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DESCRIPCION

Potenciador de la proliferacion de bacterias acidolacticas, y agente para mejorar la capacidad de supervivencia de
bacterias acidolacticas.

Campo Técnico

La presente invencion se refiere al uso de un agente para potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad de
bacterias acidolacticas.

Antecedente de la invencién

Se han ido descubriendo diversos efectos fisiologicos de las bacterias acidolacticas, tales como el efecto sobre la
regulacion intestinal, la defensa contra infecciones, la accion inmunoestimulante y la prevencion del cancer, y se ha
desarrollado el uso de bacterias acidolacticas o cultivos de las mismas como materias primas para alimentos
saludables, farmacos o similares. Ademds, ciertos estudios recientes han informado de que las funciones
mencionadas anteriormente se pueden mejorar suministrando las bacterias acidolacticas en un estado viable al
intestino, y la mejora de la viabilidad en el producto tiene una gran ventaja industrial en aplicaciones para Alimentos
de Uso Especifico para la Salud (FOSHU), aumentando rapidamente la demanda de estos alimentos en los ultimos
anos.

Sin embargo, la viabilidad de las bacterias acidolacticas depende de la cepa bacteriana, la fase de cultivo, el pH del
producto, o la concentracion de azlcar utilizada como edulcorante, y es muy dificil mejorar la viabilidad de las
bacterias acidolacticas y conservar al mismo tiempo el sabor original del producto. Por tanto, se utilizan envases
adecuados con el fin de impedir la permeabilidad al oxigeno todo lo que sea posible, pero los envases tienen el
problema de que aumentan los costes. Ademas, como método para producir yogur de bajo contenido de grasa que
produce una baja reduccion en las bacterias acidolacticas durante el almacenamiento, se ha desvelado un método
para mejorar la tasa de supervivencia de las bacterias acidolacticas mediante la adicién de acido oleico, o una sal o
éster del mismo, al medio de fermentacion (por ejemplo, véase el Documento de Patente 1). Sin embargo, la
mayoria de los compuestos relacionados con el acido oleico que se pueden utilizar como aditivos alimentarios en
Japon tienen olores peculiares, y el uso de estos compuestos da como resultado, inevitablemente, el deterioro del
sabor de los productos. Incluso cuando se mejora la viabilidad a costa del deterioro del sabor, la tasa de
supervivencia es tan solo del 40%.

Ademas, se ha desvelado un método de produccién de yogur liquido con baja viscosidad y alta viabilidad mediante
la adicién de peroxidasa a una mezcla de materias primas (por ejemplo, véase el Documento de Patente 2), pero
existe el problema de que la adicién de dicho material puede afectar al coste del producto.

Por otro lado, para que se produzcan los efectos fisioldgicos de las bacterias acidolacticas, es importante mantener
un gran nimero de células viables en el producto. Sin embargo, para aumentar el nimero de células viables es
necesario que transcurra un tiempo de cultivo mas prolongado, lo cual perjudica a la productividad. Un método que
favorezca el crecimiento de bacterias acidolacticas con el fin de incrementar la concentracion de células bacterianas
y acorte el tiempo de cultivo, hace posible la produccién simple y barata de cultivos de bacterias acidolacticas, lo que
es muy importante desde el punto de vista industrial.

Se han realizado diversas tentativas como métodos para favorecer el crecimiento de bacterias acidolacticas. Por
ejemplo, se ha desvelado la célula Euglena y/o un extracto de la misma (por ejemplo, véase el Documento de
Patente 3), un producto obtenido retirando materiales de alto peso molecular de un extracto de pepino (por ejemplo,
véase el Documento de Patente 4), un producto de degradacion obtenido por tratamiento de la proteina del suero de
la leche con proteasa (por ejemplo, véase el Documento de Patente 5), posos de sake (por ejemplo, véase el
Documento de Patente 6), una solucién purificada del acido piroligneo (por ejemplo, véase el Documento de Patente
7) y similares. La adicion de estas sustancias puede afectar al sabor del producto y acentia el problema del
aumento del coste debido a la existencia de procesos complejos y engorrosos en la preparacién o purificacion de los
materiales.

Documento de Patente 1: JP-A-2001-45968
Documento de Patente 2: JP-A-H10-262550
Documento de Patente 3: JP-A-H07-99967
Documento de Patente 4: JP-A-2000-41655
Documento de Patente 5: JP-A-2004-57047
Documento de Patente 6: JP-A-2005-151927
Documento de Patente 7: JP-A-2005-318856
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Divulgacién de lainvencion
Problemas aresolver por la invencion

Un material que tenia el efecto de potenciar el crecimiento de una bacteria acidolactica que se obtenia utilizando una
tecnologia convencional, tenia problemas tales como un proceso de preparacién complejo y engorroso, el alto coste
del propio material, y para impedir que el sabor u olor especifico se transfiriera a los productos comerciales al
producir los productos, solo podia afiadirse una cantidad muy pequefia del material al medio para que el sabor de
los productos no se viera afectado. Considerando tales problemas, un objetivo de la presente invencion es
proporcionar un agente nuevo para potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad de una bacteria acidolactica que
tenga una excelente capacidad de aumentar el crecimiento de la bacteria acidolactica y que mejore la viabilidad de
la bacteria acidolactica en el producto, que no tenga un efecto adverso sobre el sabor del producto y que tenga un
coste de produccion bajo.

Medios para resolver los problemas

Los inventores de la presente invencién han hecho extensos estudios para obtener un agente que potencie el
crecimiento y mejore la viabilidad de una bacteria acidolactica, que tenga una capacidad excelente para potenciar el
crecimiento y mejorar la viabilidad de la bacteria acidolactica y que no tenga efectos adversos sobre su sabor y su
coste de produccion. Como resultado, los inventores han descubierto que una célula muerta de una bacteria
acidolactica o un cultivo que contiene la célula muerta tiene el efecto de aumentar extraordinariamente la viabilidad
de una bacteria acidolactica. Ademas, los inventores también han descubierto que la célula muerta de una bacteria
acidolactica o el cultivo que contiene la célula muerta tiene el efecto de potenciar el crecimiento de la bacteria
acidolactica que se quiere cultivar. Es decir, los inventores han descubierto que el uso de la célula muerta de una
bacteria acidoléctica o el cultivo que contiene la célula muerta son eficaces para potenciar el crecimiento de la
bacteria acidolactica que se quiere cultivar y para mantener un alto nimero de células viables en el producto sin
afectar al sabor del producto, impidiendo al mismo tiempo el aumento del coste debido al uso de un envase especial
y caro que suprima el intercambio de oxigeno todo lo que sea posible, completando de esta manera la presente
invencion. Es decir, la presente invencién proporciona el uso de un agente para potenciar el crecimiento y mejorar la
viabilidad de una bacteria acidolactica, que contiene una célula muerta de una bacteria acidolactica o un cultivo que
contiene la célula muerta como principio activo.

Efecto de la invencién

Se puede producir un agente para potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad de una bacteria acidolactica, que
tiene el efecto de potenciar extraordinariamente el crecimiento de la bacteria acidolactica que se quiere cultivar y que
también mantiene alto el nimero de células viables en el producto, por la adicion de la célula muerta de una bacteria
acidolactica o el cultivo que contiene la célula muerta durante el cultivo de la bacteria acidolactica que se quiere
cultivar sin que altere el sabor del producto y evitando al mismo tiempo el aumento en el coste debido al uso de un
envase especial y caro para suprimir el intercambio de oxigeno todo lo que sea posible.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencién

En la presente invencion, la célula muerta de una bacteria acidolactica se puede preparar: esterilizando un medio
donde se ha cultivado la bacteria acidolactica y recogiendo la célula muerta por filtracion, centrifugacion o similares,
para después concentrarla y secarla si se necesita. De manera alternativa, la célula muerta también se puede
preparar recogiendo la célula cultivada y luego esterilizando la célula, para a continuacion concentrarla y secarla si
se necesita.

En la presente invencién, el cultivo que contiene la célula muerta de una bacteria acidolactica se puede preparar:
esterilizando un medio, tal como estj, donde se ha cultivado la bacteria acidolactica y posteriormente
concentrandolo o secandolo segun se requiera. De manera alternativa, el cultivo también se puede preparar filtrando
o centrifugando el medio donde se ha cultivado la bacteria acidolactica para aumentar la concentracion de la célula 'y
posteriormente esterilizando la célula resultante, para a continuacion concentrarla o secarla si se necesita.

En la presente invencion, el sustrato del cultivo que contiene la célula muerta de bacterias acidolacticas se puede
preparar como un medio, un componente material 0 una composicion, que se ha preparado recientemente
afadiendo una célula muerta de una bacteria acidolactica o un cultivo que contiene la célula muerta y
suplementandolo con una fuente nutricional necesaria para el cultivo de microorganismos. No solo se incluye la
esterilizaciéon por calor sino también un método convencional para inactivar bacterias, tales como la radiacion por
rayos UV o rayos-y.

El agente para potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad de una bacteria acidolactica de la presente invencion
se utiliza como una solucién acuosa tal cual o se usa en estado de solucién concentrada o en polvo, como se
describe anteriormente. El suero de mantequilla 4cido que se obtiene en la fabricacion de mantequilla fermentada
gue se produce por fermentacion utilizando una bacteria acidolactica, se puede utilizar en estado de una solucion
concentrada o en polvo que contiene la célula muerta de la bacteria acidolactica. También puede utilizarse el
material que contiene una célula de una bacteria acidolactica que se utiliz6 como material de partida, asi como un
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cultivo. También puede utilizarse un material que contenga una célula muerta de una bacteria acidolactica que se
us6 como material de partida, tal como el suero de queso que se obtiene en la produccion de quesos producidos por
fermentacién utilizando una bacteria acidolactica, asi como un cultivo que contenga una célula muerta de una
bacteria acidolactica. La célula bacteriana y el cultivo, si se necesita, se someten a concentracion o secado, durante
los cuales se puede obtener una célula muerta proporcionando una etapa de la esterilizacion.

El agente para potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad de un bacteria acidolactica que contiene una célula
muerta de una bacteria acidolactica, un cultivo que contiene la célula muerta, o un suero de mantequilla acido que
contiene la célula muerta como principio activo, se pueden utilizar tal cual, o se puede preparar una nueva
composicibn como sustrato para cultivo tal como un medio, un componente material, 0 una composicion,
suplementado con una fuente nutricional necesaria para el cultivo de microorganismos afiadiéndola a otro
componente nutricional. El agente para potenciar el crecimiento y para mejorar la viabilidad de una bacteria
acidolactica que contiene una célula muerta de una bacteria acidolactica, un cultivo que contiene la célula muerta, o
un suero de mantequilla acido que contiene la célula muerta como principio activo puede prepararse como leche
concentrada o leche en polvo afiadiéndolo a la leche o a la leche desnatada y concentrando y secando el producto,
segun se necesite. Ademas, el agente puede utilizarse por mezcla de polvo con polvo con una pluralidad de
productos lacteos en polvo.

Las realizaciones de la presente invencién pueden incluir: el agente para potenciar el crecimiento y mejorar la
viabilidad de una bacteria acidolactica se puede afadir directamente como tal a la mezcla de fermentacion para
obtener un producto de leche fermentada; y el agente para potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad de una
bacteria acidolactica se puede utilizar afiadiéndolo a un cultivo seminal o fermento de la bacteria acidolactica que se
va a cultivar.

En la fermentacion para un determinado producto, la célula muerta que se obtiene como se expuso anteriormente se
puede afiadir directamente a una mezcla de fermentacion, la mezcla se esteriliza, y se afiade un fermento de
bacteria acidolactica a la mezcla esterilizada para comenzar la fermentacion y de esta manera preparar un producto
de leche fermentada; o la célula muerta que se obtiene como se expuso anteriormente se puede afiadir a medio de
leche desnatada que es el que se usa convencionalmente en el cultivo de bacterias acidolacticas, se esteriliza la
mezcla, se inocula una bacteria acidolactica que se va a cultivar en la mezcla, cultivandose la bacteria para producir
un cultivo seminal o un fermento, y después, el cultivo seminal o el fermento se afiade a la mezcla de fermentacion
esterilizada para empezar la fermentacion, y de esta manera preparar un producto de leche fermentada.

Los efectos se pueden conseguir haciendo que la célula bacteriana que sirve como agente para potenciar el
crecimiento y mejorar la viabilidad de una bacteria acidolactica se encuentre en una concentracion del 0,001% p.p o
mas por contenido de solidos.

La bacteria acidolactica utilizada como célula muerta de la presente invencion incluye bacterias acidolacticas con
forma de bacilo tales como el género Lactobacillus y Weissella, bacterias acidolacticas con forma de coco tales
como el género Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus. Cualquier bacteria
acidolactica es eficaz, y se puede utilizar una pluralidad de bacterias acidolacticas en combinacion. Como bacterias
acidolacticas que se utilizan con el fin de potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad, se puede utilizar cualquier
bacteria acidolactica de las que se utilizan normalmente en la produccién de productos lacteos fermentados, tales
como Lactobacillus y Lactococcus.

Los efectos se pueden conseguir tanto si la bacteria acidolactica utilizada como célula muerta de la presente
invencién y la bacteria acidolactica a la que se va a potenciar su crecimiento y a aumentar su viabilidad son iguales
como si son diferentes.

Los resultados de un ensayo de fermentacién revelan que un medio que contiene la célula muerta de la presente
invencion es extraordinariamente excelente en capacidad de fermentacion de la bacteria acidolactica y aumenta
extraordinariamente la viabilidad de la bacteria acidolactica durante el almacenamiento cuando se compara con un
medio general de leche desnatada.

Como se describe anteriormente, el crecimiento de una bacteria acidolactica, la produccion de é&cido por una
bacteria acidolactica y la viabilidad de una bacteria acidolactica en el producto pueden mejorarse facilmente
afiadiendo la célula bacteriana de la presente invencién, y no se necesitan envases especiales para limitar la
penetracion del oxigeno tanto como sea posible y no es necesario mantener el pH en torno a la neutralidad. Por
tanto, el producto se puede producir en poco tiempo sin alterar el sabor original del producto y a la vez que se impide
el aumento del coste. No se ha informado de ninglin caso en el que la viabilidad de una bacteria acidolactica se haya
mejorado y el crecimiento de una bacteria acidolactica se haya potenciado en el producto utilizando una célula
muerta de una bacteria.

De aqui en adelante, la presente invencién se describird en detalle por medio de Ejemplos. Sin embargo, los
siguientes Ejemplos pretenden describir la presente invencion y la presente invencién no se limita a la descripcion de
los Ejemplos.

[Ejemplo 1]

Se cultivaron por separado Lactobacillus casei ATCC334, Lactobacillus acidophilus JCM1132, Lactobacillus
helveticus JCM1120, Lactobacillus plantarum NCFB1752, Lactococcus lactis subesp. lactis ATCC19435,
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Leuconostoc mesenteroides subesp. mesenteroides JCM6124, y Pediococcus pentosaceus JCM5890 en caldo MRS
(fabricado por Difco), y las células bacterianas se recogieron por centrifugacion. Luego se afiadié agua para diluir las
células hasta los volumenes de liquido iniciales, y se llevé a cabo una centrifugacion de nuevo para recoger las
células bacterianas. Las células lavadas resultantes se esterilizaron y después se liofilizaron o se secaron por
pulverizacion para preparar los polvos de células muertas de la presente invencion.

La capacidad de producir acido y los ensayos de viabilidad se realizaron utilizando los polvos de células muertas.
Los polvos de células muertas se afadieron respectivamente a una mezcla de fermentacion (16% de leche
desnatada + 7% de azUcar isomerizada) hasta alcanzar una concentracion del 0,01%, y las mezclas se esterilizaron
a 95 °C durante 90 minutos. La mezcla de fermentacion (16% de leche desnatada + 7% de azlcar isomerizada) se
utilizé6 como control (CTR). Se inoculé Lactobacillus casei ATCC334 en cada mezcla de fermentacion a una
concentracion del 0,5%, después de lo cual la mezcla se cultivd a 37 °C hasta que la acidez alcanzé el 2,1%. Los
cultivos se mezclaron con azlcar isomerizada para producir bebidas de yogur con un BRIX del 15%. Las bebidas de
yogur se almacenaron a 15 °C, y se hizo el recuento de las células de la bacteria acidolactica los dias 0, 7, 14 y 21.
Ademas, con el fin de comparar la capacidad de produccién de acido, se determind la acidez durante la
fermentacion a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas después del almacenamiento.

El efecto de la adicion de las células muertas se mostré en la Fig. 1 en cuanto a la produccién de acido por
Lactobacillus casei, y en la Fig. 2 en cuanto a la viabilidad de Lactobacillus casei, respectivamente. Los resultados
revelan, como se muestra en la Fig. 1, que la produccién de acido ha mejorado en todas las muestras en las que se
afiadieron las células muertas. Ademas, como se muestra en la Fig. 2, los cambios en el niumero de células
bacterianas durante el almacenamiento de los productos muestran que la viabilidad ha mejorado
extraordinariamente en todas las muestras en las que se afadieron células muertas cuando se comparan con el
control.

[Ejemplo 2]

Los polvos de células muertas de la presente invencion se prepararon de la misma manera que se describié en el
Ejemplo 1. El ensayo de capacidad de produccién de acido y el ensayo de viabilidad se realizaron utilizando polvo
de células muertas de Lactobacillus helveticus JCM1120 y Pediococcus pentosaceus JMC5890. Los polvos de
células bacterianas se afiadieron a una mezcla de fermentacion (16% de leche desnatada + 0,5% de extracto de
levadura + 7% de azUcar isomerizada) hasta una concentracion del 0,01%, y las mezclas se esterilizaron a 95 °C
durante 90 minutos. La mezcla de fermentacion (16% de leche desnatada + 0,5% de extracto de levadura + 7% de
azucar isomerizada) se utilizé6 como control. Se inocularon Lactobacillus acidophilus JIMC1132 en cada mezcla de
fermentacion a una concentracion del 3%, y se cultivd la mezcla a 37 °C hasta que la acidez alcanz6 el 1,5%. Los
cultivos se mezclaron con azUcar isomerizada para producir bebidas de yogur con un BRIX del 15%. Las bebidas de
yogur se almacenaron a 15 °C, y se hizo el recuento de las células en los dias 0, 7, 14 y 21. Ademas, con el fin de
comparar la capacidad de produccion de acido, se determingé la acidez durante la fermentacion a las 0, 24, 48, 72 y
96 horas tras el almacenamiento.

El efecto de la adicion de las células muertas sobre la produccién de acido por Lactobacillus acidophilus se muestra
en la Fig. 3, mientras que el efecto de la adicién de células muertas sobre la viabilidad de Lactobacillus acidophilus
se muestra en la Fig. 4. Los resultados revelan que, como se muestra en la Fig. 3, la produccién de acido mejora en
todas las muestras a las que se afiadieron células muertas. Ademéas como se muestra en la Fig. 4, los cambios en el
numero de células bacterianas durante el almacenamiento de los productos muestran que la viabilidad mejora
extraordinariamente en todas las muestras a las que se afiadieron las células muertas en comparacion con el
control.

[Ejemplo 3]

En la produccion de una mantequilla fermentada obtenida por fermentacion utilizando tres cepas bacterianas de
Lactococcus lactis subesp. lactis ATCC19435, Lactococcus lactis subesp. cremoris ATCC19257, y Lactococcus
lactis subesp. diacetylactis ATCC11007, se obtuvo como subproducto un suero de mantequilla acido que contenia
células de las bacterias del fermento mencionadas anteriormente. El suero de mantequilla acido se mezclé con leche
desnatada a una concentracion del 4%, y la mezcla se esterilizd, se concentré y se secé por pulverizacion para
preparar leche desnatada que contenia suero de mantequilla 4cido que contenia las células muertas, que son un
agente para potenciar el crecimiento y mejorar la viabilidad de una bacteria acidolactica de la presente invencion.

La leche desnatada que contenia el suero de mantequilla acido (16%) y que contenia las células muertas, se mezclé
con azucar isomerizada (7%) para preparar una mezcla de fermentacion, y la mezcla se esterilizé a 95 °C durante 90
minutos. Como control, se mezclé leche desnatada (16%) con azlcar isomerizada (7%) para preparar una mezcla
de fermentaciéon. Se inoculé Lactobacillus casei ATCC334 en las mezclas de fermentacion respectivas a una
concentracion del 0,5% y después se cultivo a 37 °C hasta que la acidez alcanz6 el 2,1%. Los cultivos resultantes se
mezclaron con azlcar isomerizada para preparar bebidas de yogur con un BRIX del 15%. Las bebidas de yogur se
almacenaron a 15 °C, y se hizo el recuento de las células los dias 0, 7, 14 y 21 tras el almacenamiento. Ademas, con
el fin de comparar la capacidad de produccién de acido, se determind la acidez durante la fermentacion a lo largo del
tiempo a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas tras el almacenamiento.

La Fig. 5 ilustra el efecto de la adicion de suero de mantequilla acido que contiene células muertas sobre la
produccién de &cido por Lactobacillus casei, y la Fig. 6 ilustra el efecto de la adicion de suero de mantequilla &cido
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que contiene las células muertas sobre la viabilidad de Lactobacillus casei. Los resultados revelan que, como se
muestra en la Fig. 5, la produccion de acido esta ligeramente mejorada en la muestra a la que se afiadié el suero de
mantequilla acido que contenia las células muertas. Ademas, como se muestra en la Fig. 6, los cambios en el
namero de células bacterianas durante el almacenamiento de los productos muestra que la viabilidad ha mejorado
extraordinariamente en la muestra a la que se afiadio la suero de mantequilla &cido que contenia las células muertas
en comparacion con el control.

[Ejemplo comparativo 1]

El suero de mantequilla obtenido como subproducto de la mantequilla se mezclé con leche desnatada a una
concentracion del 4%, y la mezcla se esterilizé, se concentro, y luego se seco por pulverizacion para preparar leche
desnatada que contenia suero de mantequilla. El método convencional de produccion de mantequilla no tiene un
proceso de fermentacién, por lo que el suero de mantequilla producido como subproducto no contenia células
bacterianas.

La leche desnatada que contenia suero de mantequilla (16%) se mezcl6 con azlcar isomerizada (7%) para preparar
una mezcla de fermentacion, y la mezcla se esteriliz6 a 95 °C durante 90 minutos. Como control, se mezcld leche
desnatada (16%) con azlcar isomerizada (7%) para preparar una mezcla de fermentacion. Se inoculd Lactobacillus
casei ATCC334 en las respectivas mezclas de fermentacion a una concentracion del 0,5% y se cultivé a 37 °C hasta
que la acidez alcanz6 el 2,1%. Los cultivos resultantes se mezclaron con azUcar isomerizada para preparar bebidas
de yogur con un BRIX del 15%, respectivamente. Las bebidas de yogur se almacenaron a 15 °C, y se hizo el
recuento de las células los dias 0, 7, 14 y 21 tras el almacenamiento. Ademas, con el fin de comparar la capacidad
de produccion de acido, se determind la acidez durante la fermentacién a lo largo del tiempo a las 0, 24, 48, 72 y 96
horas después del almacenamiento.

La Fig. 7 ilustra el efecto de la adicion de suero de mantequilla sobre la produccién de acido por Lactobacillus casei,
y la Fig. 8 ilustra el efecto de la adicion de suero de mantequilla sobre la viabilidad de Lactobacillus casei.

Los resultados revelan que, como se muestra en la Fig. 7, la produccién de acido mejora ligeramente en la muestra
a la que se afiadi6 el suero de mantequilla. Ademas, como muestra la Fig. 8, los cambios en el numero de células
bacterianas durante el almacenamiento de los productos muestran que el nUmero de células bacterianas disminuyo
en la muestra a la que se habia afiadido el suero de mantequilla asi como en el control.

[Ejemplo 4]

El polvo de células bacterianas de la presente invencion se prepard de la misma manera que en el Ejemplo 1.

El ensayo de capacidad para producir 4cido y el ensayo de viabilidad se realizaron utilizando el polvo de células
bacterianas. El polvo de células bacterianas se afiadié a leche desnatada a una concentracion del 0,007% para
preparar leche desnatada que contenia células muertas como agente para potenciar el crecimiento y mejorar la
viabilidad de una bacteria acidolactica de la presente invencion. La leche desnatada que contenia células muertas
(16%) se mezclé con azucar isomerizada (7%) para preparar una mezcla de fermentacion, y la mezcla se esteriliz6 a
95 °C durante 90 minutos. Como control, se mezclo leche desnatada (16%) con azucar isomerizada (7%) para
preparar una mezcla de fermentacioén. Se inoculd Lactobacillus casei ATCC334 en las respectivas mezclas de
fermentacion a una concentracion del 0,5% y se cultivé a 37 °C hasta que la acidez alcanzé el 2,1%. Los cultivos
resultantes se mezclaron con azlcar isomerizada para preparar bebidas de yogur con un BRIX del 15%.

Las bebidas de yogur se almacenaron a 15 °C, y se hizo el recuento de las células los dias 0, 7, 14 y 21 tras el
almacenamiento. Los resultados revelan que en la leche desnatada a la que se habia afiadido el polvo de células
bacterianas mejor6 la produccion de acido y mejord extraordinariamente la viabilidad en comparacion con la leche
desnatada que no contenia aditivo como control.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 ilustra el efecto de la adicion de células muertas sobre la produccion de acido por Lactobacillus casei
(Ejemplo 1).

La Fig. 2 ilustra el efecto de la adicion de células muertas sobre la viabilidad de Lactobacillus casei (Ejemplo 1).
La Fig. 3 ilustra el efecto de la adicion de células muertas sobre la produccién de acido por Lactobacillus
acidophilus (Ejemplo 2).

La Fig. 4 ilustra el efecto de la adicion de células muertas sobre la viabilidad de Lactobacillus acidophilus
(Ejemplo 2).

La Fig. 5 ilustra el efecto de la adicion de suero de mantequilla acido que contiene células muertas sobre la
produccién de &cido por Lactobacillus casei (Ejemplo 3).

La Fig. 6 ilustra el efecto de la adicion de suero de mantequilla &cido que contiene células muertas sobre la
viabilidad de Lactobacillus casei (Ejemplo 3).

La Fig. 7 ilustra el efecto de la adiciéon de suero de mantequilla sobre la produccion de acido por Lactobacillus
casei (Ejemplo comparativo 1).

La Fig. 8 ilustra el efecto de la adicion de suero de mantequilla sobre la viabilidad de Lactobacillus casei
(Ejemplo comparativo 1).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una célula muerta de una bacteria acidolactica como principio activo en un método para potenciar el
crecimiento y mejorar la viabilidad de una bacteria acidolactica en una composicién a la que se ha afiadido dicha
célula muerta.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la célula muerta esta en forma de un cultivo que contiene una
célula muerta de una bacteria acidolactica.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la célula muerta esta en forma de suero de mantequilla acido
que contiene una célula muerta de una bacteria acidolactica.

4. Uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la célula muerta de una bacteria acidolactica es
una célula muerta de uno o mas géneros seleccionados de Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus,
Streptococcus, Weissella y Enterococcus.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, en el que el suero de mantequilla acido esta en forma concentrada o
en polvo.
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