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DESCRIPCION
Productos lacteos con veteado azul “libres de gluten” destinados a personas afectadas por enfermedad celiaca.

La presente invencion se refiere a cultivos de mildiu o esporas “libres de gluten” del género Penicillium, en particular
de la especie Penicillium roqueforti, para el veteado azul de quesos destinados a personas afectadas por
enfermedad celiaca.

El objetivo de la presente invencion es un procedimiento para la preparacion de dichos cultivos libres de gluten que
prevé el uso de un sustrato de cultivo analérgico libre de gluten, asociado posiblemente con un tratamiento
enzimatico posterior adecuado para la completa eliminacion de trazas de gluten, si es que existe alguna,
provenientes de contaminacion accidental y no intencionada (contaminaciones cruzadas).

La enfermedad celiaca es una enfermedad inflamatoria inmuno-mediada, crénica, enteropatica, surgida de la
ingestion de gluten, una proteina “almacén” contenida de manera natural en algunos cereales. Esta intolerancia
alimentaria afecta a personas genéticamente predispuestas, de cualquier edad, que tienen un sistema inmunitario
que responde de una manera anormal a la ingestion de fracciones proteinicas tipicas del gluten del trigo, escanda
comun (un tipo de trigo), kamut y “spel” (un tipo de trigo), cebada, arroz, triticale (un cruce entre trigo y arroz) y sus
derivados. Algunos individuos también presentan intolerancia a las proteinas de la avena. Técnicamente, el término
“gluten” se aplica a la combinacién de las proteinas prolaminicas (ricas en prolina) simples, denominadas “gliadinas”,
y glutelinicas (ricas en glutamina), denominadas “gluteninas”, de los cereales mencionados anteriormente. En el
contexto de la enfermedad celiaca, el término “gluten” se usa a menudo con referencia a todos los tipos de proteinas
contenidas en los cereales, incluso si entre las diferentes fracciones proteinicas que forman el gluten, la gliadina
parece ser la mas perjudicial. La enfermedad celiaca puede producirse en miltiples formas clinicas, no siempre en
una forma manifiesta; de hecho, existen formas mono-sintomaticas latentes o potenciales, clinicamente silentes y sin
sintomas evidentes o con un sintoma clinico intestinal y extra-intestinal completo.

La inflamacion crénica conduce al incremento de los linfocitos intraepiteliales intestinales, a la hipertrofia de las
criptas y al progresivo aplastamiento y desaparicion de la vellosidad intestinal del intestino delgado, en particular la
mucosa duodenal, con una consiguiente pérdida de capacidad de absorcién de las sustancias nutritivas y la
aparicion de sintomas tales como diarrea cronica, distension abdominal, inapetencia, disminucién de peso, anemia y
deficiencia vitaminica. En los casos mas graves, contramarcados con un diagnostico tardio, puede producirse
osteoporosis, infertilidad, abortos repetidos, baja altura en las personas jovenes, diabetes mellitus, tiroiditis
autoinmune, alopecia, epilepsia con calcificaciones cerebrales y linfoma intestinal terrible. En las personas celiacas,
la ingesta de gluten, también en pequefas cantidades, es capaz de causar la respuesta anormal del sistema
inmunitario: la transglutaminasa, una enzima que existe en el tejido mucoso intestinal, se une a su vez a la gliadina
y, a través de la desaminacion, se transforma en una molécula capaz de activar las células T (células del sistema
inmunitario capaces de mediar todas las respuestas inmunitarias a los antigenos proteinicos), con una consiguiente
produccion de inmunoglobulinas IgG y IgA antitransglutaminasa e IgA antiendomisio. En una primera fase, se
produce un incremento de las células T activadas intraepiteliales intestinales, mientras que con el avance de la
enfermedad, el incremento se refiere tanto a los linfocitos como a las células plasmaticas infiltradas de la propia
lamina, con una produccion de metaloproteinasas responsables del acortamiento de la vellosidad y, por lo tanto, del
dafio a la mucosa intestinal.

La posibilidad de prevenir el desarrollo o de tratar la enfermedad celiaca no existe hasta ahora, por lo tanto, una
dieta libre de gluten, estrictamente llevada a lo largo de la vida es la Unica terapia capaz de garantizar a las personas
celiacas una salud perfecta. Las personas celiacas deben eliminar también las mas pequefias trazas de harina de
los cereales peligrosos, puesto que la ingesta de gluten, incluso en cantidades minimas, puede desencadenar la
respuesta autoinmunitaria. Puesto que la relacion de la cantidad de gluten ingerido con respecto al efecto toxico
inducido a nivel intestinal no ha sido aun definida, el término “trazas”, desde el punto de vista cuantitativo, tiene una
importancia practica fundamental en el tratamiento de la enfermedad celiaca y las implicaciones sobre el plan de
legislacion alimentaria, dado que dichas “trazas” estan relacionadas con el limite maximo de gluten “aceptable”
(umbral) en los productos adecuados para la dieta de la persona celiaca. Todos los experto en la materia estan de
acuerdo en que una dosis de 100 mg por dia de gliadina, igual a 200 mg de gluten, es decir, aproximadamente 3 g
de pan, es suficiente para causar, en la mayoria de las personas celiacas, el incremento de los linfocitos
intraepiteliales intestinales, un signo prematuro de inflamacion intestinal persistente.

Con referencia al umbral minimo, los pocos trabajos cientificos llevados a cabo hasta ahora parecerian mostrar que
la ingestion de hasta 10 miligramos por dia de gliadina (igual a 20 partes por milléon de gluten) no es capaz de dafnar
sensiblemente la mucosa intestinal, pero puede determinar, en una minoria de los casos, la aparicién de sintomas
gastroentéricos.

A nivel legislativo internacional, la antigua norma “Codex Standard for Gluten-Free Foods”, por otra parte aun en
vigor, muestra, como contenido de gluten maximo en los productos de dieta terapéutica, 0,05 de nitrégeno por 100 g
de producto seco (con referencia al almidon del trigo), lo cual corresponde a una fraccion de gluten igual a
aproximadamente 500 ppm. Sin embargo, esta teniendo lugar una revision apropiada y correcta de la directriz
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anteriormente indicada, que parece prever que los alimentos libres de gluten que resultan de ingredientes libres de
gluten de manera natural no contengan mas de 20 ppm de gluten, mientras que los alimentos libres de gluten
obtenidos de cereales con gluten, pueden tener un limite maximo de 200 ppm de gluten.

En Francia, Gran Bretafia y los Paises Bajos, que estan esperando la revision de la directriz anteriormente indicada,
consideran, como el limite maximo para los productos libres de gluten, 200 partes por millén. En ltalia, entrara en
vigor una ley (Decreto Legislativo n°® 109/1992), que establece que, si en la composiciéon del producto alimentario o
en la de uno o mas de los ingredientes (aromatizantes, aditivos o coadyuvantes) que forman el mismo, estan
presentes cereales que contienen gluten o sustancias obtenidas de los mismos y/o a partir del procedimiento
productivo puede obtenerse en el producto final una cantidad de gluten, determinada analiticamente como superior a
20 partes por millén, dicho producto tendra que mostrar en la etiqueta, al pie de la lista de los ingredientes y de una
manera bien visible, las palabras “producto que contiene gluten”.

Por lo tanto, para garantizar a las personas celiacas una informacion precisa sobre la ausencia de gluten en los
alimentos, sera obligatorio, también en los quesos, mostrar en la etiqueta la presencia de posibles trazas de gluten.

Para la industria lactea especializada en la produccién de quesos veteados azules, este nuevo aspecto regulador
implica un serio dafio comercial derivado de la disminucién del circulo potencial de compradores consumidores. Sin
embargo, la completa exclusion del gluten de la dieta no es facil de llevar a cabo, considerando que pueden
producirse fendmenos de contaminacion cruzada de cereales y derivados (almidones, harinas, harina de almidén,
etc.) libres de gluten de manera natural, previamente a nivel de la industria de molturacién. Dichos productos son
usados, a continuacion, por la industria alimentaria en la preparacion de alimentos complejos basados en multiples
ingredientes tecnoldgicos, aditivos y coadyuvantes de diferente origen y naturaleza. Una reciente investigacion ha
mostrado que hasta el 6% de los productos “teéricamente” libres de gluten, en base a los ingredientes indicados,
contienen realmente por encima de 30 mg de gliadina por 100 g del producto final, igual a 600 ppm de gluten. Con el
fin de excluir una posible contaminacién por gluten, es necesario, por lo tanto, considerar, para cada producto
alimentario comercializado, no solamente todos los ingredientes usados y el procedimiento, sino también la cadena
productiva de cada ingrediente individual.

Entre los “alimentos en riesgo”, tal como los también sefalados por la Asociacion ltaliana de Personas Celiacas, los
“quesos veteados azules y con una corteza mohosa” estan también incluidos, puesto que a partir de investigaciones
experimentales, llevadas a cabo igualmente en lItalia, resulta que algunos “quesos veteados azules y con una
corteza mohosa” pueden contener gluten proveniente de medios de cultivo de desarrollo de esquizomicetos (mildius
y levaduras) usados como cultivos de partida con el fin de obtener el veteado azul tipico del queso azul (Penicillium
roqueforti), el recubrimiento de fieltro blanco de quesos tales como Brie, Camembert y Carré de I'Est, Tomme
blanche (Penicillium candidum) ylo el refinado de muchos otros tipos de quesos (géneros Kluiveromices,
Debaromices).

De acuerdo con la reglamentacion que entrara en vigor, nacida con el fin de satisfacer la necesidad de las personas
celiacas de una informacion precisa sobre la ausencia de gluten en los alimentos, si dichos quesos contienen trazas
de gluten, o sin embargo estan fabricados con ingredientes o coadyuvantes que contienen gluten tecnolégicos, sera
obligatorio mostrarlo en la etiqueta.

El documento IAMMETTI F. Y COL: “Determinazione del contenuto glutinico residuo in colture fungine utilizzate per
la produzione di Gorgonzola”, IL LATTE, TECNICHE NUOVE, MILAN, IT, vol. 25, no. 10, 01-01-2000, paginas 52-56,
se refiere a la determinacion de la cantidad de gluten en dos cultivos de Penicillium usando un ensayo ELISA.

La solicitud de patente francesa FR 2447682 A1 se refiere a la germinacion de un cultivo de Penicillium roqueforti en
un medio que contiene polvo de suero de leche (poudre de lactoserum).

El documento BLASZYK M. Y COL.: “Reduced water activity during sporogenesis in selected penicillia: Impact on
spore quality”, FOOD RESEARCH INTERNATIONAL, vol. 31, no. 6-7, 1998, paginas 503-509, se refiere al uso de
medio PDA (agar de patata dextrosa) para la produccion de esporas de Penicillium roqueforti.

El documento DEMYTTENAERE J. C. R. Y COL.: “De novo production of (+)-aristolochene by sporulated surface
cultures of Penicillium roqueforti’, PHYTOCHEMISTRY, PERGAMON PRESS, GB, vol. 59, no. 6, marzo de 2002,
paginas 597-602, se refiere al uso de medio PDA (agar de patata dextrosa) para la produccion de esporas de
Penicillium roqueforti.

Por lo tanto, sigue existiendo una fuerte necesidad de ser capaces de proporcionar productos lacteos con veteado
azul “libres de gluten”. También en el caso en el que el procedimiento de fabricacion de los cultivos de Penicillium no
prevé el uso de ningun ingrediente o sustancia que contiene gluten, es posible sin embargo que, debido a
contaminaciones cruzadas no intencionadas y accidentales, algunos componentes usados en el procedimiento
productivo lleven trazas de gluten. Por lo tanto, todos los operadores del sector estan de acuerdo en que, hasta
ahora, sigue existiendo una muy fuerte necesidad de proporcionar un procedimiento para la preparacion de medios
de cultivo adecuados para el desarrollo de los esquizomicetos (mildius o levaduras), usados como cultivos de partida
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para obtener el veteado azul de los quesos, capaz de usar un sustrato no basado en pan y, simultdneamente, capaz
de reducir las contaminaciones cruzadas, no intencionadas y accidentales, si se produjeran. En particular, sigue
existiendo la necesidad de proporcionar un procedimiento para la preparacién de medios de cultivo de desarrollo de
los esquizomicetos (mildius y levaduras), usados como cultivos de partida para obtener el veteado azul de los
quesos, que preveé un doble nivel de seguridad en relacion con la ausencia de gluten.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar el uso de un cultivo de esporas o mildiu libres de gluten que
pertenecen al género Penicillium en un procedimiento para la preparacién de productos lacteos con veteado azul
libres de gluten, segun la reivindicacién 1.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para la preparacion de medios de cultivo
capaces de superar los limites de la técnica conocida y que sea adecuado para ser destinado a personas afectadas
por enfermedad celiaca de manera segura.

Estos y otros objetivos, que resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, han sido alcanzados
por el Solicitante, el cual ha mejorado una metodologia, que incluye un doble nivel de seguridad en relacion con la
ausencia de gluten en los medios de cultivo.

En particular, el Solicitante ha establecido una metodologia que prevé: un primer procedimiento para la preparacion
de cultivos de mildiu o esporas desarrolladas en un sustrato de cultivo libre de gluten seleccionado de manera
natural, capaz de salvaguardar completamente la actividad biolégica de las esporas de mildiu y, por lo tanto, la
capacidad de asegurar un veteado azul 6ptimo y, a continuacion, un segundo procedimiento que prevé un
tratamiento enzimatico de dichos cultivos. Los mildius que pertenecen a la especie Penicillium roqueforti,
preferentemente seleccionados a partir del grupo depositado por el Solicitante en el Centro de Recogida DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulfuren GmbH; Braunsweig, Alemania) el 21.12.2005, forman
un sujeto de la presente invencion, en la cual dicho grupo esta constituido por los microorganismos identificados por
dicho centro, con los nimeros de registro indicados en la siguiente tabla 1:

Penicillium roqueforti | DSM 17815
Penicillium roqueforti | DSM 17816
Penicillium roqueforti | DSM 17817
Penicillium roqueforti | DSM 17818
Penicillium roqueforti | DSM 17819
Penicillium roqueforti | DSM 17820
Penicillium roqueforti | DSM 17821
Penicillium roqueforti | DSM 17822
Penicillium roqueforti | DSM 17823
Penicillium roqueforti | DSM 17824
Penicillium roqueforti | DSM 17825
Penicillium roqueforti | DSM 17826
Penicillium roqueforti | DSM 17827
Penicillium roqueforti | DSM 17828
Penicillium roqueforti | DSM 17829
Penicillium roqueforti | DSM 17830

tal como se indica en la reivindicacion independiente adjunta.

Un procedimiento para la preparacion de un cultivo de espora o mildiu libre de gluten, seleccionado entre el grupo
indicado anteriormente, una composicion que incluye al menos uno de dichos cultivos y el uso de al menos uno de
dichos cultivos para la preparacion de un producto lacteo con veteado azul destinado a personas con enfermedad
celiaca forman, por consiguiente, un objetivo de la presente invencion, que tiene las caracteristicas indicadas en las
reivindicaciones adjuntas.

El veteado azul, es decir el veteado con un color verde mas o menos intenso tipico del Gorgonzola (ltalia),
Roquefort, Bress Blue, Blue d'Auvergne, Sassenage y otros (Francia), Stilton (Inglaterra), Danablue (Dinamarca),
Cabrales (Espafia) y Bluecheese (Estados Unidos), se obtiene mediante el desarrollo de un mildiu que pertenece al
género Penicillium (especie Penicillium roqueforti), el cual se afiade voluntariamente a la leche en el momento del
procesamiento, junto con enzimas lacteas y el cuajo. Las cepas de mildiu, las cantidades de esporas y las técnicas
de tratamiento varian de un queso a otro, pero todas las tipologias se caracterizan por un tipo de coagulacién del
cuajo lactico, con una naturaleza lactica tardia prevalente, con una coagulacion himeda y particularmente blanda y
agrietada, con lento y progresivo drenaje. La accién enzimatica de una microflora mezclada (bacterias lacticas,
mildiu y a menudo levaduras) permite obtener, en tiempos relativamente cortos, pastas muy proteolizadas (con un
coeficiente de maduracion de aproximadamente el 65%) caracterizadas por la presencia de diversas sustancias
aromaticas para la accion lipolitica llevada a cabo por el Penicillium sobre la materia grasa. Los agrietamientos,
indispensables para el desarrollo del mildiu, son una consecuencia tanto de la acidificacion llevada a cabo por las
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enzimas lacticas como por el desarrollo del diéxido de carbono producido por las levaduras o bacterias
heterofermentadas.

Durante la maduracién, las formas estan sometidas, en dos etapas diferentes, a la perforacién de ambas caras con
agujas apropiadas. La operacion tiene el objetivo de permitir la entrada de aire y, por lo tanto de oxigeno, dentro de
los agrietamientos que existen en la pasta.

Unicamente en un entorno aireado, las esporas de Penicillium son capaces de desarrollarse por si mismas,
mediante la formacion, en primer lugar, de un entrelazado de hifas (micelio) que invaden los agujeros y las grietas y
posteriormente producen los conidiéforos que portan las esporas, con un color verde/azul mas o menos intenso.

Es el color de las esporas el que caracteriza el aspecto tipico del Gorgonzola y todos los demas quesos veteados
azules, mientras que las acciones proteoliticas y lipoliticas del mildiu causan la maduracion del queso y la formacion
de las caracteristicas sensoriales particulares.

Los cultivos de esporas de las diferentes cepas de Penicillium roqueforti usadas en el procesamiento son preparadas
por laboratorios especializados, en una forma liquida o liofilizada, de acuerdo con la técnica conocida por el experto
en la materia.

De hecho, se realiza la preparacion de un cultivo intermedio, el cual prevé una siembra de las esporas de la cepa de
Penicillium (procedente de un tubo del Working Cell Bank) en un medio de cultivo de agar apropiado (por ejemplo
agar de patata, agar de patata-dextrosa, agar de extracto de malta) y posterior incubacion a 22-28°C durante 5-10
dias, con el fin de incrementar su nimero.

Una vez finalizado el desarrollo y la formacién de esporas del cultivo intermedio (habitualmente una semana) en uno
de los medios de cultivos descritos anteriormente, con una pipeta estéril las esporas se retiran y se recogen de la
superficie del medio de agar.

En una realizacion particularmente preferida, dicho cultivo intermedio se obtiene mediante el desarrollo de esporas
que pertenecen a la especie Penicillium roqueforti, seleccionadas entre el grupo descrito anteriormente y
reivindicado en la reivindicacion independiente adjunta.

Dichas esporas han sido aisladas a partir de un habitat natural, preferentemente a partir de esencias de forraje.

Las esporas del cultivo intermedio, después de suspension en un medio liquido estéril apropiado (solucidn fisiolégica
o los propios caldos de cultivo descritos anteriormente en la formulacion sin agar) forman el indculo para la
produccioén del cultivo final. El Solicitante ha descubierto que es util usar, como sustrato de desarrollo, al menos un
sustrato libre de gluten de manera natural de origen vegetal.

En la practica, el Solicitante ha descubierto que es util el uso, como un sustrato de desarrollo, de uno o mas
sustratos seleccionados entre el grupo que incluye: arroz, maiz, patata, mandioca, tapioca, castafas, guisantes,
habas y legumbres libres de gluten de manera natural, en forma de granos inflados o explotados (tales como
palomitas de maiz), o en la forma de harinas como tales y/o precocinadas.

Con referencia a los tubérculos (patata, tapioca y mandioca) estos tienen que ser previamente cortados en pequefios
cubos o tiras, dependiendo de la posibilidad; sin embargo, es posible también usar sus harinas, tanto como tales o
precocinadas. Por el contrario, las legumbres (por ejemplo, habas, guisantes, judias y garbanzos) se usan como
tales o en una forma seca. Sin embargo, es posible usar cualquier mezcla de las materias primas enumeradas hasta
ahora. Ventajosamente, el sustrato se selecciona a partir de arroz y/o maiz; preferentemente en forma de un sustrato
inflado o explotado o en forma de harina, usado en solitario y/o en todas las combinaciones simples y/o complejas
previsibles. El sustrato preferido, constituido por arroz inflado y/o maiz explotado se introduce en recipientes de
vidrio Pirex con una gran abertura, los cuales posteriormente se cierran con un algodén bacterioldgico y se
esterilizan en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

A continuacion, cada recipiente se inocula con una suspension de esporas del cultivo de Penicillium y se introduce
para la incubacion, junto con otras muchas suspensiones idénticas que forman un Unico lote de produccioén, en
termostatos con una temperatura controlada que varia entre 20 y 28°C, en funcion de las cepas usadas.

La naturaleza del sustrato de cultivo y las condiciones de incubacién permiten el paso de la forma de espora
quiescente a la forma vegetativa; la espora germina y, a partir de cada una, se forman células (hifas), las cuales
producen enzimas capaces de transformar las sustancias complejas que existen en el sustrato mencionado
anteriormente en moléculas mas simples, las cuales son absorbidas por las células y determinan un desarrollo
rapido de las mismas.

Cada hifa se extiende y se segmenta por si misma desarrollando dos células hija las cuales llevan a cabo el
mecanismo, dando lugar en unos pocos dias a largos filamentos. A partir del mayor o menor intimo entrelazado de
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las hifas, se forma un tipo de fieltro de color blanco-grisaceo (micelio), el cual, a continuacion, cuando alcanza un
nivel de desarrollo bien preciso y cuando las condiciones ambientales son ventajosas, produce hifas particulares en
forma de un “cepillo” (conidiéforos) con los cuerpos fructiferos, los cuales, a su vez, portan las esporas con un color
verde/azul mas o menos intenso.

El tiempo requerido para el mantenimiento de las esporas cambia de cepa a cepa, pero generalmente, usando pan
como sustrato, el ciclo termina después de 12-21 dias a partir del inéculo.

Cuando se ha completado el desarrollo, se separan uno o mas sustratos sujetos de la presente invencion,
completamente invadidos y recubiertos de micelio y esporas verdes, del recipiente con la ayuda de una solucién
estéril de agua, sal y agar y se someten a trituracion, homogeneizacion y filtracion en instalaciones apropiadas para
la extraccion de esporas. Al final del procedimiento, se obtiene un liquido de color verde/azul, en el cual estan
suspendidas las esporas de la cepa de Penicillium producida.

La etapa de extraccion viene seguida por una etapa de normalizacion del valor cuantitativo de las esporas, un
objetivo que se logra mediante la adicion de una fraccion adicional de solucion estéril en agua, sal y agar hasta que
se alcanza la misma densidad éptica de una muestra de referencia de la cepa, evaluada mediante comparacion
nefelométrica. El procedimiento descrito anteriormente permite ya certificar al cultivo de Penicillium fabricado de este
modo como un cultivo “libre de gluten”, no habiéndose usado en ninguna etapa del procedimiento productivo ningin
ingrediente, excipiente o sustancia que contenga gluten de manera natural.

No obstante, para garantizar un nivel de seguridad adicional, el Solicitante ha asociado ventajosamente con dicha
metodologia de produccién un tratamiento con enzimas proteoliticas capaces de degradar el gluten, si es que existe,
procedente de contaminaciones cruzadas accidentales que sera llevado a cabo sobre la suspensiéon de esporas
obtenida a partir de los sustratos anteriormente descritos.

Por lo tanto, con la presente divulgacion, el Solicitante es capaz de proporcionar una metodologia que prevé un
doble nivel de seguridad, capaz de eliminar también el posible riesgo debido a la presencia de trazas de gluten
motivadas por contaminaciones cruzadas ocurridas a lo largo de la cadena de produccion de las materias primas
usadas.

El tratamiento enzimatico, sujeto de la presente divulgacion, ha sido definido después de haberse evaluado multiples
enzimas proteoliticas, tanto proteasas como peptidasas y sus mezclas, tales como tripsina, quimotripsina,
pancreatina, pepsina, papaina y bromelaina.

Ventajosamente, se usan pepsina y bromelaina, o mezclas de las dos enzimas, en una relacién de 1:10 a 10:1 de
las mismas; preferentemente, en una relacién en peso de 1:5 a 5:1.

La pepsina es una enzima contenida en el jugo gastrico que promueve la digestion de los alimentos. La pepsina es
una proteasa que trabaja mejor en ambiente acido y es capaz de romper las proteinas en muchos puntos diferentes
y en desorden. Su accion hidrolitica es debida a un sitio activo que contiene dos restos de acido aspartico. Es
extraida, en particular, a partir de la mucosa gastrica de los cerdos, o a partir del cuarto estémago de los rumiantes,
en particular bovinos. Se encuentra disponible en el mercado tanto en forma liquida como en polvo con un valor
cuantitativo diferente, expresado en Unidades Enzimaticas, o para el tipo bovino, usado en la industria lactea con el
fin de coagular la leche y efectuar la maduracion del queso, en MCU (Unidades de Coagulacion de la Leche). La
bromelaina es una mezcla de proteinasa compleja generalmente extraida a partir del tronco de la pifia tropical,
aunque estan presentes en su pulpa enzimas similares. La bromelaina se encuentra disponible en polvo con una
actividad enzimatica expresada en GDU (Unidades de Digestion de Gelatina) o MCU (Unidades de Coagulacion de
la Leche). 1 MCU es equivalente a aproximadamente 2/3 de GDU.

La hidrdlisis del gluten tiene lugar en un intervalo bastante amplio de temperatura, de 5 a 60°C; preferentemente, de
30 a 50°C. El valor del pH esta entre 1y 7; preferentemente, de 4 a 7. En particular, el pH para la pepsina esta entre
1,8 y 6,0 y para la bromelaina el pH esta entre 3,5y 6,5.

Ventajosamente, la temperatura esta entre 30 y 40°C; preferentemente, es de 37°C para la pepsina.
Ventajosamente, la temperatura esta entre 40 y 50°C; preferentemente, es de 45°C para la bromelaina.

El tiempo de hidrdlisis esta entre 5 y 60 horas, preferentemente de 15 a 50 horas.

Para la definicién de las condiciones de trabajo con las cuales ha de llevarse a cabo el tratamiento enzimatico,
adecuado para la eliminacion de toda presencia de gluten en los cultivos de mildiu producidos con sustancias libres
de gluten de manera natural, se han realizado experimentos, en los cuales, a dichos cultivos se han afiadido
voluntariamente cantidades conocidas de gluten, para situar la concentracion final en un intervalo que varia entre 3 y
20 ppm. Dichas concentraciones de gluten simulan la situacién mas grave que podria producirse después de
contaminaciones cruzadas ocurridas en la cadena de produccion de los alimentos y sustancias libres de gluten de
manera natural, usadas como sustancias de desarrollo para el mildiu.
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En los experimentos, llevados a cabo con el fin de hidrolizar el gluten voluntariamente afiadido, se ha usado pepsina
liquida con un valor cuantitativo entre 300 y 800 MCU, ventajosamente con un valor cuantitativo igual a 500 MCU, y
bromelaina en polvo con un valor cuantitativo entre 1550 y 3000 GDU, ventajosamente con un valor cuantitativo
igual a 2.200 GDU.

Se han llevado a cabo varios ensayos, variando de vez en cuando la concentracion final de las enzimas, usadas en
solitario y mezcladas, o las condiciones de trabajo de la hidrolisis (temperatura, pH del mildiu y tiempo de accién).

La eliminacién completa de la cantidad maxima de gluten afiadido, igual a 20 ppm, se ha llevado a cabo
preferentemente con el uso simultaneo de pepsina (con un valor cuantitativo igual a 500 MCU) y bromelaina (con un
valor cuantitativo igual a 2.200 MCU), para una duracion total de 20-28 horas, por ejemplo 24 horas, con una
temperatura entre 24 y 30°C a un pH controlado entre 4 y 5. Después del tratamiento enzimatico y la aprobacion del
lote por el Control de calidad, se lleva a cabo el envasado en recipientes estériles.

Conforme a la reglamentacion Europea que entrara en vigor a finales de 2005, unicamente un queso veteado azul
producido con mildius fabricados con la tecnologia sujeto de la presente invencién proporcionara garantias absolutas
sobre la ausencia de gluten en él. Por lo tanto, para este queso sera innecesaria cualquier mencion en la etiqueta
concerniente a la presencia de gluten.

Aunque, en lo concerniente a las materias primas usadas como sustancias de desarrollo, se han indicado ya un
numero suficiente de datos, a continuacion se enumeran algunas realizaciones preferidas relativas al tratamiento
enzimatico meramente a modo de ejemplo, lo cual no limita la importancia de la presente invencion.

En estas realizaciones preferidas, las condiciones de trabajo son tales que la actividad bioldgica de las esporas de
mildiu y, por lo tanto, su capacidad para asegurar un 6ptimo veteado azul y maduracion de los quesos azules, estan
protegidas.

Por ejemplo, en una realizacién preferida se usa: a) concentracion de bromelaina: de 0,1 a 0,4 g/litro de mildiu (igual
a 220-880 GD/I); pH de la hidrdlisis: 4,4-4,6; temperatura de la hidrdlisis: 22-28°C (por ejemplo, 24°C); duracion de la
hidrolisis: 24-48 horas.

Por ejemplo, en otra realizacion preferida se usa: b) concentracion de pepsina: de 0,2 a 0,4 g/litro de mildiu (igual a
100-200 MCU/); pH de la hidrdlisis: 4,4-4,6; temperatura de la hidrélisis: 22-28°C (por ejemplo, 24°C); duracion de la
hidrolisis: 24-48 horas.

Por ejemplo, en ofra realizacion preferida mas se usa: c) concentracion de bromelaina: de 0,05 a 0,2 g/litro de mildiu
(igual a 110-440 GDU/); concentracion de pepsina: de 0,1 a 0,2 ml/litro de mildiu (igual a 50-100 MC/I); pH de la
hidrdlisis: 4,4-4,6; temperatura de la hidrdlisis: 22-28°C (por ejemplo, 24°C); duracion de la hidrolisis: 24-48 horas.

Ventajosamente, con el procedimiento sujeto de la presente divulgacion, la cantidad final de gluten determinada con
el ensayo mas sensible actualmente disponible en el mercado, siempre resulta no determinable. En este caso, es
posible asegurar la ausencia de gluten en los cultivos producidos con la metodologia de la presente divulgacion. Los
controles analiticos relativos a las concentraciones de gluten han sido llevados a cabo con el kit de gliadina ELISA
RIDASCREEN® de R-Biopharm A, Darmstadt, Alemania, para el analisis cuantitativo de la gliadina y la prolamina
correspondiente. A partir de la revista “Approaches to Establish Thresholds for Major Food Allergens and for Gluten
in Food” - Draft Report of the U.S. Food and Drug Administration, Junio de 2005, puede concluirse que el kit analitico
usado para la determinacion de las concentraciones de gluten es uno de los pocos confirmados, el mas sensible,
cuantitativo y especifico para la diferentes gliadinas.

Las realizaciones adicionales son las siguientes:

Una realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a esporas o mildiu de la especie Penicillium roqueforti
seleccionadas entre el grupo constituido por los microorganismos tal como se desvelan en la Tabla 1 anteriormente.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para la preparacion de una
composicion que comprende al menos un cultivo de esporas o mildius libre de gluten se caracteriza porque dicho
cultivo es del género Penicillium y porque se obtiene mediante un sustrato de cultivo libre de gluten.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que el cultivo de esporas
o mildius es de la especie Penicillium roqueforti.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que dicho cultivo se
selecciona entre el grupo constituido por los microorganismos tal como se han descrito anteriormente en la Tabla 1.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que el sustrato de cultivo
se selecciona entre aquellos de origen vegetal.
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Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que el sustrato de cultivo
se selecciona entre el grupo que incluye: arroz, maiz, patata, mandioca, tapioca, castafias, guisantes, habas, judias
y legumbres o sus mezclas libres de gluten de manera natural.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que el sustrato de cultivo
es una mezcla que incluye arroz y maiz.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que el sustrato esta en
forma de granos inflados o explotados o en forma de harinas como tales y/o precocinadas.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento que incluye al menos una
etapa en la que al menos un sustrato, tal como se ha definido anteriormente, se inocula con una suspension de
esporas intermedia de la especie Penicillium roquefort; preferentemente, dichas esporas se seleccionan entre el
grupo de los microorganismos tal como se han descrito anteriormente en la Tabla 1.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que la inoculacion se
lleva a cabo durante el tiempo requerido y en condiciones de temperatura tales que se permite la maduracion de las
esporas.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que esta prevista,
ademas, una etapa de separacion de una solucién liquida, que contiene el cultivo de esporas, del sustrato usado.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que esta prevista,
ademas, una etapa de deshidrataciéon de dicha solucién para obtener el cultivo de esporas en una forma liofilizada,
pulverizada o pulverulenta.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a una composicion que comprende al menos
un cultivo de esporas o mildiu libre de gluten tal como se ha desvelado anteriormente en la Tabla 1;
preferentemente, dichas esporas se seleccionan entre el grupo de microorganismos tal como se han desvelado
anteriormente.

Otra realizacion preferida de la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para la preparacion de un
producto lacteo con veteado azul que incluye al menos una etapa en la que se usa dicha composicién que incluye al
menos un cultivo de esporas libre de gluten.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a un producto lacteo con veteado azul
obtenido segun el procedimiento desvelado anteriormente.

Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere al uso de un cultivo de esporas libre de gluten del
género Penicillium, preparado segun el procedimiento desvelado anteriormente, para la preparacion de un producto
lacteo con veteado azul destinado a personas afectadas por enfermedad celiaca; preferentemente, dichas esporas
pertenecen a la especie Penicillium roqueforti; mas preferentemente, se seleccionan entre el grupo segun la Tabla 1.

Una realizacion preferida adicional de la presente invencion se refiere al uso de un sustrato de cultivo seleccionado
entre el grupo que incluye: arroz, maiz, patata, mandioca, tapioca, castafas, guisantes, habas, judias y legumbres o
sus mezclas libres de gluten de manera natural para la preparacion de un cultivo de esporas o mildiu libre de gluten
del género Penicillium, preferentemente, de la especie Penicillium roqueforti; mas preferentemente, dichas esporas
se seleccionan entre el grupo segun la Tabla 1.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para la preparacion de
una composicion que incluye al menos un cultivo de esporas o mildiu libre de gluten, estando dicho procedimiento
caracterizado porque dicha composicion se prepara segun el procedimiento desvelado anteriormente y porque es
sometida adicionalmente a un tratamiento enzimatico para eliminar trazas de gluten, si hubiera alguna, existentes en
esta Ultima composicion.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que dichas
esporas o mildius pertenecen al género Penicillium; preferentemente a la especie Penicillium roqueforti; mas
preferentemente, se seleccionan entre el grupo segun la Tabla 1.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que las posibles
trazas de gluten existentes en dicha composicién a tratar provienen de contaminaciones accidentales, no
intencionadas o cruzadas.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que el
tratamiento enzimatico prevé el uso de al menos una enzima proteolitica.
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Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que la enzima
proteolitica se selecciona entre el grupo que incluye: proteasas y peptidasas.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que las
proteasas y peptidasas se seleccionan entre el grupo que incluye: tripsina, quimotripsina, pancreatina, pepsina,
papaina y bromelaina; preferentemente, las proteasas y las peptidasas se seleccionan entre pepsina y/o bromelaina.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que dicha al
menos una enzima proteolitica afiadida a la composicion, preparada segun el procedimiento desvelado
anteriormente, hidroliza las trazas de gluten, si hubiera alguna, existentes en esta ultima composicion.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que la hidrdlisis
tiene lugar a un valor de pH entre 1 y 7, preferentemente de 4 a 5; a una temperatura entre 5 y 60°C,
preferentemente de 30 a 50°C y en un periodo entre 5y 60 horas, preferentemente de 15 a 50 horas.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a dicho procedimiento, en el que la hidrdlisis
se lleva a cabo con pepsina y/o bromelaina en las siguientes condiciones: pH entre 4,4 y 4,6; temperatura entre 22 y
28; y un periodo entre 24 y 48 horas.

Una realizacion adicional de la presente divulgacion se refiere a una composicion que incluye al menos un cultivo de
esporas o mildiu libre de gluten obtenido segun el procedimiento desvelado anteriormente; preferentemente, dichas
esporas o mildius se seleccionan entre el grupo segun la Tabla 1.

Una realizacion preferida adicional de la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para la preparacion de
un producto lacteo con veteado azul que incluye al menos una etapa en la que se usa una composiciéon que incluye
al menos un cultivo de esporas o mildiu libre de gluten, tal como se ha desvelado anteriormente.

Una realizacion adicional de la presente divulgacion se refiere a un producto lacteo con veteado azul obtenido segun
el procedimiento desvelado anteriormente.

Una realizacion adicional de la presente invencion se refiere al uso de un cultivo de esporas libre de gluten del
género Penicillium preparado segun dicho procedimiento, para la preparacion de un producto lacteo con veteado
azul destinado a personas afectadas por enfermedad celiaca; preferentemente, dichas esporas pertenecen a la
especie Penicillium roqueforti; mas preferentemente, se seleccionan entre el grupo segun la Tabla 1.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un cultivo de esporas o mildiu libre de gluten que pertenece al género Penicillium en un
procedimiento para la preparacion de un producto lacteo con veteado azul libre de gluten, cultivando al menos un

5 cultivo de esporas o mildiu que pertenece al género Penicillium en un sustrato de cultivo libre de gluten de origen
vegetal seleccionado entre el grupo que incluye arroz, maiz, patata, mandioca, tapioca, castafias, guisantes, habas y
legumbres o sus mezclas.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho al menos un cultivo de esporas o mildiu pertenece a
10 la especie Penicillium roqueforti.

3. El uso segun la reivindicacion 2, en el que dicha al menos una espora o mildiu de la especie
Penicillium roqueforti se selecciona entre el grupo constituido por los siguientes microorganismos:

Penicillium roqueforti | DSM 17815
Penicillium roqueforti | DSM 17816
Penicillium roqueforti | DSM 17817
Penicillium roqueforti | DSM 17818
Penicillium roqueforti | DSM 17819
Penicillium roqueforti | DSM 17820
Penicillium roqueforti | DSM 17821
Penicillium roqueforti | DSM 17822
Penicillium roqueforti | DSM 17823
Penicillium roqueforti | DSM 17824
Penicillium roqueforti | DSM 17825
Penicillium roqueforti | DSM 17826
Penicillium roqueforti | DSM 17827
Penicillium roqueforti | DSM 17828
Penicillium roqueforti | DSM 17829
Penicillium roqueforti | DSM 17830

15
que fueron depositados por el Solicitante a cargo del centro de recogida DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; Braunsweig - Alemania) el 21/12/2005.

4. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho sustrato de cultivo esta en forma de granos inflados o
20 explotados o en forma de harinas como tales y/o precocinadas.

5. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho sustrato de cultivo libre de gluten se selecciona entre
arroz y/o maiz.

25 6. El uso segun la reivindicacion 5, en el que dicho cultivo libre de gluten esta constituido por arroz
inflado y/o maiz explotado.

10



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

