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@Resumen:

La invencion se relaciona con una cepa de Pichia
kluyveri, con capacidad para fermentar los azucares
reductores presentes en el zumo de naranja, asi
como con un método de crecimiento de dicho
microorganismo, con su empleo en la produccion de
una bebida de baja graduacién alcohdlica y con unas
propiedades organolépticas 6ptimas para su consumo
y con dicho producto derivado de la fermentacién
utilizando la cepa de Pichia kluyveri.
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DESCRIPCION

CEPA DE PICHIA KLUYVERI'Y SUS APLICACIONES

CAMPO DE LA INVENCION
La invencién se relaciona con una cepa de Pichia kluyveri, con capacidad para
fermentar de forma natural el zumo de naranja, y con su empleo en la produccién de una

bebida de baja graduacion alcoholica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La fermentacién alcoholica es quizas el primer proceso biotecnoldgico llevado a
cabo por el hombre. Aunque en un primer momento se utilizd6 como método de
conservacion de frutas, con el paso de los afios se fue consolidando como un método
para obtener bebidas alcohdlicas tales como los vinos. En general cuando se habla de
bebidas producidas por fermentacion de zumos de fruta se hace referencia al vino
obtenido a partir de zumo de uva.

La mayor parte del vino se elabora a partir de uvas y, a menos que se especifique
otra fuente, la palabra vino se refiere al producto que resulta de la fermentacion del jugo
de uva (Brown et al., 1989. 1st ed. Blackwell Scientific Publications, Oxford, England).
La manufactura de vinos de otras frutas distintas de la uva es muy popular en muchos
paises del norte europeo, donde las condiciones climaticas impiden el desarrollo de la
vitivinicultura, especialmente en Polonia, Rusia y Alemania. En Gran Bretafia s6lo una
pequeiia cantidad de vinos de otras frutas es producida a escala comercial, pero es muy
comun la elaboracion casera artesanal.

Tradicionalmente para la fermentacion de mostos de diferentes frutas se utilizan
las poblaciones de levaduras existentes en el ecosistema del que se obtienen los frutos.
Durante el proceso de fermentacion se produce una evolucion de las poblaciones
microbianas en la que unas sustituyen a otras, a medida que la composicidn quimica del
medio fermentado va cambiando. En el caso concreto de la fermentacidon de la naranja,
el proceso presenta una diferencia fundamental y un problema adicional, con respecto a
otros mostos de otras frutas. La diferencia estriba en que durante las primeras fases de la
fermentacion, Lactobacillus desplaza al resto de microorganismos, dando lugar a una
fuerte acumulacion de acido lactico, lo cual proporciona al producto un olor y sabor

desagradable. La fermentacion espontdnea de zumo de naranja, por tanto, no da lugar a
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un producto con las propiedades organolépticas de los obtenidos a partir de otros mostos
como uva, manzana, cebada, etc.

Las especies de levadura mas abundantes presentes en el zumo de naranja son,
por este orden, las siguientes Hanseniaspora uvarum (27%), Hanseniaspora
occidentalis (15%), Pichia kluyveri (9%), Candida intermedia (7%) y Candida
parapsilosis (6%) (Arias et al. Applied and Environmental Microbiology, 2002,
68:1955-1961).

En concreto, Pichia es un género de la familia Saccharomycetaceae con células
esféricas, elipticas u oblongas. Existen 91 especies del género Pichia y en concreto
dentro de la especie P. kluyveri existen tres variedades, eremophila, cephalocereana y
kluyveri (Phaff, Starmer y Tredick-Kline, 1987, Studies Mycol 30:412). Los miembros
del género Pichia no son capaces de fermentar ni asimilar lactosa. En cuanto a la
fermentacion de otros carbohidratos, es variable segun la especie. En concreto, Pichia
kluyveri es capaz de fermentar glucosa, pero no galactosa, sacarosa, maltosa, rafinosa y
trehalosa. Especies del género Pichia, tal como P. kluyveri y P. fermentans causan el
deterioro de algunas frutas, como peras, tomates, naranjas, etc.

Hay antecedentes bibliograficos de produccion de zumos de citricos
fermentados, que datan de hace muchos afios, tales como los de Hendrickson y
Kesterson (1965) (Agric. Exp. Sta. Bull. 698: 64-66) citando un trabajo de von
Loesecke de 1936, que describen diversos productos derivados de la manufactura de los
citricos, entre ellos vinos de pomelo y naranja. En este ultimo caso, se describe que, si
bien el jugo de estos citricos puede ser convertido en vino de sabor y aroma agradables,
se requiere la adicion de aztucar y condiciones de elaboracion cuidadosamente
controladas. Braverman (Composicion y tecnologia quimica. Madrid: Aguilar. 1952)
menciona y describe los pasos para obtener los «vinos de agriosy, a los cuales define
como productos obtenidos por fermentacion con levaduras vinicas, de zumos
procedentes de frutas maduras de las variedades menos acidas, adicionadas de azucar,
con el fin de obtener vinos de més cuerpo y menos acidos. Los conocimientos
cientificos mas actualizados que se tienen sobre la elaboracion de vinos citricos
provienen de Turquia y de otros paises asiaticos (China, Japon, Corea). Entre ellos, se
pueden citar los estudios sobre la produccion de vino de naranja realizados por Arici-Oe

et al. (1994) (Gida 19, 2:113-117) en China, el aislamiento e identificacion de levaduras
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para la produccién de vino de naranja de Young-Hwan et al. (1997) (Korean J. Food
Sci. Technol. 29, 3: 588-594) en Corea y estudios basicos de las técnicas de produccion
de vino de naranja de You-Young y Guo-Qing (2000) (J. Zhejiang Univ. Agric. Life
Sci. 26, 5: 513-515) en China.

Asimismo, se ha descrito un procedimiento para la obtencién de un producto
derivado del zumo de naranja que implica un proceso de fermentacion mediante el
empleo de levaduras alcohdlicas (ES 2164565). En particular, las levaduras utilizadas
pertenecen a los géneros Hanseniospora y Saccharomyces. Ademdés, también se ha
descrito un procedimiento de fermentacion del zumo de naranja natural en el que se
utilizan dos cepas de levaduras, que se afiaden al zumo de naranja de manera secuencial.
En concreto, dichas levaduras son Pichia fermentans CECT 11773 y Saccharomyces
cerevisiae.

Por tanto, a pesar de que se han descrito algunos microorganismos con
capacidad de fermentar el zumo de naranja, existe la necesidad de desarrollar un
procedimiento a partir del cual se obtenga una bebida con mejores propiedades

organolépticas y menor graduacion alcohdlica.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los inventores han identificado una cepa de levadura de la especie Pichia
kluyveri que posee la capacidad de llevar a cabo la fermentacion del zumo de naranja,
dando lugar a una bebida derivada de zumo de naranja, con unas propiedades
organolépticas muy buenas para su consumo, asi como una baja graduacion alcohdlica
de alrededor de un 2,5%. Un cultivo de dicho aislado de P. kluyveri fue depositado el
dia 12 de mayo de 2010 en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con el
numero de acceso CECT 13055.

La presencia de una concentracion adecuada de pulpa en el zumo de naranja de
origen representa una ventaja, ya que constituye un reservorio de oxigeno para la
levadura, que es necesario en las primeras etapas de la fermentacion, asi como también
aporta una gran cantidad de nutrientes. Por otro lado, la capacidad de la cepa de
levadura de la invencion de fermentar unicamente los azlicares reductores presentes en
el zumo, da lugar a un producto final que contiene aztcares no reductores, tal como

sacarosa, que hace que su sabor sea muy agradable.
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Por tanto, en un aspecto, la invencidn se relaciona con un microorganismo de la
especie Pichia kluyveri, depositado en la Coleccidn Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT)
con niumero de acceso 13055, con capacidad de fermentar glucosa y/o fructosa o un
mutante de dicho microorganismo que mantiene dicha capacidad. Un cultivo y un
medio de cultivo de dicho microorganismo constituyen aspectos adicionales de esta
invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso de dicho microorganismo o
de dicho cultivo para llevar a cabo fermentacion alcoholica.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método de crecimiento de
dicho microorganismo que comprende inocular dicho microorganismo en un medio que
comprende zumo de naranja.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para la obtencion de un
producto derivado del zumo de naranja que comprende la inoculacion de dicho
microorganismo o de un cultivo del mismo en un medio de cultivo que comprende
zumo de naranja, bajo condiciones que permitan la fermentacién de los azucares
reductores del zumo de naranja.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un producto derivado del zumo de
naranja que presenta una concentracion de etanol entre 0,1 y 3,4%, obtenible mediante
un método que comprende inocular dicho microorganismo en un medio de cultivo que
comprende zumo de naranja, bajo condiciones que permitan la fermentacion de los

azucares reductores presentes en el zumo de naranja.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la evolucion del crecimiento de la cepa de levadura 4N187
(CECT 13055) en diferentes medios, representando el tiempo de crecimiento en dias
frente a la densidad dptica medida a 660 nm. YPD: medio rico con glucosa; YPE:
medio rico con etanol; YPG: medio rico con glicerol; 25% zumo: medio que comprende
25% de zumo de naranja en agua; zumo: 100% de zumo de naranja.

La Figura 2 representa la evolucidn de la concentracion de los azicares totales
consumidos (g/1) durante la fermentacién para la cepa de levadura 4N187 (CECT

13055).
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La Figura 3 representa la evolucion de la concentracidon de los azucares
reductores (g/1) disponibles en el medio de cultivo durante la fermentacion para la cepa
de levadura 4N 187 (CECT 13055).

La Figura 4 representa la evolucion de la concentracion de etanol (% v/v) a lo
largo del tiempo de fermentacion para la cepa de levadura 4N187 (CECT 13055).

La Figura 5 representa la evolucion de los grados Brix a lo largo del tiempo de
fermentacion para la cepa de levadura 4N187 (CECT 13055).

La Figura 6 representa la evolucion de la concentracidn de los azucares
reductores (g/l) disponibles en el medio de cultivo durante los primeros cinco dias de
fermentacion para las diferentes cepas de levaduras: P. kluyveri 4N187 (CECT 13055),
P. kluyveri 4N179, P. fermentans, S. cerevisiae, S. carlbengensis y S. cerevisiae var.
bayanus.

La Figura 7 representa la evolucion de la concentracion de los azucares no
reductores (g/1), en concreto sacarosa, disponibles en el medio de cultivo durante la
fermentacion para diferentes levaduras del género Pichia: P. kluyveri 4N187 (CECT
13055), P. kluyveri 4N179 y P. fermentans.

La Figura 8 representa la evolucion de la concentracion de los azucares no
reductores (g/1), en concreto sacarosa, disponibles en el medio de cultivo durante la
fermentacion para diferentes levaduras del género Saccharomyces: S. cerevisiae, S.
carlbengensis y S. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 9 representa la evolucion de la concentracion de los azucares no
reductores (g/1) disponibles en el medio de cultivo durante la fermentacion para las
diferentes cepas de levaduras: P. kluyveri 4N187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179, P.
fermentans, S. cerevisiae, S. carlbengensis y S. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 10 representa la evolucidn de la concentracion de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacion para las diferentes cepas de levaduras: P. kluyveri
4N187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179, P. fermentans, S. cerevisiae, S. carlbengensis
y 8. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 11 representa la evolucidn de la concentracion de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacidon en agitacion para las diferentes cepas del género

Pichia: P. kluyveri 4N187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179 y P. fermentans.
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La Figura 12 representa la evolucidn de la concentracion de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacion para las diferentes cepas del género Saccharomyces:
S. cerevisiae, S. carlbengensis y S. cerevisiae var. bayanus.

La Figura 13 representa la evolucion de la concentracidn de etanol (% v/v)
generado durante la fermentacion sin agitacion para las diferentes cepas del género

Pichia: P. kluyveri 4N187 (CECT 13055), P. kluyveri 4N179 y P. fermentans.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencidn se relaciona, en general, con un microorganismo con capacidad de
fermentar azticares reductores, en concreto, glucosa y/o fructosa, tal como se pone de
manifiesto en el Ejemplo 3, en donde se puede observar que, tras la fermentacidn, la
concentracion de azicares reductores es practicamente cero.

Microorganismo de la invencion

En un aspecto, la invencidn se relaciona con un microorganismo, en adelante
microorganismo de la invencidn, de la especie Pichia kluyveri depositado en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con numero de acceso 13055, con
capacidad de fermentar glucosa y/o fructosa o un mutante de dicho microorganismo que
mantiene dicha capacidad.

Tal como aqui se utiliza, la expresion “capacidad de fermentar glucosa y/o
fructosa” significa que el microorganismo de la invencion es capaz de llevar a cabo un
proceso de fermentacion de dichos azucares reductores. Por fermentacion, se entiende
un proceso catabolico de oxidacién incompleta, totalmente anaerdbico, en el que el
producto final es un compuesto organico. En concreto, el microorganismo de la
invencion presenta la capacidad de fermentar azucares reductores, tal como glucosa y/o
fructosa, mediante el proceso de fermentacion alcohdlica, en la que el microorganismo
de la invencion procesa dichos hidratos de carbono para obtener como productos
finales: etanol, diéxido de carbono (CO;) en forma de gas y moléculas de ATP que
consume el propios microorganismo en su metabolismo celular energético anaerdbico.

Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “azlicares o hidratos de
carbono reductores” se refiere a aquellos azlicares que poseen su grupo carbonilo (grupo
funcional) intacto, y que a través del mismo pueden reaccionar con otras moléculas.

Dichos azucares reductores provocan la alteracion de las proteinas mediante la reaccion
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de glucosilacidon no enzimatica también denominada reaccion de Maillard o glicacion.
Ejemplos ilustrativos, aunque no limitativos, de azlicares reductores, incluyen tanto
monosacaridos como polisacaridos, tales como la glucosa, fructosa, gliceraldehido,
galactosa, lactosa y maltosa. En concreto, el microorganismo de la invencion es capaz
de fermentar glucosa y/o fructosa.

En una realizacion particular, el microorganismo de la invencion, ademas de ser
capaz de fermentar azucares reductores, no presenta la capacidad de fermentar azlicares
no reductores. Tal como se observa en el Ejemplo 3, la cepa 4N187 de P. kluyveri
(CECT 13055) no es capaz de fermentar azucares no reductores, tal como la sacarosa,
obteniéndose un producto final al que no es necesario afiadir edulcorantes, debido a la
concentracion de sacarosa presente.

En una realizacion particular, el microorganismo de la invencion es un mutante
de dicha cepa Pichia kluyveri (CECT 13055), que mantiene la capacidad de fermentar
glucosa y/o fructosa. Tal como se utiliza en la presente invencion, el término “mutante”
incluye cualquier individuo u organismo resultante de una mutacién o modificacion
genética en el genoma de dicho organismo. Dicho organismo conserva la capacidad de
fermentar azticares reductores, en concreto de fermentar glucosa y/o fructosa.

La capacidad de un microorganismo o de un mutante de dicho microorganismo
de fermentar aztcares reductores, en concreto glucosa y fructosa, se puede determinar
haciendo crecer dicho microorganismo en un medio que comprenda dichos azucares
reductores y comprobando al final de la fermentacion si dichos azicares reductores
(glucosa y/o fructosa) han desaparecido del medio o bien han disminuido
considerablemente. Métodos adecuados para la determinacidn de aztcares reductores
incluyen el método calorimétrico del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) (Miller, G. L.
1959. Anal. Chem, 31; 426-428), la utilizacion del reactivo de Fehling, métodos
cromatograficos, etc. En una realizacion preferida, la determinacidon de azucares
reductores se realiza mediante acido 3, 5 dinitrosalicilico (DNS).

El microorganismo de la invencion se puede cultivar en cualquier medio
adecuado para levaduras. Tal como entendera el experto en la materia, dicho medio de
cultivo puede ser YPD, YPG, YPE o cualquier otro medio de cultivo. Las condiciones
de cultivo del microorganismo de la invencion en cualquier medio de cultivo son

preferiblemente entre 15 y 35°C. Ventajosamente, dicho cultivo se crece en agitacion.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con un cultivo bioldégicamente puro
del microorganismo de la invencion, en adelante cultivo de la invencion. El
microorganismo de la invencion se puede cultivar para obtener un cultivo puro en un
medio estandar para cualquier levadura, tal como un medio rico con glucosa (YPD): 20
g de peptona, 10 g de extracto de levadura y 20 g de glucosa.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un medio de cultivo del
microorganismo de la invencion que comprende zumo de naranja. El zumo natural de
naranja se obtiene por rotura de las bolsas mesocarpicas del fruto y extraccion del jugo
en un proceso que industrialmente se desarrolla rompiendo suavemente la céscara para
que los aceites esenciales no se mezclen con el zumo. Este producto tiene entre un 0,1%
y un 20% en volumen v/v de pulpa, dependiendo de la maquinaria utilizada para su
extraccion. El pH est4 alrededor de 3,5, siendo este parametro muy dependiente de la
zona ecologica de origen de la fruta y de su estado de maduracion.

La composicién aproximada del medio de cultivo que comprende zumo de

naranja de partida es preferentemente la siguiente:

Soélidos solubles y 4cidos organicos | 11 £ 1 °BRIX
pH 3,5+0,5
% pulpa Entre 0,1 y 20 % v/v
Azlcares Totales 40 - 120 g/1
Reductores 30 -60 g/l
Glucosa 15-30g/1
Fructosa 15-30g/1
No reductores 30 -60 g/l
Acidez total 08 £ 0,2 g acido citrico
anhidro/100ml

La composicion del zumo de naranja varia segun la localizacidon geografica del
cultivo de naranjas, la época del afio y la variedad de naranja, ya que todos son
dependientes del grado de madurez de la fruta. La variedad de citrico que se puede
utilizar para producir el zumo de naranja utilizado como medio de cultivo incluyen,
aunque no se limitan, las siguientes variedades: navelina, navelate, salustiana, pomelo y

naranja amarga.
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El origen del zumo de naranja para el cultivo del microorganismo de la
invencidn puede ser de zumo de naranja fresco, pasteurizado, congelado o concentrado.
En caso de ser zumo concentrado, se usa agua hasta alcanzar los valores deseados y si
es necesario, se procede a la rectificacion para enmarcarlo en los parametros deseados
para la fermentacion indicados en la tabla anterior, principalmente la concentracion de
azucares reductores. En una realizacidn particular, el zumo de naranja es estable
microbioldgicamente. Para ello se procede a la pasteurizacion del medio de cultivo que
comprende zumo de naranja. En una realizacion particular, si es necesario, se procede a
la rectificacion del medio de cultivo, afladiendo azicares o modificando el pH.

Dicho medio de cultivo puede ser zumo de naranja puro o bien combinado con
agua. La proporcion de agua y zumo de naranja puede ser 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6,
hasta 1:10 e incluso mayor. Asimismo, puede ser una proporcién en la que haya mas
cantidad de agua que zumo de naranja, tal como 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, e incluso mayor.
En el caso de que el medio de cultivo no sea zumo de naranja puro, puede ser necesaria
la adicion de azlicares reductores, tal como glucosa y/o fructosa de manera que la fuente
de carbono no resulte limitante, por ejemplo entre un 0,2 y 5%. En una realizacion
preferida, la cantidad de glucosa y/o fructosa a afiadir es hasta un 1% (p/v) final.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con el uso del microorganismo de la
invencidn o del cultivo segin la invencion para llevar a cabo la fermentacion alcohdlica.
Tal como se ha descrito anteriormente, el término fermentacién alcohodlica se utiliza
para describir aquel proceso de fermentacidn en el que el microorganismo de la
invencion procesa hidratos de carbono para obtener como productos finales: etanol,
diéxido de carbono (CO;) en forma de gas y moléculas de ATP que consume el propio
microorganismo en su metabolismo celular energético anaerdbico. En una realizacion
particular el microorganismo de la invencion es capaz de fermentar azucares reductores.
En una realizacién aun mas preferida dichos azucares reductores son glucosa y/o

fructosa.

Meétodo de crecimiento del microorganismo de la invencion

Los inventores han puesto de manifiesto que el microorganismo de la invencion
es capaz de crecer en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja de una

manera similar a como lo hace en un medio rico, tal como YPD, tal como se muestra en
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el Ejemplo 2 y en la Figura 1. Asi, en un aspecto, la invencidn se relaciona con un
método de crecimiento del microorganismo de la invencién o del cultivo de la
invencion, en adelante primer método de la invencidén, que comprende inocular dicho
microorganismo en un medio que comprende zumo de naranja.

El primer método de la invencién comprende la etapa de inocular el
microorganismo de la invencidn en un medio que comprende zumo de naranja. Un
experto en la materia conoce ampliamente las técnicas de inoculacidon de una levadura
en un medio de cultivo. Las condiciones de cultivo del primer método de la invencidén
las determinard un experto en la materia y también son ampliamente conocidas para
levaduras. Preferiblemente el microorganismo de la invencion se cultiva en agitacion y
a una temperatura entre 15 y 35°C. Alin mas preferiblemente dicha temperatura es de
30°C. Ventajosamente el microorganismo de la invencion se cultiva con una agitacion
de alrededor de 220 rpm.

El primer método de la invencidbn comprende la etapa de inocular el
microorganismo de la invencion, en primer lugar a pequefia escala y en pequefio
volumen (preindculo) y, una vez alcanzada suficiente biomasa, transferir dicho
microorganismo a un cultivo a mayor escala. Se parte de un preindculo puro del
microorganismo de la invencion que se cultiva en agitacidon a una temperatura entre 15
y 35°C, preferiblemente dicha temperatura es de 30°C, con una agitacioén de 220 rpm. El
medio de cultivo utilizado para el preindculo puede ser un medio rico en glucosa, tal
como el YPD (2% de peptona, 2% de glucosa y 1% de extracto de levadura) o bien
YPG (2% de peptona, 2% de glicerol y 1% de extracto de levadura). Asimismo, el
preindculo se puede cultivar directamente en un medio que comprende zumo de naranja,
de manera que se reduzca la fase de adaptacion al medio de cultivo final, asi como en
un medio que comprende zumo de naranja diluido al 25% en agua. En una realizacion
preferida el preindculo se cultiva en un medio que comprende 25% (v/v) de zumo de
naranja, 1% (p/v) de una fuente de carbono (glucosa o fructosa) y 75% de agua.

Posteriormente, tras haber conseguido suficiente biomasa en el preindculo y que
dicho preinoculo se encuentre en fase exponencial, se transfiere al medio de cultivo
definitivo a mayor escala que comprende zumo de naranja. El preindculo se puede
afiadir directamente al medio de cultivo definitivo o puede ser necesario proceder

previamente a una centrifugacion. En el caso de que el preindculo se haya crecido en un
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medio diferente al zumo de naranja, tal como YPD, YPE o YPG, es conveniente
proceder a una centrifugacion y a diferentes lavados, con el fin de eliminar la mayor
parte de ese medio. En una realizacion particular, la carga de inoculacion del cultivo
estd comprendida entre 0,05 y 0,2 unidades de absorbancia por mililitro medido por
espectrofotometria a una longitud de onda de 660 nm. En una realizacion preferida,
dicho valor de absorbancia es de 0,1 unidades de absorbancia por mililitro, que
corresponde a 1:10° células/ml. Esta relacién se hace efectiva si el preindculo se
encuentra en fase exponencial de crecimiento.

Las condiciones de cultivo en un medio que comprende zumo de naranja las
determinard un experto en la materia. Preferiblemente el microorganismo de la
invencidn se cultiva en agitacion y a una temperatura entre 15 y 35°C. Mas
preferiblemente dicha temperatura es de 30°C y la agitacion de 220 rpm.

Métodos para determinar si el microorganismo esta creciendo adecuadamente en
el medio que comprende zumo de naranja son aquellos en los que se determina la
biomasa celular antes del crecimiento y después de un tiempo adecuado de crecimiento
y se compara dicha biomasa celular antes y después. Para la determinacion de la
biomasa, y por tanto, conocer si el método de crecimiento ha ido bien, un experto en la
materia conoce los diferentes métodos que existen, tal como la determinacién de la
densidad optica a 660 nm del cultivo en el que esta creciendo el microorganismo de la

nvencion.

Método para la obtencion de un producto derivado del zumo de naranja

En otro aspecto la invencion se relaciona con un método para la obtencion de un
producto derivado del zumo de naranja, en adelante segundo método de la invencion,
que comprende la inoculacidn del microorganismo de la invencion o del cultivo de la
invencion en un medio de cultivo que comprende zumo de naranja, bajo condiciones
que permiten la fermentacion de los azucares reductores presentes en el zumo de
naranja.

Dicho método comprende varias etapas:

(i) La primera etapa consiste en la inoculaciéon del microorganismo de la
invencién. Dicha etapa es comun al primer método de la invencidn y se hace referencia

aqui a dicho método para la descripcion de los detalles del segundo método de la
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invencion. Brevemente, en primer lugar se crece un preindculo a una temperatura de 15
a 35°C, preferiblemente de 30°C en un volumen pequefio para obtener biomasa
suficiente y posteriormente se transfiere a un volumen mayor de medio de cultivo. En
una realizacidn preferida, el preinoculo se cultiva en un medio que comprende 25%
(v/v) de zumo de naranja, 1% (p/v) de una fuente de carbono (glucosa y/o fructosa) y
75% de agua.

(i) Tras haber obtenido biomasa suficiente a partir del crecimiento del
preindculo, se transfiere el cultivo del preindculo a un medio que comprende zumo de
naranja en un recipiente adecuado para que se lleve a cabo la fermentacidn alcohdlica.
El preindculo se puede afiadir directamente al medio de cultivo definitivo o puede ser
necesario proceder previamente a una centrifugacion. En el caso de que el preindculo se
haya crecido en un medio diferente al zumo de naranja, tal como YPD, YPE o YPG, es
conveniente proceder a una centrifugacion y a diferentes lavados, con el fin de eliminar
la mayor parte de ese medio. En una realizacion particular, la carga de inoculacion del
cultivo estd comprendida entre 0,05 y 0,2 unidades de absorbancia por mililitro medido
por espectrofotometria a una longitud de onda de 660 nm. En una realizacion preferida,
dicho valor de absorbancia es de 0,1 unidades de absorbancia por mililitro, que
corresponde a 1-10° células/ml. Esta relacion se hace efectiva si el preindculo se
encuentra en fase exponencial de crecimiento. El recipiente en el que se va a llevar a
cabo la fermentacion puede ser un tanque, una botella o un matraz, y el cultivo se
mantiene en condiciones anaerdbicas o con aire en el cuello de cabeza. En dichos
recipientes se permite la salida del gas producido, pero no la entrada de aire. En una
realizacion preferida, el cultivo se agita de manera puntual o bien de manera continua o
se permite la recirculacidén de la parte inferior a la parte superior del caldo de
fermentacion, con el fin de homogeneizar el cultivo. Debido a la presencia de pulpa,
durante la sedimentacidn se arrastran las levaduras y se experimenta un gradiente de
concentracion de microorganismos dandose la mayor concentracion de €stos en la parte
inferior del fermentador. Por tanto, la homogenizacidn del caldo de fermentacion
mediante agitacion permite que la levadura fermente en las regiones del fermentador en
las que se encuentra una mayor cantidad de pulpa, lo que reduce el cardcter amargo que
aporta la fermentacion de la pulpa. El movimiento puede realizarse por agitacion

continua (palas en el interior del fermentador o agitacion orbital) o por recirculacion de
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la fraccion inferior del fermentador para su deposicion en la parte superior. La agitacion
durante el proceso de fermentacion se realiza de forma constante y en un rango de 60 a
150 rpm para la correcta homogenizacion del contenido, preferiblemente dicha
agitacién es de 110 rpm. La ventaja que presenta la agitacion a lo largo de la
fermentacion es la homogenizacion del contenido fisico-quimico y microbioldgico en el
fermentador. Se ha de realizar con la minima aireacion del caldo de fermentacion para
minimizar los efectos del oxigeno sobre los antioxidantes o metabolismo de las
levaduras. El contacto de los antioxidantes contenidos en el fermento con el oxigeno
reduce el caracter nutricional de mismo. Los efectos que produce el oxigeno en contacto
con la levadura es el cambio metabdlico desde la fermentacion (metabolismo de interés)
al metabolismo respiratorio (no interesa en este procedimiento).

En una realizacion particular, el microorganismo de la invenciéon se puede
combinar junto con otras levaduras que también participen o ayuden en la fermentacion,
bien de manera secuencial o bien inoculadas al mismo tiempo. Dichas levaduras son
levaduras conocidas en el estado de la técnica que son capaces de fermentar cualquier
azucar, tanto azdcares reductores como no reductores y que son capaces de generar un
producto final de baja graduacion alcohdlica y buenas propiedades organolépticas.

El tiempo de fermentacion lo determina un experto en la materia y es
directamente proporcional a la concentracidén de azucares fermentables por la levadura
en el medio e inversamente proporcional a la temperatura. En una realizacion particular
la temperatura adecuada para la fermentacion es de 15 a 35°C. Preferiblemente, la
temperatura de fermentacion es de 20°C durante 3-4 dias. Una vez que tiene lugar el
agotamiento parcial o total de los azicares reductores presentes en el medio de cultivo y
la produccién de etanol y otros compuestos aromatizantes, la fermentacion se da por
terminada. La concentracion de etanol presente en el producto final fermentado varia
segun la concentracidn de azucares reductores presentes en el zumo de partida, pero
oscila entre 0,1 y 3,4% v/v. Debido a que se experimenta una fermentacion parcial de
los aztcares, no es necesaria la adicion de sacarosa como edulcorante.

(111) Una vez terminado el proceso de fermentacion se puede llevar a cabo
opcionalmente la eliminacion de los solidos en suspension, como las levaduras y los
restos de pulpa. Para ello, se pueden llevar a cabo, de forma individual o combinada las

siguientes etapas:
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(a) Centrifugacién de 5 minutos a 3000 g, provocando la sedimentacion de
los solidos o de las particulas de mayor densidad y reteniendo el sobrenadante.

(b) Decantacion a 4°C durante 1 a 10 dias y descartar el precipitado. La
decantacion es un método fisico de separacion de mezclas heterogéneas, en la cual
se separan las particulas mas densas de las menos densas. En caso de que se lleve a
cabo este paso, no es necesaria una maduracion posterior.

(c) Clarificacion con una sustancia con propiedades clarificantes, tal como
bentonita, gelatina u otro compuesto. Se descarta el precipitado. Se trata de un
procedimiento modificado de la decantacion en el que se adicionan compuestos
floculantes, capaces de unirse a los solidos incrementando su densidad y facilitando
su sedimentacion.

(d) Filtracion tangencial con filtros de 0,2-0,45 um, con una presion de
aspiracion a 2 bares y presion de salida a 0,5 bares. Se recupera el efluente. La
filtracion tangencial se caracteriza por una circulacion rapida del liquido
tangencialmente a una membrana o filtro. Asi, al tiempo que se efectia la filtracion,
se autolimpia la membrana, lo que permite trabajar en continuo con caracteristicas
de funcionamiento estables (composicion, caudal...). El permeado retenido se
pasteuriza, lo que consigue, por un lado eliminar los microorganismos y por otro
degradar parcialmente los restos de pulpa y conseguir un producto mas atractivo
para su consumo, ya que las fases liquida y solida estan menos diferenciadas.
Finalmente se mezclan el efluente con el permeado, obteniendo un producto estéril,
que contiene pectinas que estabilizan la espuma, asi como antioxidantes, aromas,
sabor y color agradables. Las pectinas presentes en la pulpa hacen que se necesite
una menor cantidad de CO, para la carbonatacion, debido a que las pectinas
mejoran la estabilidad.

Si se llevan a cabo las etapas (a), (b) y/o (c) para la eliminacidn de sélidos, es
preferible proceder a un paso de pasteurizacion posterior para eliminar la carga
microbioldgica. Sin embargo, la etapa (d) de filtracion tangencial con filtros de tamafio
0,2-0,45 pum también elimina microorganismos, por lo que el producto final ya estaria
esterilizado y no seria necesaria la etapa de pasteurizacion posterior. En una realizacidon

preferida, se realiza la operacion de decantacion (b) y después una pasteurizacion. En
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una realizacidn aun mas preferida, la pasteurizacion consiste en un calentamiento rapido
y en mantener una meseta de 2 minutos a 75°C seguido de un enfriamiento “flash”.

(iv) Una vez eliminados los so6lidos, se puede proceder a una etapa de
maduracion, en la que se conserva el producto fermentado entre 2 y 6°C de 1 a 10 dias,
con el fin de eliminar determinados compuestos volatiles y s6lidos decantables a dicha
temperatura. Este paso tiene como finalidad eliminar los s6lidos que formarian
precipitados a la temperatura de ingesta de la bebida. En el caso de que se desee, se
pueden afiadir diferentes compuestos que aporten estabilidad fisica al producto, tal
como antioxidantes, como el dcido ascérbico, que estd incluido de manera natural en el
zumo de naranja de origen.

(v) Por ultimo, se puede llevar a cabo un paso de gasificacioén o carbonatacion,
que consiste en la adicién de anhidrido carbdnico hasta alcanzar en equilibrio una
presion entre 0,1 y 2,5 bares (0,1-2,5 x 10° Pa), preferentemente de 0,44 bares (0,44 x
10° Pa). Se realiza a una temperatura entre 1 y 20°C, preferentemente a 4°C y en un
recipiente especifico para la gasificacion. Con esta presion se alcanza preferentemente
una relacion de 2 volimenes de CO, por cada volumen de bebida. Se espera a que se
equilibre el intercambio gaseoso entre las fases (liquido-gas) y si es necesario, se
adiciona més CO, hasta alcanzar la presion de alrededor de 0,44 bares. El tiempo de
carbonatacion dependera del tipo de recipiente sobre el que se realice, ya que influye el
area de intercambio liquido/gas y sera el tiempo suficiente para que se alcance la
presion de equilibrio deseada. En una realizacion preferida, para una carbonatacion mas
eficiente, se deja carbonatando 24 horas a 4°C, con el mayor area de intercambio
posible.

En el caso de que el producto final se esterilice, dicho producto se puede
conservar a temperatura ambiente durante un tiempo prolongado de meses, sin
problemas de contaminacion. La comercializacioén del producto sin dependencia de la
cadena de frio reduce los costes de explotacion incrementando la posibilidad de una
mejor comercializacion y distribucion.

El segundo método de la invencion da lugar a un producto derivado del zumo de
naranja diferente a los descritos en el estado de la técnica y con unas propiedades
organolépticas adecuadas y muy buenas para su consumo. Asi, en un ultimo aspecto, la

invencion se relaciona con un producto derivado del zumo de naranja que presenta una
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concentracion de etanol entre 0,1 y 3,4%, producido mediante el segundo método de la
invencion. Preferiblemente la concentracion de etanol final es de 2,5%. Debido a que se
emplea un zumo de naranja con una concentraciéon de 7 a 15% v/v de pulpa, las
caracteristicas finales del producto son adecuadas para su consumo, ya que no es
demasiado amargo.

El término “producto derivado del zumo de naranja” se refiere a un producto
generado a partir de la fermentacidn alcohdlica de zumo de naranja por parte del
microorganismo de la invencidn y que presenta una concentracidén de etanol
comprendida entre 0,1 y 3,4% (v/v).

El producto final obtenido comprende azicares no reductores, tal como sacarosa,
a una concentracion preferida de 50 g/1, por lo que no es necesario afiadir edulcorantes.

Asimismo, se pueden afiadir al producto final obtenido a partir del segundo
método de la invencidon compuestos adicionales, como aromatizantes, acidulantes,
colorantes, conservantes, antioxidantes, emulsionantes, espesantes, estabilizantes de la
pulpa, aditivos para mejorar las propiedades del producto o cualquier otro compuesto de
interés para la industria que aumente el valor de dicho producto. Compuestos adecuados
para la adicion en el producto final incluyen, aunque no se limitan, a taurina, cafeina,
teofilina, pectina, gomas, carboximetilcelulosa (CMC), carragenanos, almidén o
derivados, celulosa, acido alginico, alginato sodico, alginato potésico, alginato amoénico,
alginato célcico, alginato de propilenglicol, acido sdérbico, sorbato sodico, sorbato
potasico, sorbato calcico, acido benzoico o benzoatos, sulfitos, acido ascorbico o
ascorbatos, tocoferoles, acido lactico o lactatos, acido citrico o citratos, acido tartarico o
tartratos y acido fosforico o fosfatos o polifosfatos.

En una realizacidn particular, las caracteristicas del producto final son las

siguientes:

Sélidos solubles y acidos organicos | Inicial hasta 7 °BRIX
pH 3,5+0,5
% pulpa Depende del tratamiento post-fermentativo
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Azucares Totales 30-90 g/l
Reductores Hasta 30 g/l
Glucosa Hasta 15 g/l
Fructosa Hasta 15 g/l
No reductores 30-60 g/l
Acidez total 0,8 £0,2 g 4cido citrico anhidro/100ml
Etanol 0,1-3,4% v/v

Los compuestos volatiles mayoritarios presentes en el producto derivado del

zumo de naranja son preferiblemente los siguientes:

Compuesto Concentracion media (mg/l)
Acetaldehido 5,65
Metil acetato 0,54
Acetato de etilo 501,95
Metanol 37,65
1-Propanol 27,23
Isobutanol 39,07
Isoamil acetato 9,04
2-Metil-1-butanol 11,15
3-Metil-1-butanol 30,75
5
A continuacién se describen algunos ejemplos ilustrativos que ponen de
manifiesto las caracteristicas y ventajas de la invencion; no obstante, no se deben
considerar como limitativos del objeto de la invencion.
10 EJEMPLO 1

Aislamiento v caracterizacion de Pichia kluyveri (CECT 13055)

I. MATERIALES Y METODOS

Fruta
Para la busqueda de levaduras del entorno citrico, se tomaron muestras de
15 diferentes variedades de citricos: Navelina, Navelate, Salustiana, Pomelo y Naranja
amarga.
Todas las frutas se tomaron de la Vega del Guadalquivir (Sevilla), entorno con

mayor cantidad y variedad de citricos de la zona de experimentacidon. Las regiones
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sobre las que se tomaron las muestras estuvieron 30 dias sin tratamiento quimico alguno

que limitase el espontaneo desarrollo de la microbiota del entorno.

Se tomaron tres tipos de muestras:
(1) Naranjas completas,
(2) Naranjas a las que 7 dias antes se les habian practicado escisiones en la piel,

y

(3) Naranjas en estadio de podredumbre espontanea depositadas en el suelo.

Medios de cultivo

Las muestras fueron cultivadas en placas con un medio que permite el

crecimiento de cualquier levadura que sobre él se deposite. Se trata de un medio rico

que emplea como fuente de carbono la glucosa y cuya composicion es la siguiente:

Para un volumen total de 1.000 ml: 20 g de peptona, 10 g de extracto de

levadura, 20 g de agar y 20 g de fuente de carbono (glucosa). Posteriormente se sometid

a autoclavado para su esterilizacion. Se dosificd en cada placa petri 20 ml del medio

anterior en condiciones de esterilidad.

Cultivo de las muestras en las placas

Sobre las muestras frutales recibidas en el laboratorio se procedié al cultivo de

diferentes regiones sobre placas con medio de cultivo. Asi, segun el tipo de muestra se

procedio de la siguiente manera:

Naranjas completas: Se pasaron palillos de dientes estériles por la cascara de la
naranja y se depositaron sobre la placa con el medio de cultivo. También se
abrieron las piezas de fruta y se frotd con nuevos palillos la region entre la corteza y
la pulpa (region comprendida entre el epicarpo y mesocarpo). Con una micropipeta
se tomaron pequefios volumenes de zumo, pinchados directamente del mesocarpo,
y se sembraron sobre las placas.

Naranjas a las que 7 dias antes se les habian practicado escisiones en la piel: Se
pasaron palillos de dientes estériles por la cascara de la naranja y por las escisiones
practicadas, y se depositaron sobre la placa con el medio de cultivo. También se
abrieron las piezas de fruta y se frotaron con nuevos palillos por la region entre la

corteza y la pulpa (regiéon comprendida entre el epicarpo y mesocarpo). Con una
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micropipeta se tomaron pequefios volumenes de zumo, pinchados directamente del
mesocarpo, y se sembraron sobre las placas.

- Naranjas en estadio de podredumbre espontanea depositadas en el suelo: Se pasaron
palillos de dientes estériles por la cascara de la naranja y se depositaron sobre la
placa con el medio de cultivo. Con una micropipeta se tomaron pequefios
volimenes de zumo, pinchados directamente del mesocarpo, y se sembraron sobre

las placas.

II. RESULTADOS

Identificacion de las cepas de levaduras

Sobre todas las placas ensayadas, un total de 50, se realizd una busqueda de
aquellas levaduras que fueron capaces de desarrollarse. Sobre las placas crecieron
ademads de levaduras, otros hongos y bacterias.

Se realizd un primer cribado visual sobre las placas en busca de colonias de
levaduras (mds blancas y menos brillantes que las bacterianas). Una vez seleccionadas
aquellas colonias que visualmente se identificaron como levaduras o que surgian dudas,
se procedid a visualizar las colonias por microscopia para cerciorarse de que se trataban
realmente de microorganismos de interés. Las levaduras presentan mayor tamafio que
las bacterias, ademds de tener una morfologia mas redondeada y ser capaces de
replicarse por gemacion.

Las cepas de levaduras que se identificaron se sembraron en nuevas placas para

su purificacion y mantenimiento para posteriores ensayos.

Seleccion de la levadura de interés

Sobre la bateria total de levaduras obtenidas del proceso de aislado e
identificacion, se ensayaron fermentaciones de zumo de naranja en pequefio volumen
(250 ml) a diferentes tiempos y se descartaron si presentaban un perfil organoléptico
desfavorable para un total de 8 catadores.

De todo el proceso de aislado e identificacion de cepas levaduriformes, se
obtuvieron un total de 9 colonias de microorganismos, sobre los que se ensayaron las

fermentaciones y catas.
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Tras el cribado por cata se obtuvieron dos levaduras (cepa 4N179 y 4N187) que
ofrecian muy buen perfil organoléptico. Dichas cepas de levadura se enviaron a la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo para su identificacion molecular. El informe
indic6 que ambas levaduras pertenecian a la misma especie (Pichia kluyveri).

Sobre estas dos cepas de levaduras se llevaron a cabo fermentaciones en paralelo
y en diferentes condiciones, siendo la cepa 4N187 de Pichia kluyveri (CECT 13055) la
que resulté en un producto mas constante y homogéneo, y por ello, se seleccioné como
la mejor levadura para llevar a cabo la fermentacidon de zumo de naranja y los
posteriores estudios.

Por otro lado, para determinar las propiedades fisicoquimicas de la levadura se
ha estudiado su crecimiento en distintos medios, ya que es preciso conocer las
necesidades bioquimicas para el crecimiento de la levadura y partir de una materia
prima idonea para el metabolismo de las levaduras. Algunos de los estudios fueron:
crecimiento en distintos medios conteniendo cada uno de los cuales fuentes de
nitrogeno o carbono distintos, medios enriquecidos, medios con componentes para

impedir el crecimiento de otros microorganismos (metabisulfito potasico).

Andlisis taxonomico de Pichia kluyveri

Entre los principales andlisis que se realizaron de forma rutinaria para la
caracterizacion de levaduras estan los relacionados con la utilizacion de compuestos
hidrocarbonatados: fermentacidon de azticares, asimilacion de azucares y asimilacion de
alcoholes.

Los resultados de estos analisis para Pichia kluyveri fueron los siguientes:

Asimilacion

Glucosa + | N-acetil-D-glucosamina | n
Galactosa - | Metanol -
L-sorbosa - | Etanol +
Sacarosa - | Glicerol +
Maltosa - | Eritritol -
Celobiosa - | Ribitol -
Trehalosa - | Galactitol -
Lactosa - | D-manitol -
Melobiosa - | D-glucocitol -
Rafinosa - | a-metil-D-glucosido -
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Melicitosa - | Salicina -
Insulina - | D-gluconato -
Almidoén soluble | - | DL-lactato +/w
D-xilosa v | Succinato +/w
L-arabinosa - | Citrato w/-
D-arabinosa - | Inositol -
D-ribosa - | Hexadecano -
L-ramnosa - | Nitrato -
D-glucosamina | n | Vitamina libre -

(+), positivo, (-), negativo, w, debil; v, variable (+/-, w/-); n, sin datos

A continuaciéon se muestran los resultados de otros andlisis de asimilacion y
determinacion de otras caracteristicas, tales como su capacidad de crecimiento a

5 distintas temperaturas o el tipo de Co-Q.

FERMENTACION P. kluyveri var. kluyveri

Glucosa +
Galactosa -
Sacarosa -
Maltosa -
Lactosa -
Rafinosa -
Trehalosa -
D-glucitol -
D-glucitol -
REACCIONES DE ASIMILACION | P. kluyveri var. kluyveri
Y OTRAS CARACTERISTICAS
Glucosa +
Galactosa -
L-sorbosa -
Sacarosa -
Maltosa -
Celobiosa -
Trehalosa -
Lactosa -
Melobiosa -
Rafinosa -
Melicitosa -
Inulina -
L-arabinosa -
D-arabinosa -
D-ribosa -
L-ramnosa -
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D-glucosamina

+|+

N-acetil-D-glucosamina

Metanol

Etanol

+ 4|

Glicerol

Eritritol

Ribitol

Galactiol -

D-manitol -

D-glucitol -

a-metil-D-glucosido -

Salicina _

D-gluconato -

Citrato \%

Inositol -

Hexadecano -

Nitrato -

Nitrito n

Vitamina libre -

2-Keto-D-gluconato -

5-Keto-D-gluconato

Acido sacarico

Xilitol

L-arabinitol

Arbutina

1,2 diol-propano

2,3 diol-butano

Cadaverina

Creatina

L-lisina

Etilamina

50% glucosa

10% NaCl/5% glucosa
Formacion de almidon
Ureasa

Crecimiento a 19°C
Crecimiento a 25°C

+(B |8 (B(B|IBB|IB|B|[B|B

Crecimiento a 34°C

Crecimiento a 37°C

sl<|s|+|+|5

Crecimiento a 40°C

Componente principal del Co-Q Co-Q7

(+), positivo, (=), negativo, w, debil; v, variable (+/-, w/-); n, sin datos

EJEMPLO 2
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Fermentacion alcohdlica de zumo de naranja por Pichia kluyveri (CECT
13055)
I. MATERIALES Y METODOS
Mediio de cultivo

Las fermentaciones se realizaron en recipientes estériles. El procedimiento de
esterilizado se realizd por autoclavado por calor o bien empleando agentes quimicos
para tal fin. Los agentes quimicos empleados fueron lejia (hipoclorito sédico) al 50% en
agua o etanol al 70% en agua y previo a la fermentacion se realizé un aclarado para la
eliminacion de estos agentes.

Como recipientes se emplearon botellines comerciales de 250 ml, barriles de
aluminio de 5 1, recipientes de polipropileno de diferentes volumenes y matraces de
laboratorio también de diferentes volimenes, seglin la necesidad.

El zumo del que se partid contenia una cantidad minima de microorganismos
para descartar la proliferacion de organismos no deseados que modificaran el proceso
de fermentacion y por ende el producto final. En concreto, se partid de un zumo de
naranja sin microorganismos obtenido por un procedimiento de pasteurizacion.

En el zumo de naranja de origen, se midieron los siguientes parametros: sélidos
solubles y acidos orgéanicos, pH, porcentaje de pulpa, azticares reductores y no
reductores y acidez total. Dichos parametros, que tenian que estar dentro de unos
intervalos para considerar la materia prima adecuada para la fermentacion, se describen

a continuacion:

Solidos solubles y acidos organicos | 11 £ 1 °BRIX
pH 3,5+0,5
% pulpa 7-15% viv
Azucares Totales 40-120 g/l
Reductores 30-60 g/l

Glucosa 15-30 g/l

Fructosa 15-30 g/l
No reductores 30-60 g/l
Acidez total 0,8 £ 0,2 g acido citrico anhidro/ 100ml
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Estos parametros varian segin la localizacidon geografica del cultivo, época del
afo y variedad del citrico, ya que todos son dependientes del grado de madurez de la
fruta. Por lo tanto, cuando fue necesario, se procedio a la rectificacion de la materia
prima hasta llegar los parametros deseados descritos en la tabla anterior.

Los grados BRIX se midieron por refractometria empleando un refractometro
portatil, con una escala de 0 hasta 32 °BRIX. El porcentaje de pulpa se determin6
afiadiendo 10 ml de zumo homogeneizado por agitacion en un tubo de 15 ml graduado y
centrifugando durante 10 minutos a 3000 rpm. El porcentaje de pulpa se determind
segun la cantidad de pulpa precipitada y se cuantificd por la graduacion del tubo.

La determinacidn de aztcares reductores se realizé mediante la utilizacion del
método calorimétrico del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). La determinacion de
azucares no reductores se llevo a cabo mediante una hidrdlisis 4cida de la sacarosa y
una vez hidrolizado, se cuantifico como un azucar reductor, tal como se ha descrito
anteriormente.

La acidez se determind mediante una valoraciéon con hidréxido sédico (0,1 N)
empleando como indicador la fenolftaleina.

El cultivo se realizdo en un medio rico en azucares reductores elaborado con
zumo de naranja, que contenia un 25% (v/v) de zumo de naranja centrifugado 5 minutos
a 3000 rpm, 1% (p/v) de una fuente de carbono (glucosa o fructosa) y 75% de agua. El
medio de cultivo contenia al menos 20 g/l de azucares reductores que son los
asimilables por la levadura. No fue necesario aportar ninguna fuente de nitrogeno, ya
que el zumo de naranja aportaba dichos nutrientes. El medio de cultivo fue esterilizado
por calor en un autoclave, con una meseta de temperatura de 121°C durante 20 minutos
para evitar contaminacion y obtener un preindculo puro que solo contuviera la cepa de

intereés.

Fermentacion

Se partié de un preindculo puro de la cepa de levadura CECT 13055, dicho
preindculo se incubd en agitacion, a 220 rpm, a 30°C en el medio de cultivo descrito
anteriormente.

Asimismo, se ensayaron otros medios de cultivos para el desarrollo del cultivo

iniciador, tal como un medio rico con glucosa como fuente de carbono, un medio rico
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con glicerol como fuente de carbono, un medio rico con etanol como fuente de carbono
y zumo de naranja sin diluir.

Tras probar las diferentes cargas de inoculacion, la carga de inoculacion 6ptima
en el cultivo correspondio6 al rango de absorbancia medida a 660 nm de 0,05 a 0,2. 0,1
unidades de absorbancia por mililitro corresponden aproximadamente al orden de 1-10°
células viables por mililitro. Esta relacion se hace efectiva si en el momento de la
transferencia del preindculo éste se encuentra en fase exponencial de crecimiento. Por
encima de 0,2 el resultado era similar al obtenido con una absorbancia de 0,1. Sin
embargo, por debajo de 0,05 el proceso de fermentacién era casi inexistente y se
prolongaba mucho en el tiempo.

El zumo junto a la levadura se introdujo en un fermentador en condiciones
anaerobias o con aire en el cuello de cabeza, en proporcidn variable, que puede ir desde
el 60 hasta el 95% de volumen de zumo/volumen del fermentador. En este tipo de
recipientes se permitia la salida de gas pero no la entrada, y en caso de entrar algo de
aire, éste es estéril para impedir la contaminacion con otros microorganismos, para lo
que se empled una valvula u otro dispositivo tipo airlock.

La fermentacion se llevo a cabo en condiciones no estaticas, con movimiento de
la matriz. E]l movimiento se realizé de dos maneras: por agitacion continua (palas en el
interior del fermentador o con agitacion orbital) y por recirculacion de la fraccidon
inferior del fermentador para su deposicion en la parte superior. La agitacion durante el
proceso de fermentacion se realizo de forma constante a 110 rpm. Para la recirculacion,
se tomd la muestra de la zona inferior del fermentador y con una bomba de fluidos se
remontd a la parte superior del fermentador donde se depositd. De este modo, se
consiguio homogeneizar el contenido. La tasa de recirculacidon fue variable segun el tipo
de fermentador ya que se buscaba la correcta homogeneizacion del contenido.

El tiempo de fermentacidn es directamente proporcional a la concentracién de
azucares fermentables por la levadura en el medio, e inversamente proporcional a la
temperatura. Asi, la temperatura 6ptima para la fermentacion fue de 20°C y con una
duracion de 3 dias. En este tiempo tuvo lugar el agotamiento parcial de los aztcares
fermentables presentes y la produccion de etanol y otros compuestos aromatizantes que
supusieron un producto totalmente diferenciado del zumo de naranja de partida. La

concentracion de etanol presente en el fermento fue variable segun la concentracion de
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azucares reductores presentes en el zumo de partida, pero la cantidad de etanol oscilaba
entre 0,1-3,4% v/v. Para la determinacién de la concentracion de etanol se utilizo el kit
enzimatico (Alcohol deshidrogenasa) producido por ROCHE y comercializado por R-
Biopharm, Cat. No. 10 176 290 035. El etanol se puede oxidar a acetaldehido por el
NAD en presencia de la enzima alcohol dehidrogenasa (ADH) para producir NADH. El
NADH producido se determind espectrofotométricamente a 334, 340 6 360 nm.
Mediante la determinacién del NADH se determiné de manera indirecta la
concentracion de etanol. Para la identificacion de los demds alcoholes volatiles se
emple6 cromatografia de gases.

Sobre el producto final se realizdé un perfil de compuestos volatiles (aromas)
mediante cromatografia de gases/masas con un inyector especial capaz de tomar la

fraccion gaseosa que contenia los aromas.

Tratamiento post-fermentativo

Para el tratamiento post-fermentativo se probaron las siguientes operaciones de

forma individual o en combinacién:
(1) Centrifugacion de 5 minutos a 3000 g y eliminacion del precipitado.
(2) Decantacion a 4°C de 1 a 10 dias y eliminacion del precipitado para eliminar los
solidos sedimentados.
(3) Clarificaciéon con una sustancia capaz de unirse a los sélidos incrementando su
densidad y facilitando su sedimentacion (bentonita, gelatina u otro compuesto) y
eliminacion del precipitado.
(4) Filtracion tangencial de 0,2-0,45 um, con una presion de aspiracion a 2 bares (2
x 10° Pa) y presion de salida a 0,5 bares (0,5 x 10> Pa) y reteniendo el efluente.
(5) Pasteurizacion.

Se ha experimentado que todos los tratamientos, excepto en el caso de la
fermentacion tangencial y pasteurizacion, no aportan estabilidad microbioldgica al
fermento, por lo tanto se descartaron como tratamientos post-fermentativos unicos, pero
se podrian utilizar en combinacion con otros tratamientos.

Como tratamientos post-fermentativos més idoneos, se concluydo que la

decantacién seguida de una pasteurizacion eran los tratamientos mas dptimos, debido a
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que aportaban estabilidad al producto final sin modificar sus propiedades
organolépticas.

Con la decantacién se consiguieron eliminar la mayor parte de los sélidos
(pulpa) y levaduras. Se realizé en frio para limitar que se siguiera produciendo la
fermentacién, ademds de precipitar la mayoria de los sélidos decantables a esta
temperatura.

Con la pasteurizacion se consiguid la estabilidad microbioldgica y se
interrumpid el proceso fermentativo, incluso a temperatura ambiente. Esto permite
comercializar el producto sin necesidad de mantener una cadena de frio. La
pasteurizacion necesaria para aportar estabilidad consistié en un calentamiento rapido y

en mantener una meseta de 2 minutos a 75°C seguido de un enfriamiento “flash”.

Carbonatacion

El proceso se llevd a cabo a 4°C y en un recipiente especifico para la
gasificacion. Consistio en la adicion de anhidrido carbdnico hasta alcanzar en equilibrio
una presion especifica de 0,44 bares (0,44 x 10° Pa). Con esta presion se alcanzé una
relacion de 2 volumenes de CO;, por cada volumen de bebida. El procedimiento
consistié en afadir el CO, y esperar a que se equilibrara el intercambio gaseoso entre las
fases (liquido-gas) y si era necesario, se afiadia mas CO; hasta alcanzar la presion de
0,44 bares (0,44 x 10° Pa). Para una carbonatacién mas eficiente, se dejo carbonatando
24 horas a 4°C, con el mayor area de intercambio posible.

El procedimiento de carbonatacion favorecié las propiedades organolépticas del
producto final al aportar un fuerte caracter refrescante, ademas de hacer mas atractivo el

producto por la formacidn de una capa de espuma superior.

II. RESULTADOS

Las curvas de crecimiento para la cepa de levadura CECT 13055 en los
diferentes medios de cultivo en la fase exponencial se muestran en la Figura 1.

Los medios en los que el cultivo tarda mas en alcanzar la fase exponencial son el
zumo de naranja y el medio que tiene como medio de cultivo glicerol (YPG). El medio
que emplea como fuente de carbono etanol (YPE) tiene una fase exponencial muy

pronunciada, pero ligeramente mas retrasada en el tiempo que YPD y el medio con un
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25% de zumo. Hay que tener en cuenta que el medio de cultivo que usa como fuente de
carbono etanol es el mas caro de todos, por lo que no es conveniente utilizarlo en el
proceso de fermentacion.

Aquellos medios en los que se experimenta antes la fase exponencial son el
medio con un 25% de zumo de naranja y aquel que tiene como fuente de carbono
glucosa (YPD). Tal como se puede observar en la Figura 1, la curva de crecimiento para
estos dos medios es similar.

Tras esta comparacion de crecimiento en los diferentes medios, se considerd
como medio mas éptimo para el cultivo del preindculo aquel que contenia un 25% de
zumo de naranja y ligeramente enriquecido con aztcares reductores (25% (v/v) de zumo
de naranja, 1% (p/v) de una fuente de carbono (glucosa o fructosa) y 75% de agua). Las
razones por las que se considera este medio como el mas adecuado son que es el mas
econdmico, se alcanza la fase estacionaria en menor tiempo, la densidad dptica maxima
alcanzada es aceptable, y ademas, reduce el tiempo de adaptacion del microorganismo
al medio de fermentacidn y no es necesario realizar lavados del cultivo al cambiar de
preindculo al cultivo. Debido a que se produce el preindculo en un medio similar al
zumo de naranja, no es necesaria la adaptaciéon del microorganismo desde el
crecimiento en el preindculo hasta el crecimiento en zumo de naranja para llevar a cabo
la fermentacion.

El producto final tras la fermentacion presenta las siguientes caracteristicas:

Solidos solubles y acidos organicos | 7 °BRIX
pH 3,5+0,5
% pulpa Depende del tratamiento post-fermentativo
Azucares Totales 30-90 g/l
Reductores 30 g/l

Glucosa 15 g/l

Fructosa 15 g/l
No reductores 30-60 g/l
Acidez total 0,8 = 0,2 g 4cido citrico anhidro/100ml
Etanol 3,5% v/v

En cuanto a los compuestos volatiles mayoritarios presentes en el producto

derivado del zumo de naranja son preferiblemente los siguientes:
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Compuesto Concentracion media (mg/l)
Acetaldehido 5,65

Metil acetato 0,54

Acetato etilo 501,95

Metanol 37,65

1-Propanol 27,23

Isobutanol 39,07

Isoamil acetato 9,04

2-Metil-1-butanol 11,15

3-Metil-1-butanol 30,75

Entre los compuestos mencionados, los de mayor interés organoléptico para
constituir aromas frutales son: acetaldehido (aroma a manzana madura), acetato de etilo
(aroma a pifia), isobutanol, acetato de isoamilo (aroma a platano), metanol (aroma
frutal) y 1-propanol (acético).

En las Figuras 2, 3, 4 y 5 se muestra graficamente la evolucion durante el
proceso fermentativo de los azucares, de la concentracion de etanol y de los grados Brix
al utilizar en la fermentacidn la cepa de levadura de la invencion.

Se puede observar en la Figura 2 que a partir del tercer dia de fermentacion, se
han consumido aproximadamente el 60% de los azucares presentes en el medio de
cultivo, cantidad que no aumenta a mayor tiempo de fermentacion. En concreto, la
concentracidon de azucares no reductores presentes en el medio a fermentar (sacarosa),
permanece invariable durante el procedimiento fermentativo, ya que la cepa de levadura
no es capaz de consumir dichos aztcares, siendo la concentracidn inicial y final para la
sacarosa de 48 g/l. Sin embargo, tal como se puede observar en la Figura 3, la
concentracidon de azucares reductores disponibles disminuye drasticamente al cabo de
los 4 dias de comenzar la fermentacidn, hasta agotarse practicamente. En cuanto a la
concentracion de etanol, en la Figura 4 se puede observar como a partir de los 4 dias la
concentracion de etanol se mantiene invariable, es decir, se mantiene aproximadamente
a 3,5%. Por ultimo, los grados Brix, que miden el cociente total de sacarosa disuelta en
un liquido disminuyen con el tiempo de fermentacidén, de manera que en origen el zumo
de naranja a fermentar presentaba 11 °Brix y tras cuatro dias de fermentacion dicho

valor estaba alrededor de 7 °Brix.
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Tanto la acidez como el pH permanecieron invariables durante el proceso
fermentativo. La acidez se mantiene en torno a 0,8 g de 4cido citrico anhidro/ 100ml y
el pH alrededor de 3,5. Aunque se experimentan ligeras fluctuaciones, no sigue ninguna
tendencia. Probablemente se deba a que el zumo que se fermenta ya presenta un pH

acido, y no es necesario que la levadura lo modifique para adecuarse a €l.

EJEMPLO 3

Comparacion de la fermentacion llevada a cabo por diferentes levaduras

Se realizé un estudio comparativo de fermentacion en agitacion de zumo de
naranja con diferentes cepas de levaduras. En concreto, dichas cepas de levadura fueron
las siguientes:

- 4N187: Cepa de levadura de Pichia kluyveri aislada del entorno natural de

los citricos, depositada con el numero de CECT 13055.

- 4N179: Cepa de levadura de Pichia kluyveri aislada del entorno natural de

los citricos.

- Pichia fermentans

- Sacchromyces cerevisiae: levadura tradicionalmente empleada para

fermentacion alcohodlica en enologia, cerveceria y panificacion.

- Saccharomyces cerevisiae var. bayanus: levadura tradicionalmente empleada

para fermentacion alcohdlica en enologia y cerveceria.

- Saccharomyces carlsbergensis: levadura tradicionalmente empleada para

fermentacion alcohodlica en cerveceria.

Se muestran datos de comparacidn de estas cepas en fermentacion con agitacion
(110 rpm.). Las fermentaciones se realizaron a 20°C y se ensayaron durante 15 dias. Los
parametros evaluados a lo largo de las fermentaciones fueron azlcares totales
(reductores y no reductores), etanol y acidez.

Aziicares reductores

La concentracion de azucares reductores, tales como glucosa y fructosa,
disminuyen a lo largo del tiempo de fermentacion en todas las cepas. Debido a que a

partir del dia 5 ya se han consumido la totalidad de azticares reductores, en la Figura 6
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se muestra un grafico sélo con los 6 primeros dias de fermentacion. A dia 2 tras la
fermentacion, las cepas con una mayor capacidad de metabolizacidon de azucares
reductores son S. carlsbergensis y S. cereviseae, manteniendo las demas cepas valores
similares. A dia 3, los valores de azucares reductores estan comprendidos entre 0 y 10
g/l para todas las cepas excepto para P. fermentans y S. cerevisiae var. bayanus. A dia 4
la concentracion de azticares reductores para todas las cepas es practicamente 0.

Acidez

Se analizé la acidez del fermento a lo largo del procedimiento, que permanecid
invariable durante la fermentacion e independiente de si el procedimiento transcurrié en
agitacion o estatico.

Azucares no reductores

En las Figuras 7, 8 y 9 se muestra la evolucion durante la fermentacidon de un
azucar no reductor, tal como la sacarosa. La sacarosa es un aztcar no fermentable por
las cepas del género Pichia, pero si por el resto de las cepas.

Tal como se puede observar en la Figura 7, las dos cepas de P. kluyveri (4N187
y 4N179) presentan un perfil de consumo de azucares no reductores muy similar. La
concentracion de sacarosa permanece practicamente invariable durante el procedimiento
fermentativo para estas cepas, las pequefas fluctuaciones derivan posiblemente del
muestreo y el procedimiento de cuantificacion. En caso de influir en el metabolismo de
la cepa, se observaria una clara tendencia durante la fermentacion. De este ensayo se
extrae la incapacidad de la cepa de levadura de P. kluyveri de metabolizar la sacarosa en
agitacion.

En cuanto a la evolucidn de la concentracion de sacarosa en las cepas de
Saccharomyces, tal como se observa en la Figura 8, la concentracion de sacarosa para
estas tres cepas a dia 6 es practicamente 0. Es decir, a partir del dia 6 no quedan
azucares fermentables en el caldo de fermentacion, al tener la capacidad de metabolizar
la sacarosa.

En la Figura 9 se muestra una comparacion de la evolucion de la concentracion
de sacarosa en todas las cepas de levadura ensayadas. Se observa la diferencia entre las
cepas del género Pichia (4N187,4N179 y P. fermentans) que no metabolizan la
sacarosa, frente a las del género Saccharomyces (S. cereviseae, S. carlsbergensis y S.

cerevisiae var. bayanus) que si son capaces de degradarla. Dentro del género
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Saccharomyces, la mas retardada es S. cerevisiae var. bayanus y la que presenta una
mayor actividad es S. cereviseae.

Etanol

La evolucion para la produccion de etanol, al igual que el consumo de azucares
no reductores (sacarosa) sigue dos patrones diferenciados segun el género de la cepa de
levadura empelada, ya sean para las cepas del género Pichia como para las cepas del
género Saccharomyces. En el caso de las levaduras del género Saccharomyces se
obtienen mayores niveles de produccion de etanol, algo razonable ya que se metaboliza
la sacarosa (Figura 10 y Figura 12).

Tanto la cepa 4N187 como la cepa 4N179 siguen el mismo patron de
comportamiento en cuanto a la produccidn de etanol (Figura 11). Se observa diferencia
respecto a P. fermentans en cuanto a la produccion de alcohol, ya que ésta, a partir del
dia 8 es capaz de producir un grado alcohdlico mas que P. kluyveri. P. fermentans
también es la mas retardada de las tres en cuanto a la produccion de etanol, este dato
valida que también sea la mas lenta metabolizando los azicares reductores. No se
observa una tendencia de metabolizar etanol por parte de las cepas, aunque si pequefias
fluctuaciones. La menor produccion de etanol de las cepas 4N187 y 4N179 de P.
kluyveri con respecto a la cepa de P. fermentans se ve mas acentuada cuando se cultivan
las levaduras sin agitacion (Figura 13), en donde a 7 dias de fermentacion mediante las
cepas de P. kluyveri se obtiene una concentracion de etanol muy baja, de 1%, mientras
que con la cepa de P. fermentans la concentracidn de etanol es de 2,2%.

En cuanto a las cepas de Saccharomyces, para todas las cepas, se define el dia 4
como aquel en el que se alcanzan los mayores niveles de etanol. Pasado este dia, para
las cepas carilsbergensis y S. cerevisiae var. bayanus se observa una ligera tendencia de
disminucidn de estos valores, posiblemente debido a la metabolizacion de etanol por
parte de la levadura al agotarse los aztcares como fuente de carbono o por volatilidad
del etanol, ya que el proceso se realiza en agitacion. Sin embargo, se descarta la
volatilidad, ya que para S. cereviseae, que se encuentra en las mismas condiciones, no
se observa. Para §. cereviseae, se alcanza un mayor grado alcohoélico, y pasado el dia 4,
no se observa ninguna tendencia de degradacion, aunque si pequefias fluctuaciones

posiblemente debidas al procedimiento de determinacion y muestreo.
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CONCLUSIONES

Las cepas del género Pichia no son capaces de degradar la sacarosa presente en
el zumo de naranja, en contraposicion con las cepas del género Sacharomyces que si son
capaces de metabolizarlo.

En cuanto a la metabolizacion de los aztcares reductores (glucosa + fructosa),
las seis cepas siguen un mismo patron, observandose que a 3 dias las concentraciones
estan comprendidas entre 0 y 10 g/l y para los 4 dias de fermentacion ya se han agotado.

Al agotarse los azucares asimilables por las cepas del género S. cerevisiae var.
bayanus 'y S. carlsbergensis, los niveles de etanol van disminuyendo.

Las cepas del género Pichia son capaces de alcanzar en tres dias 2,5% de etanol
y mantener azucares residuales, siendo la mayor parte sacarosa (no metabolizable) y
algunos residuos de azucares reductores. Los niveles de azlicares son suficientes como
para no tener que adicionar edulcorantes.

Las cepas 4N187 y 4N179 de P. kluyveri son las cepas que mejores propiedades
organolépticas aportan al producto final, ademas de presentar menor concentracion de
etanol. Para el caso de P. fermentans, a pesar de comportarse de manera similar que las
cepas 4N187 y 4N179 de P. kluyveri, el producto final es parecido al obtenido por
fermentacion con Saccharomyces, y no presenta propiedades organolépticas dptimas
para su consumo. Asimismo, en el producto final obtenido a partir de P. fermentans es
necesario afadir sacarosa, ya que dicha levadura es capaz de consumir sacarosa y el

contenido en etanol es mayor que para las cepas 4N187 y 4N179.
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REIVINDICACIONES

Un microorganismo de la especie Pichia kluyveri depositado en la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con numero de acceso 13055, con
capacidad de fermentar glucosa y/o fructosa o un mutante de dicho
microorganismo que mantiene dicha capacidad.

Un cultivo bioldgicamente puro del microorganismo segun la reivindicacion
1.

Un medio de cultivo del microorganismo segun la reivindicacion 1 que
comprende zumo de naranja.

Un medio de cultivo segun la reivindicacion 3 que comprende 25% (v/v) de
zumo de naranja y 1% (p/v) de una fuente de carbono.

Un medio de cultivo segtn la reivindicacion 4 en donde la fuente de carbono
es glucosa y/o fructosa.

Uso del microorganismo segun la reivindicaciéon 1 o del cultivo segun la
reivindicacion 2 para llevar a cabo fermentacion alcohdlica.

Un método de crecimiento del microorganismo segun la reivindicacion 1 o
del cultivo segln la reivindicacidon 2 que comprende inocular dicho
microorganismo en un medio que comprende zumo de naranja.

Un método para la obtencion de un producto derivado del zumo de naranja
que comprende la inoculacion del microorganismo segun la reivindicacion 1
o del cultivo segtn la reivindicacion 2 en un medio de cultivo que
comprende zumo de naranja, bajo condiciones que permitan la fermentacion
de los azucares reductores presentes en el zumo de naranja.

M¢étodo segtn la reivindicacion 8 en donde la fermentacion tiene lugar entre
15y35°C.

M¢étodo segiin cualquiera de las reivindicaciones 8 ¢ 9 en donde la
fermentacion tiene lugar durante 3 a 7 dias.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 en donde la

fermentacion tiene lugar a 20°C durante 3 dias.



10

15

20

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

ES 2382843 Al

M¢étodo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 en donde la
fermentacion tiene lugar en agitacion o por recirculacion.

Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 en donde después del
proceso de fermentacion se lleva a cabo una decantacion de sélidos y
pasteurizacion.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13 en donde
adicionalmente se lleva a cabo una etapa de carbonatacion.

Producto derivado del zumo de naranja que presenta una concentracion de
etanol entre 0,1 y 3,4% (v/v), obtenible mediante el método segin la
reivindicacion 8.

Producto segun la reivindicacion 15 en donde la concentracién de etanol es
de 2,5% (v/v).

Producto segin la reivindicacion 15 que comprende adicionalmente un
compuesto seleccionado del grupo formado por aromatizantes, acidulantes,
colorantes, conservantes, antioxidantes, emulsionantes, espesantes,
estabilizantes y compuestos para mejorar las propiedades del producto de
interés para la industria.

Producto segtin la reivindicacién 15 que comprende al menos un aziicar no
reductor.

Producto segun la reivindicacion 18 en donde el azicar no reductor es

sacarosa.



I VINOM

ES 2382843 Al

[ol 11 ipy e e OLUNT B3P LG 7 s DA ER T S PRI T
seiqg
or SE ot 5t of 5T 5} 5 a
5 Hu.
#

B

8

yyyyy e o1
#1
gt

LSTNT ‘0O1UBIWIIBID 3P SeAIn)

{wupgg)oa




ES 2382843 Al

¢ VHNODIA

9t

I

seiq

1 ot g 9 ¥

UOIJEIUBLIIDS B] DJUBIND SOPILINSUOI S3IRINZY

01

0z

og

ar

0s

0%

0L

{1/3) soprunsuod saiesnzy




ES 2382843 Al

€ VINOIA

selq

91

A

27 o1 8 Ej 13

fae |

UQIDBIUBWIDS 3P Op|eI [3 U sajqiuodsip $3103onpal saleinzy

gt~

ot

0z

Gg

oy

05

04

07

{1/} soprumsuod saleanzy




ES 2382843 Al

ucion etanol

Evol

3,5

i
e

(] [ g
i
—

0.5

{afa) ouery o

16

14

12

10

Dias

FIGURA 4



ES 2382843 Al

Grados BRIX

12

11

10

o 00 e

Xiyg sopeio

16

14

iz

10

fas]

Dias

FIGURA 5



ES 2382843 Al

9 VaNODIA

snugAeg

SISUSBIB I =

DRIEIALDTY sl SUBTUSWISY »+ Fes  GAINT

LBTND -« 8-

Sy

e

S'E £ g% £ 8 1

S T

ugldelUuaWLIR} B] 91UeINp Sai0ldnpalsalednzy

01

£

ot

or

05

9

0L

o8

{1/8]) ssio1onaassaiponzy




ES 2382843 Al

L VANOIA

91

1

SUBUSLRY d %« GLIND FRTME »v B

seid

4! ot g 9 4

*
@
Ko on »

Fhoe e g

DIYIId ‘UOIIBIUB WS B] BIUEBIND SB103INP3I OU S3ledInzy

01

ST

0¢

5¢

og

SE

ay

st

{1/8} sasoionpal ousaseanzy




ES 2382843 Al

8 VHNDIA

g9t

SALBABY "Ceiies  SISLOEIRQISIEDY § DRDTIABID * S s
set]
71 71 g1 8 g ¥ Z

$32AW0IDYIING ‘UOIILIUBUWLIDY B] DJURINP S3403INPAL OU S3leanzy

01~

09

{1/8]) spi01onpal ou saaRINZY




ES 2382843 Al

6 VINDIA

SHURARG 'S

SISUAHIBQISIED G

DRDSIADIDD (G s

seig

SUBRTUBLLLIDY "¢« Wers

GAINY

LETNY -8~

91

) e.ﬁaau;, i >
. e 5
. ¥ . .

¥ : 5
* > s ek b s

.
.

“
#

e

*a
«

LT

® 2

%
5 »
. .

ook owa #

Y

O
B
“
#
®

ugideljusiiag) ] aljueinp sa.401onpad ou saleanzy

ot

1xe

09

{1/8) seso1onpas ousateanzy




ES 2382843 Al

0 VINOIA

g1

snupAegg siusigsuen g DRFSIADIDT TG s P SUBIUDULIES o <« Feor  GLINE <@
seg
1 71 ot g 5 ,

LETNY « 8-

(]

#

vein e B
IS
2

b
kel b

A EE R

| - s
Y g,

s S

uoloelde us joueld ap ugIIINPOId

{a/n) oueig w




ES 2382843 Al

IT VAdNOIA

91

SUPIUDWLIDY g e GLTND LETNY +« -

se1q
b1 21 o1 g 9 p z
.
%
P
HM.FH-V
e, %an.
* %
:
.vg. at
, .
B e RS
# . ¥ 5 -
IR A0 - R o ,%HH: T I
x 419__. s
L o o =
a.la.
s ¥
*
lllllllll ._e.
£ -t
-
. .@
e o
* #
-

pIY2Id ‘uolreyiSe ua jouelad ap uolINPoId

(et

{A/a) pouig %




ES 2382843 Al

<1 ViINOM

91

¥l

SALIADE G s SisUDRIRqsen DUDSIADIDD G el
seiq
T o1 g 9 ¥

$a3AW0.40Y230s ‘UgideISE U [OURID 3P UGIIINPOId

fa |

(Afa} pouesg %




ES 2382 843 Al

€1 VINOIA

1

SURIIBULID] o

o1

selq

8

LETNT

pIY31d ‘0sodat us [oue}d 3p UoIIINPOId

S0

51

52

{a/n) joueig o




OFICINA ESPANOLA
DE PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@ N.° solicitud: 201031705

@ Fecha de presentacioén de la solicitud: 19.11.2010

®) int.cL.:

Ver Hoja Adicional

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas

A ES 2222091 A1 (UNIV ALMERIA) 16.01.2005, 8-19
todo el documento.

A WO 2009110807 A1 (AUCKLAND UNISERVICES LTD et al.) 11.09.2009, 1-19
todo el documento.

A ES 2164565 A1 (MINGORANCE CAZORLA LIDIA et al.) 16.02.2002, 8-19
todo el documento.

A WO 2007141420 A2 (TERRAS JEAN-LOUIS) 13.12.2007, 8-19
todo el documento.

A US 2002172738 A1 (YOUNG THOMAS B) 21.11.2002, 8-19
todo el documento.

A FR 2657878 A1 (ROSE ROLAND) 09.08.1991, 8-19

todo el documento.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacion no escrita
P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado

para todas las reivindicaciones

D para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe Examinador

29.02.2012 A. Maquedano Herrero
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N° de solicitud: 201031705

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

C12G3/02 (2006.01)
C12N1/16 (2006.01)
C12R1/84 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacién seguido de los simbolos de clasificacién)

C12G, C12N, C12R

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS, XPESP, CA, FSTA
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031705

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 29.02.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-19 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-19 Sl
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031705

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizaciéon de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 ES 2222091 A1 (UNIV ALMERIA) 16.01.2005
D02 WO 2009110807 A1 (AUCKLAND UNISERVICES LTD et al.) 11.09.2009
D03 ES 2164565 A1 (MINGORANCE CAZORLA LIDIA et al.) 16.02.2002
D04 WO 2007141420 A2 (TERRAS JEAN-LOUIS) 13.12.2007
D05 US 2002172738 A1 (YOUNG THOMAS B) 21.11.2002
D06 FR 2657878 A1 (ROSE ROLAND) 09.08.1991

2. Declaraciéon motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud reivindica un microorganismo de la especie Pichia kluyveri (levadura) depositado en la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo con n°® de acceso 13055. Este microorganismo tiene la particularidad de poder fermentar azlcares reductores,
como la glucosa y la fructosa, mientras que es incapaz de hacerlo en el caso de los azucares no reductores como la
sacarosa. Este hecho es muy importante en el desarrollo de la invencién, como se vera mas adelante.

La solicitud reivindica, asimismo, un procedimiento para obtener una bebida de baja graduacion alcohdlica obtenida
mediante fermentacion de zumo de naranja por el microorganismo mencionado mas arriba. También reivindica el producto
obtenido. Un factor clave en esta bebida es su contenido en sacarosa no afiadida. Esto se debe a la caracteristica del
microorganismo ya apuntada anteriormente de carecer de la capacidad de fermentar los azlUcares no reductores. De esta
forma, esta levadura produce, mediante la fermentacion de la glucosa y/o fructosa contenida en el zumo de partida una
bebida con bajo contenido en alcohol, pero dulce por su contenido natural en sacarosa.

D01-D06 representan el estado de la técnica anterior. Se refieren a métodos de elaboracién de bebidas alcohdlicas a partir
de zumo de naranja mediante fermentaciéon por microorganismos. Sin embargo, en ninguno de estos casos se ha utilizado
una levadura de la especie Pichia kluyveri. Es decir, que el estado de la técnica anterior no anticipa el contenido de la
solicitud, ni de lo revelado en D01-D06 se infiere conocimiento alguno a partir del cual, un experto en la materia podria llegar
al contenido de la invencion.

Por todo ello, se considera que las reivindicaciones 1-19 de la solicitud cumplen los requisitos de novedad en el sentido del
articulo 6.1 de la Ley 11/1986 y el de actividad inventiva en el sentido del articulo 8.1 de la Ley 11/ de 1986.
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