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HONGOE PARA DESCAFEINAR Y PROCESO DE BIODESCAFEINACION DE

SOLUCIONES QUE CONTIENEN cAFEINA

CAMPO DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencién se relaciona con un proceso
simple seguro y eficiente para la biodescafeinacién
completa de soluciones que contienen cafeina usando el
hongo Pseudomonas alcaliegenes CFR 1708, un método para
aislar las Pseudomonas alcaliegenes CFR 1708 utiles para
la biodescafeinacién de scluciones que contienen cafeina,
una cepa de Pseudomonas alcaliegenes de con nimero de
acceso CFR 1708, y una soluci6én descafeinada obtenida por

el proceso anteriormente mencionado.

ANTECEDENTES Y ESTADO DE LA TECNICA DE LA PRESENTE

INVENCION

La cafeina (CgHioN4Oz2) es un alcaloide que ocurre
naturalmente en el café&, en granos de coca, nueces de
c.ola, y hojas de te. La cafeina esta descrita como un
derivado del alcaloide de =xantina metilada (1,3-7

Trimetil xantina). La cafeina es soluble en agua por



encima de 175° F y es soluble en metanol, etanol etc. En
mamiferos la cafeina ingestada es rapidamente absorbida,
metabolizada y excretada en la orina como derivados de
metil xantina. La cafeina es medianamente estimulante y

es usada como un agente terapéutico.

La cafeina se ha vuelto una droga ubicua. La cafeina
es ampliamente distribuida en preparaciones farmacéuticas
y bebidas. Esta tiene una variedad de efectos biolégicos.
Estimula el sistema nervioso central, muestra toxicidad
cuando se alimenta excesivamente y es aun mutagénica in
vitro. La teobromina muestra actividades farmacolégicas
similares a la cafeina pero no causa una reaccién
excesiva como la cafeina, de modo que es usada como

diurético.

Muchos de los efectos fisiolbgicos de la bebida de
café son debidos a su contenido de cafeina. El1 Doctor
Karal Wimmer de Alemania, inventé el proceso para remover
la cafeina del café. Este proceso es conocido como
descafeinacién y el producto es conocido como “café libre
de cafeina”. La referencia puede ser hecha al trabajo
sobre Coffee Solubilization: Commercial Processes and

Techniques, Pintauro and Nicholas, D., (1975), en donde



ellos han utilizado cloruro de metileno para
descafeinacién del café. Los inconvenientes de este
proceso es que los elementos de sabor y aceite son
retirados de los granos; la presencia de disolvente
residual que no es seguro para la salud humana y el
tiempo tomado en el proceso completo es de mis de 24

horas.

Se hace referencia al trabajo de Zeller y Saleeb,
Proceedings of 18 ASIC Collogqium (Helsinki), 168-172,
(1999), en donde ellos han reportado la descafeinaciédn de
los granos de café wusando acetato de etilo. El1
inconveniente de este método es que envuelve el uso de
disolventes organicos, que hacen el proceso peligroso
para la salud, costoso, consumidor de tiempo, y de una

intensidad de trabajo muy alta.

Se hace referencia a Hincan y Saleeb (1984),
(General Foods Corp.), patente europea No. EP-0140269,
Coffee Technology; en donde ellos han reportado 1la
descafeinacién del café usando carbdén. Los inconvenientes
de este proceso son la pérdida de los elementos de sabor

y color, la presencia de cafeina residual en el producto



adicionalmente al tiempo de duracién muy largo

involucrado en el proceso completo.

Se hace referencia a hora a una patente de General
Foods Corporation, USA, {(1973), ©patente No.: Br.
1,313,047, en donde ellos han reportado el wuso de
triglicéridos. Los inconvenientes de este proceso son la
pérdida de sabor y la remocién incompleta de cafeina del

producto final.

Se hace referencia al trabajo de Katz, S.N., Coffee
Technology, (1987), en donde &€l ha reportado el uso de CO:
supercritico para la descafinacién. El inconveniente de
este proceso es que aunque este no afecta la calidad del
producto final, necesita de la extraccién de la cafeina
hacia la superficie del grano por vapor e involucra
costos muy altos y la cafeina no es completamente

removida del producto final.

Se hace referencia al trabajo de Michael Gluck vy
Franz Lingens (19987), Applied Microbiology and
Biotechnology  334-340, sobre los estudios en 1la
produccién microbial de teobromina y heteroxantina a

partir de la cafeina en donde ellos han usado una cepa de



Pseudomonas putida. Los inconvenientes de este proceso
son que las células crecen muy lentamente en el medio que
contiene cafeina, la degradaciétn de la cafeina es muy
lenta y la acumulacién de productos fue demasiade baja
para propbésitos comerciales y los productos producidos en
este proceso tienen efectos similares a aquel de la

cafeina.

Se hace referencia al trabajo de Wouter J.
Middlehoven Yy Cor. M Bakker (1982) Eur.
J.Appl.Microbio.Biotechnol. 214-217, en donde ellos han
reportado la degradacién de la cafeina por células
inmovilizadas de Pseudomonas putida cepa C 3024 en donde
ellos han inmovilizado las células en pepitas de agar.
Las desventajas de este proceso son que el método de
inmovilizacién tiende a remover sustancias diferentes a
la cafeina afectando por lo tanto adversamente el sabor
del carfé tostado y los productos de crecimiento de las

células son muy lentos.

Se hace referencia a la patente Suiza de Robert,
F.D., Nestle Group (19861) patente No. Ch626781
“Decaffeination process” sobre la descafeinacién de

material vegetal cuando se expone al microorganismo de la



especie Acinetobacter. La desventaja de este método es
que la remocién de la cafeina del extracto de café es muy
lenta y solamente a cerca de la mitad del contenido de

cafeina inicial es removido de los extractos.

Se hace referencia a la patente estadounidense No.
4228191 (1980) en donde ellos han reportadeo el uso de
extractos libres de organismos similares a Pseudomona
para la descafeinacién de liquidos que contienen cafeina
acuosa tales como extractos de café. La desventaja de
este requerimiento de adicitn de cofactores para

descafeinacién, que altamente inestable.

OBJETOS DE LA PRESENTE INVENCION
El objeto principal de la presente invencién es
desarrcllar un proceso simple, seguro, y eficiente para
la biodescafeinaciédn completa de soluciones que contienen
cafeina usando el hongo Pseudomonas alcaliegenes CFR

1708.

Otro objetivo principal de la presente invencién es
descafeinar soluciones dque contienen cafeina de alta

concentracidén en cafeina.



Todavia otro objetivo de la presente invencién es

desarrollar un método para la degradacién completa de la

cafeina.

Otro objeto adicional de la presente invencién es
desarrollar un proceso para una descafinacién répida y

eficiente.

Otro objetivo principal de la presente invencibén es
desarrollar un método para aislar el hongo Pseudomonas
alcaliegenes CFR1708 0Util para la descafeinacién de

soluciones que contienen cafeina.

Otro objetivo principal de la presente invencidén es
aislar una cepa de Pseudomonas alcaliegenes con nimero de

acceso CFR1708B.

Otro objetive principal de la presente invencién es
desarrollar una solucién descafeinada usando el proceso

anteriormente mencionado.

Otro objetivo principal de la presente invencién es

suministrar “un proceso para la biodescafeinacién de



soluciones que contiene cafeina”, el cual obvia o elimina

los inconvenientes detallados anteriormente.

Otro objetivo de la presente invencién es aislar
microorganismos, que poseen actividad para la

descafeinacién.

Todavia otro objeto de la presente invencién es
preparar cultivos inoculados de cultivos microbiales para

la descafeinaciédn efectiva.

Todavia otro objeto de la presente invencién es
preparar un medio que contiene cafeina adecuado para el

crecimiento del organismo.

Otro objeto de la presente invencién es optimizar
las condiciones para 1la degradacién efectiva de 1la

cafeina en solucién.

RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencidén se relaciona con un proceso
simple seguro y eficiente para la biodescafeinacién

completa de soluciones que contienen cafeina wusando



Pseudomonas alcaliegenes CFR 1708, un método para aislar
el Pseudomonas alcaliegenes CFR 1708 «til para 1la
biodescafeinaciétn de soluciones que contienen cafeina,
una cepa de Pseudomonas alcaliegenes con numero de acceso
CFR 1708, y una solucién descafeinada obtenida por el

proceso anterior.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién se
relaciona con un proceso simple, sequro, y eficiente para
la biodescafeinacién completa de soluciones que contienen
cafeina usando el hongo Pseudomonas alcaliegenes CFR
1708, un método para aislar el Pseudomonas alcaliegenes
CFR 1708 dtil para la biodescafeinacién de las soluciones
que contienen cafeina, una cepa de Pseudomonas
alcaliegenes con nimero de acceso CFR 1708 y una solucién
descafeinada obtenida por el ©proceso anteriormente

mencionado.

En una modalidad de la presente invencidén, en donde
un  proceso simple, seguro y eficiente para la

biodescafeinacién competa de soluciones que contienen

od
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cafeina usando el hongo de Pseudomonas alcaliegenes CFR

1708, dicho proceso comprende las etapas de:

- cultivar el hongo en placas de agar con cafeina,

- transferir el cultivo de crecimiento activamente
en un caldo nutriente que contiene 0,1 a 0,5 g/ 1

de cafeina,

- incubar el cultivo de la etapa (b) a cerca de 28 a
30° C durante 20 a 24 horas bajo agitacién de

entre 50 a 200 rpm para obtener el preinoculado,

— transferir el preinoculado al caldo nutriente que

comprende cerca de 0,5 a 2 g/1 de cafeina,

- incubar el preinoculado a cerca de 28 a 30° C
durante cerca de 20 a 24 horas bajo agitacién
durante cerca de 50 a 200 rpm para acumular

biomasa,

- cosechar la biomasa por centrifugacién entre 10 a

20 minutos a cerca de 10.000 a 16.000 g a una
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temperatura en el rango de entre 0 a 4° C para

obtener pepitas,

- inducir las pepitas para la degradacién de la
cafeina por la transferencia aséptica de las
pepitas dentro del medio de liquido de cafeina

esterilizado con un pH entre 5 a 9,

- incubar las pepitas inducidas a cerca de 25 a 35°
C bajo agitacién entre 50 a 200 rotaciones por
minuto durante un tiempo de duracién entre 36 a 60

horas, y

- descafeinar la solucidén que contiene cafeina por

medio de incubar la pepita de la etapa (h).

En otra modalidad de la presente invencién, en donde
la concentracién de cafeina en el caldo nutriente esta en

el rango entre 0,2 a 0,4 g/l.

Todavia otra modalidad de la presente invencién, en
donde el medio liquido de cafeina esterilizada comprende
entre 40 a 60 g/l de septahidrato de ortofosfato de

disodio de hidrdégeno, cerca de 10 a 15 g/l de ortofosfato

A3
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de dihidrégeno de potasio, cerca de 1 a 5 g/l de cloruro
de sodio cerca de 2 a 7 g/l de cloruro de amonio, y cerca

de 0,1 a 0,5 g/1 de cafeina.

Todavia otra modalidad de la presente invencién, en

donde el tiempo de induccién estd entre 40 a 48 horas.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde la concentracién de cafeina en la solucién que
contiene cafeina estd en el rango entre 0,01 a 5 g/l de

cafeina.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde la degradacién de la cafeina es completa en 1 a

14 horas.

Todavia otra modalidad de la presente invencién, en
donde la incubacién se hace a temperatura en el rango

entre 28 a 30° C.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde el caldo nutriente, comprende cerca de 0,5 a 4

g/l de extracto de levadura, cerca de 3 a 8 g/l de
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peptona, cerca de 3 a 8 g/l de cloruro de sodio, y cerca

de 0,08 a 0,7 g/1 de cafeina.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde el efecto de descafeinacién se mejora con un

incremento en el pH entre 5 a 9.

En otra modalidad de la presente invencié4n en donde
un método ara aislar Pseudomonas alcaliegenes CFR 1708
util para la biodescafeinacién de solucicnes que condenen

cafeina, dicho método comprende las etapas de:

~ Mezclar una muestra de suelo que comprende
microbios obtenidos de unidades de procesamiento
de café con medio liquido de cafeina para obtener

un cultivo,

~ Incubar el cultivo durante cerca de 70 a 74 horas
a cerca de 28 a 30° C en un agitador a 140 a 160

rpm,

~ Hacer dilusiones seriales del cultivo de

crecimiento anterior,
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-~ Inocular los cultivos diluidos en placas petri de

medio de agar y cafeina,

~ Incubar las placas inoculadas a cerca de 35 a 39°

C durante 1 a 3 dias, y

~ Aislar las colonias separadas en pozos de 1la
bacteria que deqrada la cafeina en crecimiento
sobre las placas incubadas para obtener cultivos

puros,

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde el medio liquido de cafeina comprende entre 40 a
60 g/l de septahidrato de ortofosfato de hidrégeno de
disodio, cerca de 10 a 15 g/l de orfofosfato de
dihidrégeno de potasio, cerca de 1 a 5 g/l de cloruro de
sodio, cerca de 2 a 7 g/l de cloruro de amonio, y cerca

de 0,1 a 0,5 g/l de cafeina.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde las dilusiones seriales estin en el rango de 107!

hasta 1073,

e
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En otra modalidad principal de 1la presente
invencién, en donde una cepa de Pseudomonas alcaliegenes

de nimero de acceso CFR 1708.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde las caracteristicas de las cepas estédn dadas con
el signo + mostrando Positivo para crecimiento, y el

signo — muestra Negativo para crecimiento.

Ensayos de cultivos biogquimicos para la

identificacién del aislado

Ensayo Bioquimico Resultado
Catalasa +
Oxidasa -

Reduccién de Nitrato -

Produccién de Indol -

Ensayo de rojo metilo -

Ensayo Voges Proskauer -

Hidrélisis de almidén . -

Utilizacién de citrato +

Oxidacidén +

Fermentacién +

AP
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Motilidad +
Utilizacién de Mlonato +
Dihidrolasa de arginina +

Hidrdlisis de gelatina -

Crecimiento a 41° C +

Crecimiento a 4° C -

Eslanto acido -

Acido Butt -

Eslanto alcalino +

Alcalino Butt +
Produccién H2S + (débil)

Produccién de gas -

Ureasa +

Utilizacién de dextrosa -

Utilizacién de manitol -

Acumulacidén de alcanoato -

polihidréxi (PHB)

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde una solucién descafeinada es obtenida por el

proceso anteriormente mencionado.
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Todavia otra modalidad de la presente invencién, en
donde la presente invencién estéd relacionada con un
proceso para la biodescafeinacién de soluciones que

contiene cafeina.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde la utilidad principal de la invencién es 1la
degradacién completa de la cafeina a un pH neutro y a
temperatura ambiente en un medio simple que puede ser
usado para la descafeinacién de soluciones que contiene

cafeina.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
en donde la novedad de la presente invencién es 1la
degradacién completa de la cafeina rapida y completamente
usando un crecimiento de cultivo microbial en un medio

liquido sintético.

BREVE DESCRIPCION DE 108 DIBUJOS ADJUNTOS

La figura 1 muestra el porcentaje de degradaciédn de

cafeina con respecto al tiempo.

Ve 4
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En el dibujo adjunto esa especificacién de la figura
1 representa los datos HPLC de la degradacién de cafelna

por el cultivo.

De acuerdo con la presente invencién se suministra
un proceso para la biodescafeinaciétn de soluciones que

contienen cafeina, que comprende:

1. un proceso para la biodescafeinaciédn de
soluciones gque contienen cafeina que

comprende:

a) aislar el microorganismo por:

i) mezclar un gramo de muestra de sueloc que
puede se recolectado de unidades de
procesamiento de café con 100 ml de medio

liquido de cafeina en un frasco de 250 ml,

ii) incubar durante un rango de periodo entre
68 a 76 horas a 24 a 34° C que puede ser
efectuado en un agitador orbital giratorio

colocado entre 130 a 170 rpm,
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iii) preparar y verter el medio de agar ¥

cafeina puede ser efectuado en placas petri,

iv) hacer 10 dilusiones seriales (10 a 1079)

del anterior cultivo de crecimiento

v) inocular 0,04 a 0,2 ml de las dilusiones que

pueden ser efectuadas sobre cada placa,

vi) incubar a una temperatura en el rango de 32

a 40° C durante un periodo de 1 a 4 dias,

vii) seleccionar y purificar adicionalmente las
colonias aisladas puede ser efectuado por el
crecimiento sobre las placas anteriores para

obtener cultivos puros,

viii) seleccionar asépticamente y transferir
las colonias separadas en pozos de la bacteria
que degrada la cafeina formada sobre placas de
agar y cafeina incubadas puede ser efectuada
sobre la base de la morfologia de colonias en

placas de agar cafeina frescas e incubadas en
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el rango entre 26 a 34° C durante 68 a 76 horas

Y

ix) mantener el organismo por subcultivacién
que puede ser efectuado sobre cultivos
inclinados sobre agar cafeina en intervalos

regulares de 25 a 35 dias,

b) identificar el organismoc como Pseudomonas
alcaliegenes CFR1708 que puede ser hecho en

base a las caracteristicas morfolbgicas:

i) formar gramos de colonias coccobacilli
negativos, redondos, pequefios, elevados y

suaves,

ii) positivo para la produccién de catalasa,
inclinado alcalino y but, sulfito de hidrégeno y

ureasa,

iii) negativo para la produccién de oxidasa,
indol, inclinado acido y but, gas y alcanoato de

polihidroxi,

24,
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iv) positivo para utilizacién de citrato,
oxidacién, fermentacién de azlcares, motilidad,
utilizacién de malonato, actividad de hidrolasa de

arginina, crecimiento a 41° C,

v) negativo para reduccién de nitrato, ensayo
rojo metil, ensayo voges proskauer, hidrbélisis de
almidén, hidré6lisis de gelatina, crecimiento a 4° C

de utilizacién de dextrosa y utilizacién de manitol

c) desarrollar u preinoculado para ser
efectuado por transferencia de un lazo
completo de cultivo de crecimiento
activamente de P. alcaligenes sobre agar
nutriente fortificado con 0,08 - 0,7 g/l de
cafeina a 40-110 ml de caldo nutriente que

contiene 0,8 a 0,7 g/1 de cafeina,

d) incubar en el rango entre 24 a 36° C durante
un periodo de 18 a 26 horas que puede ser

efectuado bajo agitacién ente 40 a 210 rpm.

e) transferir entre 40 a 110 ml del crecimiento

de preinoculado de 16 a 26 horas que puede



£)

g)

h)
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ser efectuado entre 0,8 a 0,22 1 de caldo
nutriente que contiene 0,1 a 5 g/l de
cafeina e incubacién a 26-32° C durante 18 a

26 horas bajo agitacién entre 40 a 210 rpm.

Cosechar la biomasa acumulada después de 18
a 26 horas que puede ser efectuado por
centrifugacién entre 8 a 22 min en una
centrifuga refrigerada tipo mesa entre 8.000
a 18.000 g entre 0 a 6° C para obtener una

biomasa humeda como pepea.

inducir la biomasa anterior para la
degradacién de 1la cafeina que puede ser
efectuado por una transferencia aséptica de
los granos de biomasa en un frasco de 500 ml
que contiene 40 a 160 ml de un medio liquido
de cafeina esterilizada y se incuba en el
rango entre 26 a 32° C bajo agitacién entre
40 a 210 rotaciones por minuto durante un

periodo de 38 a 50 horas.

Descafeinacién usando la biomasa asi

inducida para la degradacitn de cafeina que
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3)
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puede ser hecho por la adicién de 0,5 a 4
gramos de peso himedo de esta biomasa al
medio liquido de cafeina que contiene 0,1 a
3 g/l de cafeina y se incuba durante un

pericdo de 1 a 14 horas.

Retirar alicuotas de 0,5 a 2 ml de las
muestras de los frascos a intervalos
deseados de tiempo Y someterlas a
centrifugacién entre 8.000 a 17.000 g

durante un periodo de 8 a 17 minutos.

Analisis de 1los sobrenadantes de las
muestras de caldo de cultivo centrifugado
retirado a diferentes intervalos de tiempo
para ver la cafeina residual lo que puede
ser hecho por cromatografia liquida de alto
desempefilo usando una columna C18 con una
mezcla de agua Yy acetonitrilo en la
proporcién de 80:20-90:10 como fase mévil
con una elusién isocrdtica a una velocidad
de flujo de 0,5 a 1,5 ml/min con un aparato
detector espectrofotométrico de ultravioleta

visible a 273 nn.

i



En una modalidad de la presente invencién, la edad
del cultivo inclinado puede ser seleccionado entre 0,5 a
4 semanas y la edad del inoculado puede ser de 10 a 20

horas de crecimiento bajo agitacién entre 40 a 210 rpm.

Todavia en otra modalidad de la presente invencién,
los nutrientes empleados en el cultivo pueden incluir 0,5
a 4 g/l de extracto de levadura, 3 a 8 g/l de peptona, 3

a 8 g/l de cloruro de sodio y 0,08 a 0,7 g/l de cafeina.

En todavia otra modalidad de la presente invencién,
el tiempo de crecimiento puede estar en el rango entre 26

a 70 horas bajo agitacién a 210 rpm.

En todavia otra modalidad de la presente invencidn,
el medio para induccién puede incluir entre 30 a 70 g/l
de septahidrato de ortofosfato de hidrégenc de disodio,
5-20 g/l de ortofosfato de dihidrégeno de potasio, 0,5 a
7 g/l de cloruro de sodio, 1 a 8 g/l de clorurc de amonio

y 0,08-0,7 g/1 de cafelina.

En todavia otra medalidad de la presente invencién,

0,08 a 2 g/l de cafeina pueden ser removidos
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completamente de 8 a 30 ml de soluciones por 0,5 a 4 gm
de peso himedo de las células microbiales en un periodo

entre 1 a 14 horas.

Un proceso general para la biodescafeinacién de
soluciones que contienen cafeina se da en el siguiente

diagrama de flujo:

Inclinado
¢ 24-48 horas

Inoculado

v

Fermentacién (frasco da agitacién)

12-18 horas

20-24 horas

40-48 horas

Cosechar la bicmasa

v
Descafainacién (2 a 12 horas)
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Los sigquientes ejemplos se dan como via de
ilustracién de la presente invencién solamente y no deben

tomarse como limitativos del alcance de la invencidn.

Ejemplo 1

Después de tamizar varios microorganismos aislados a
partir de desechos de proceso de café&, un cultivo
bacterial es seleccionado sobre la base de la habilidad
de degradar cafeina en un medio liquido bien definido que
contiene cafeina. E]l1 aislamientc del microorganismo fue
hecho mezclando un gramo de la muestra de suelo con 100
ml de medio liquido de cafeina en un frasco de 250 ml e
incubado durante 72 horas a 30° C en un agitador
giratorio orbital a 150 rpm. El medio de agar cafeina fue
preparado y vertido en platos petri. Entonces se hicieron
10 dilusiones seriales (10 a 10™®) del anterior cultivo
de crecimiento y se inocularon 0,1 ml de las dilusiones

sobre cada platc y se incubaron a 37° C durante dos dias.

Las colonias aisladas crecieron sobre los platos
anteriores y fueron seleccionadas y purificadas

adicionalmente para obtener cultivos puros. Sobre la base
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de la morfologia de las colonias, 1las colonias bien
separadas de la bacteria de degradacién de cafeina
formada sobre placas de agar cafeina incubadas fueron
seleccionadas y transferidas asépticamente en placas de
agar cafeina frescas e incubadas a 30° C durante 72
horas. El1 organismo es mantenido por subcultivo sobre
inclinados de agar cafeina cada 30 dias. La bacteria es
caracterizada por los ensayos morfolbébgicos, culturales y
bioquimicos. Los ensayos incluyeron reaccién de Gram,
produccién de catalasa, produccién de oxidasa, reduccién
de nitrato, produccién de indol, ensayo rojo metil,
ensayo Voges Proskauer, hidrélisis de almidén,
utilizacién de citrato, oxidacién, fermentacién de
azicares, motilidad, utilizacién de malonato, actividad
de hidrolasa de arginina, licuefaccidn de gelatina,
crecimiento a 4° C y 41° C, inclinado Acido, &cido but,
inclinade alcanol, alcanol butt, producciébn de H2S,
produccién de gas, produccién de ureasa, utilizacién de
dextrosa, utilizacién de manitol y acumulacién de
alcanoato de polihidroxi y los resultados se dan en la

tabla 1.

L.as caracteristicas taxondémicas de la bacteria,

Pseudomonas alcaliegenes se resumen como Sigue:
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Las colonias bacteriales fueron redondas, pequeilas,
elevadas y suaves y la observacidn microscdpica reveléd
que la bacteria era Coccobacilli de gramo negativo. Los
engsayos de cultivo y bioquimicos fueron llevados a cabo
para la identificacién y el aislamiento y los resultados

se dan en la tabla 1.

Tabla 1: Ensayos de cultivo y bioquimicos para la

identificacién del aislado

Ensayo Bioquimico Resultado
Catalasa +
Oxidasa -

Reduccién de Nitrato -

Produccién de Indol -

Ensayo de rojo metilo -

Ensayo Voges Proskauer -

Hidrélisis de almidén -

Utilizacién de citrato +

Oxidacién +

Fermentacién +
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Motilidad +
Utilizaciétn de Malonato +
Dihidrolasa de arginina +

Hidrélisis de gelatina -

Crecimiento a 41° C +

Crecimiento a 4° C -

Eslanto &cido -

Acido Butt -

Eslanto alcalino +

Alcalino Butt +
Produccién H2S + (débil)

Produccién de gas -

Ureasa +

Utilizacidn de dextrosa -

Utilizaciétn de manitol -

Acumulacién de alcanoato -

polihidréxi (PHB)

+, positivo para crecimiento; -, negativo para

crecimiento;




30

El aislado es positivo para la produccibén de
catalasa. El aislado es negativo para la produccién de
oxidasa, reduccién de nitrato, producciétn de indol,
ensayo rojo metilo, ensayo Voges Proskauer e hidrélisis
de almidén. El1 aislado es positivo para la utilizaciédn de
citrato, oxidacién, fermentacidn de azlcares, metilidad,
utilizacién de malonato, actividad de dihidrolasa de
arginina, es negativo para la hidrdlisis de gelatina. El
aislado mostrdé un crecimiento a 41° C y un crecimiento
inhibido a 4° C. el aislado fue ensayado y fue negativo
para el inclinado é&cido y butt, y positivo para el
inclinado alcalino y butt. El aislado se encontrd que era
débil productor de sulfuro de hidrégeno. El aislado no
mostrdé ninguna produccidn de gas. E1 aislado fue positivo
para la produccién de ureasa y fue negativo para la
utilizacién de dextrosa, utilizacién de manitol vy

produccidén de alcanoato de polihidroxi.

Socbre la base de las caracteristicas morfolégicas,
culturales y biloquimicas, el aislado es identificado
Psoudomonas alcaliegenses y fue designado como CFR 1708,
y depositado en el Central Food Technological, Research

Institute Cultura Collection.

2
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Ejemplo 2

Un lazo completo de cultivos de crecimiento activo
de Pseudomonas alcaliegenes es transferido a 100 ml de
caldo nutriente que contiene 0,3 g/l de cafeina y fue
incubado a 30° C en un agitador giratorio a 120 rpm
durante 24 horas. 5 ml de las 24 horas de crecimiento de
preinoculado es transferido a 100 ml de caldo de
nutriente que contiene 1 g/l de cafeina y fue incubado a
20° C durante 48 horas en el agitador giratorio. La
biomasa acuitada durante 24 horas es cosechado por
centrifugacién durante 20 min en una centrifuga de mesa a

16.000 x g a 4° C.

La biomasa es transferida asépticamente en un frasco
de 500 ml que contiene 100 ml de medio liquido de cafeina
que contiene 0,5 g/l de cafeina y se incubd a 30° C en el
agitador giratorio durante 48 horas. 1 gm de peso humedo
de los granos de la biomasa anteriormente inducida es
suspendida en 2 ml de un amortiguador de fosfato al 0,1
m. esta suspensidén es entonces agregada a un frasco que

contiene 10 ml de medio liquido de cafeina que contiene 1
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g/l de cafeina ajustado a un pH de 5/0 e incubado a 30° C
bajo agitacién en un agotador giratorio a 120 rpm.
Alicuotas de 1 ml del medio son retiradas a 2, 4, 6, 12 y
24 horas como intervalos, sometida a centrifugacién a
16.000 x g durante 10 minutes a 4° C y analizadas en
cuanto a la cromatografia liquida de alto rendimiento
para su contenido de cafeina. Existe una degradacién
rdpida de cafeina que se incrementa entre 54% a 2 horas

hasta 96% en 6 horas de incubacién (figura 1).

Ejemplo 3

El cultivo de organismos se lleva a cabo como en el
ejemplo 1. Sin embargo, el pH del medio para la
descafinacién se ajusta a 6,0. La degradaciétn de la
cafeina es mucho mis eficiente que en el pH 5, dando
valores de 94,5% en dos horas a 98% en 6 horas de

incubacién (figura 1).

Ejggglo 4

El cultivo de organismos se lleva a cabo como en el
ejemplo 1. Sin embargo, el pH del medio para

descafeinacién se ajusta a 7,0. La cafeina es

%



33

completamente removida de la solucién en dos horas de

incubacién {(figure 1).

Ejemplo 5

El cultivo de organismos se lleva a cabo como en el
ejemplo 1. Sin embargo, el pH del nmedio para
descafeinacién se ajusta a 8,0. 9,33% de la cafeina es
removida de la solucién en dos horas de incubacidn

(figura 1).

La novedad de la ©presente invenciédn es 1la
degradacién completamente de la cafeina de manera rapida
y completamente usando un cultive microbial de

crecimiento en un medio liquido sintético.

Las principales wventajas de la presente invencibn

son:

- Degradacién de la cafeina ocurre en un pH neutro
en el rango entre 7,0 a 8,0.

- Es un método de descafeinacidédn rapido y degrada
completamente la cafeina entre 2 a 12 horas de

incubacién.
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Evita el uso de disolventes organicos peligrosos
para la remocidén de la cafeina.

Emplea un medio simple y no costoso para el
cultivo de un cultivo de Pseudomonas alcaliegenes
para la degradaciétn de la cafeina.’

Impide la pérdida de elementos de sabor y aceites
de las soluciones que contienen cafeina.

Es rapida la descafeinacién.

Es extremadamente econdmico.

Es f&cil de llevara cabo y no requiere un trabajo
intensivo.

Las células de leos hongos de la presente solicitud
crecen rapldamente a diferencia de las células del
estado de la técnica.

La acumulacién de producto 1libre de cafeina es

alta.
El producto de descafeinado es util
comercialmente.

No requiere cofactores (usualmente inestables)

para la descafeinacién.
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REIVINDICACIONES

Un proceso simple, seguro y eficiente para
la biodescafeinacién completa de soluciones
que contienen cafeina wusando el hongo

L
Pseudomonas alcaliegenes ‘CFR 1708,’ dicho

proceso comprende las etapas de:

Cultivar el hongo en platos de agar de

cafeina,

Transferir el cultivo en crecimiento
activamente en un caldo nutriente que

contiene 0,1 a 0,5 g/l de cafeina,

Incubar el cultivo de la etapa (b) entre 28
a 30° C durante 20 a 24 horas bajo agitacién
entre cerca de 50 a 200 rpm para obtener el

preinoculado,

Transferir el preincculado al caldo
nutriente que comprende 0,5 a 2 g/l de

cafeina,

2
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Incubar el preinoculado entre 28 a 30° C
durante cerca de 20 a 24 horas bajo
agitacién entre 50 a 200 rpm para acumular

biomasa,

Cosechar 1la biomasa por centrifugacién
durante 10 a 20 min a cerca de 10.000 a
16.000 g en una temperatura entre 0 a 4° C

para obtener granulos,

Inducir los granulos para la degradacidén de
cafeina por medio de transferir
asépticamente los granulos en un medio
liquido de cafeina esterilizada en un pH

entre 5 a 9,

Incubar los granulos inducidos entre 25 a
35° C bajo agitacién entre cerca de 50 a 200
rotaciones por minuto durante un tiempo de

duracié4n entre 36 y 60 horas, y

Descafeinar la soluciédn que contiene cafeina

incubando con los grénules de la etapa (h).
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Un proceso, segin la reivindicacién 1, en
donde la concentracién de cafeina en el
caldo nutriente estid en el rango entre 0,2 a

0,4 g/l.

Un proceso seglin la reivindicacién 1, en
donde el medio de cafeina liquida
esterilizada comprende entre 40 a 60 g/l de
septahidrato de ortofosfato de hidrégeno de
disodioc, cerca de 10 a 15 g/l1 de ortofosfato
de dihidrégeno de potasio, cerca de 1 a 5
g/l de cloruro de sodio, cerca de 2 a 7 g/l
de cloruro de amonio, y cerca de 0,1 a 0,5

g/l de cafeina.

Un proceso seglin la reivindicacién 1, en
donde el tiempo de induccién estd entre 40 a

48 horas.

Un proceso seqin la reivindicacién 1, en

donde 1la concentraciétn de cafeina en la

37
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solucién que contiene cafeina est§d en el

rango entre 0,01 a 5 g/1 de cafeina.

Un proceso segin la reivindicacién 1, en
donde la degradacién de cafeina es completa

en cerca de 1 a 14 horas.

Un proceso segin la reivindicacién 1, en
donde se incuba a temperatura entre 28 a 30°

C.

Un proceso segin la reivindicacién 1, en
donde el caldo nutriente comprende entre 0,5
a 4 g/1 de extracto de levadura, cerca de 3
a 8 g/1 de peptona, cerca de 3 a 8 g/l de
cloruro de sodio, y cerca de 0,08 a 0,7 g/l

de cafeina.

Un proceso segin la reivindicaciétn 1, en
donde el efecto de descafeinacién mejora con

un incremento en el pH de entre 5 a 9.

Un método pare a%g ar Pseudomonas
7 >,
alcaliegenes ’ CER1708 - util en la

——— .--q‘*"

?(fb
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biodescafeinacién de soluciones que
contienen cafeina, dicho método comprende

las etapas de:

a.Mezclar una muestra de suelo que
comprende nicrobios obtenidos de
unidades de procesamiento de café con
medio liquido de cafeina para obtener un

cultivo,

b. Incubar el cultivo durante cerca de 70 a

-

74 horas a cerca de 38 a 30° C en un

agitador a 140 a 160 rpm,

c. Hacer dilusiones seriales del cultivo de

crecimiento anterior,

d. Inocular los cultivos diluidos en placas

petri de medioc de agar y cafeina,

e. Incubar las placas inoculadas a cerca de

35 a 39° C durante 1 a 3 dias, y

/4



11.

12.

13.

f. Aislar las colonias separadas en pozos
de la bacteria que degrada la cafeina en
crecimiento sobre las placas incubadas

para obtener cultivos puros.

Un método seqiin la reivindicacidén 10, en
donde el medio liquido de cafeina comprende
entre 40 a 60 g/l de septhidrato de
ortofosfato de hidrégeno de disodio, cerca
de 10 a 15 g/1 de ortofosfato de dihidrégeno
de potasio, cerca de 1 a 5 g/l de cloruro de
sodio, cerca de 2 7 g/l de cloruro de

amonio, y cerca de 0,1 a 0,5 g/1 de cafeina.

Un método segin 1la reivindicacién 10, en
donde las dilusiones seriales estén entre 10~

1a 107,

Una cepa Pseudomonas alcaliegenes con

nimero de accesc CFR 1708.

Yl
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14. Una cepa segin la reivindicacién 13, en
donde las caracteristicas de la cepa estan
dadas por los signos + mostrados para
positivo en crecimiento, y signo - mostrado

para negativo en crecimiento.

Ensayo Bioquimico Resultado
Catalasa +
Oxidasa -

Reduccién de Nitrato -

Produccién de Indol -

Ensayo de rojo metilo -

Ensayo Voges Proskauer -

Hidrélisis de almidén -

Utilizacién de citrato +
Oxidacién +
Fermentacién +
Motilidad +
Utilizacién de Mlonato +
Dihidrolasa de arginina +

Hidr6lisis de gelatina -

Crecimiento a 41° C +
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Crecimiento a 4° C -

Eslanto acido -

Acido Butt -

Eslanto alcalino +

Alcalino Butt +
Produccién H2S + (débil)

Produccién de gas -

Ureasa +

Utilizacidn de dextrosa -

Utilizaciédn de manitol -

Acumulacién de alcanoato -

polihidréxi (PHB)

15.Una solucién descafeinada obtenida por el
- hY .

proceso de la reivindicacién 1. , -
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La presente invencién se relaciona con un proceso
simple, seguro y eficiente para 1la biodescafeinacién
completa de soluciones que contienen cafelna usando el
hongo Pseuvdomonas alcaliegenes CFR 1708, un método para
aislar Pseudomonas alcaliegenes CFR 1708 util para 1la
biodescafeinacién de soluciones que contienen cafeina,
una cepa Pseudomonas alcaliegenes de ntmero de acceso CFR
1708, y una soluciétn descafeinada obtenida por el proceso

anteriormente mencionado.

vJ
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