como en C-TAP y C-AP, pero difieren
claramente de C-TAP y C-AP en el sentido de que contienen
grandes cantidades de aguellos componentes que tienen la ac
tividad de desintegracidén de los tejidos de las plantas que
se eluirdn e un pH de 8 a 12,

20 Los datos tabulados abajo muestran que los componen
tes de enzimas que tienen la actividad de desintegracidn de
los tejidos de las plantas que se eluirdn a un pH de 8 a 12
tienen la actividad de desintegracidén de la capa de flavedo.
En la obtencién de estos datos, la corteza de naranjas man-
25  |darinas (veriedad "Unshu") y la corteza de naranjas de vera
no se hacen reaccionar cada una de ellas con uns mezcla de
C-TAP y C-AP, Dorisalase, o Macerozyme, y se miden la canti

dad de disminucidn de la corteza de partida después de la

reaccién y las cantidades de aceites esenciales (contenidos

en las células glandulares gue contienen aceite) y flavonoid¢

30
26059
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1 en la mexela de reacciédn.
Jantidad de disminucidn Jomtenido (7) en lal
despuds ce la reaccidn mezcla de reaccidn
5 ‘ (v cn peso)
Cortesza de | Corteza de | Aceites L s
naranja mag neranja de | esencia 'iﬂ,
darina verano - les Flavoncide
Antes de la ' o
‘ : -0 0 0,085 464,5
10 reaccién
C-TAP mds | -
1,6 1,12 0,067 484,5
C=AP _ » S
Dorisalase 21,54 15,13 0,068 663,5
15 Mecerozyme | 42,68 29,99 0,20 | 980,5

En una realizacidn preferida de la presente inven-
‘eidn, un fruto citrico entero o su corteza que se ha trata-
| do con vapor de agua y se ha triturado, se mezela con al me
nos 0,01y en peso, preferiblemente al menos 0,057 en peso,
20 de la enzima especificada, y se somete & la reaccién enzimd
tica con agitacidén a un pH de aproximadamente 2,5 a 6,5 y
uvna temperatura ée 30 a 5520 durante 2 a 24 horas. la mezcl
| de reaccién se calienta a una temperaturé elevada para desag
tivar la enzima. La mezcla de reaccidn se filtra después, y
25 se separa el residuo. El limite superior de la cantidad de
la enzima se determina depenciendo de su coste. ELl calenta-
miento puede ser innecesario, o incluso cuando es necesario,
la temperatura de calentamiento es baja. De acuerdo con

ello, la pérdida de vitemines durante la reaccién es peque
.30 fia, El zumo producido por el procedimiento de.esta invencidn
26059
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1 _estd desprovisto de olores ofensivos y de amargor, y es ex

celente desde el punto de vista nutritivo.

El Ejemplo que sigue y los Ejemplos Comparativos
ilustran la presente invencidn mds especificamente,
5 Ejemplo

Se trataron con vapor de agua a 1009C durante 2:
minutos naranjas mandarinas de la variedad "Unshu" (frutos
enteros) que tenfian un contenido de grasa bruta de 0,3%?en
peso, y se trituraron a un tamaiio de menos de 5 mm. Sé_hﬁa-
10 dié C-TAP (ﬁna enzima producida por Trichoderma viride) ;l
material triturado en una cantidad de 0,2% basada en el pe-
so de 1a materia prima. Se hizo reaccionar la meszcla con -
agitacidén en un depdsito de reaccidn enzimdtica a un pH‘ée
3,9 y una temperatura de 452C durante 3 horas., Después dé
15 la reaccién, la mezela de reaccidn se calentdé a 1002C dufag
te 1 minuto para desactivar la enzima., La mezcla de reaccidn
se filtré por medio de un extractor de zumos de 297 micras
de abertura para obtener un producto que tenia un contenido
de grasa bruta de 0,1 a 0,15% con un rendimiento de 93%.
29 | Se produjeron zumos enlatados a partir de este pro
ducto, j se sometierpn a ensayos sensoriales., El olor desa-
gradable (olor semejante al de las melazas) y el amargor de
la corteza no se notaban en absoluto.

Se encontré que el residuc obtenido por la filtra-
25 cién contenia una capa de flavedo (que contenia células
grandulares de aceite).

Se obtuvieron resultados similares a los anteriores
cuando se repitid el procedimiento anterior utilizando C-~AP
4(una enzima producida a partir de Aspergillus niger) en lu-

30 gar de C-TAP.
26059
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. Bjemplo Jomparatlivo 1

Se repitié el procedimiento del Ejemplo excepto
que se utilizé Dorisalase (una enzima preparads por las hi~
fas de setas) en lupar de C~PAP. Ia capa de flavedo que
contenia células glandulares de aceite se déscompuso a con-

tinuacidén, y apenas si quedé algin residwo de filtracidn.

e

Esto proporcioné un rendimiento de 954, Sin embargo, el’pro
ducto conteniz 0,3 de la grasa bruta. .

Cuando se produjeron zumos enlatados a partir ée
este prouucto y se someticron a ensayos sensoriales, sé acuy
saron el olor desagradable y ¢l amargor de la corteza, y.

- los zumos no eran aptos para la bebida.

Ejemplo Comparativo 2

Se repitié el procedimiento del Ejemplo, excgﬁto
gue se utilizé Méserozyme'(una enzima producida a partif'
de un‘microorganismo del género Rhizopus) en luger de C~TAP|
Como en el Ejemplo Comparativo 1, se descompuso la capa de
flavedo que contenia células glandulares con aceite, y ape-
nas ouedaba algin resicuo de filtracidn. Bsto produjo un.
rendimiento de 954, pero el producto contenia 0,37 de la
grasa bruta.

Se produjeron zumos enlatados a partir de este pro
| ducto y se sometieron a ensayos sensoriales, con el resulta
do de gue se acusaron el olor desagradable y el amargor de

la corteza, no siendo los gzumos apbtos para la bebida.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueve gue se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud dé Pateﬁtafde
Invencién en Espaha, por VEINTE afios, son los que se feé?geﬁ
en las reivindicaciones siguientes:

lé.—.Un procedimiento para obtener un zumo, qug;cog
prende tratar con vapor y triturar un fruto eitrico entego
0 su corteza, afiadir al material triturado una enzima produ
cida por un microorganismo del género Trichoderma o el géne
ro Aspergillus y .que estd exenta de aquellos compoﬁentes’que
tienen la actividad de desintegracién ée los tejidos deflas
plantas (esto es, la actividad de desintegracién de la éapa
de flavedo) que se eluird a un pH comprendico entre 8 y 12
por fraccionamiento, hacer reaccionar la mezcla & una tempe
ratura de 30 a 552C, desectivar la enzima, filtrar la mez-
cla de reaccidn, y separar el residuo.

28,~ Bl procedimiento de la reivincicacidén 12, en
el que la enzima es una enzima producide por Trichoderma vi
ride.

32.~ El procedimiento de la reivindicacién 18, en
el que la enzima es una enzima procucida por Aspergillus ni
ger.,

48,~ "UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENER UN ZUMO".

Tel y como se ha descrito en la Memoria que antece
de, representado en los dibujos que se acompafian y con los |

fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de nueve hojas escritas a méguil
na por una sola cura.
Madrid, 30.MAY1978
P.A.

Oscar ;’* abury, .o
or m—ﬂé& 1 éL/ o
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