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@Resumen:

El objeto de esta invencion es la formulacion de un
medio de cultivo a partir del suero lacteo para la
produccién de extractos antimicrobianos por cepas de
Lactobacillus plantarum. Se reivindica la utilizacién de
suero lacteo, -nocivo para el medioambiente, como
fuente de carbono, asi como para la generacioén de
disoluciones de fenilalanina por hidrdlisis enzimética,
y posterior conversion simultadnea y conjunta en
aditivos antimicrobianos, el acido lactico, el acido
fenilactico y las bacteriocinas, por bioprocesos
llevados a cabo en continuo o discontinuo.
Adicionalmente se pueden emplear lias de vinificacion
destiladas (0 vinazas) para la formulacion de medios
fermentativos econdmicos, durante la produccion de
estos extractos antimicrobianos por Lactobacillus
plantarum.
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DESCRIPCION
Proceso para la produccién de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo y

vinazas

Estado de la técnica

La produccién de aditivos alimentarios de caracter natural que permitan obtener
productos de gran calidad resulta interesante para darle respuesta a las demandas de la
sociedad actual, relacionadas con la calidad, salud y seguridad de los alimentos, al
tiempo que se incrementa la competitividad de nuestra industria alimentaria, para poder
alcanzar una mayor dimensién internacional. Debido a esto, en la actualidad se
identifican serios problemas relacionados directamente con la forma de conservacion de
los alimentos frescos derivados del hecho de la continua exigencia por parte de los
consumidores y administracion de disminuir y substituir el uso de conservantes y
aditivos quimicos en los alimentos por los naturales y obtenidos biotecnoldgicamente,
como consecuencia a los efectos adversos que pueden causar los primeros en la salud
del consumidor. Esto obliga a la busqueda de metodologias alternativas
economicamente rentables. En este sentido, los residuos industriales constituyen una
fuente de materia prima econdémica y renovable. Al mismo tiempo, el empleo de estos
residuos industriales para la producciéon biotecnologica de metabolitos de interés
industrial, reduce el impacto ambiental de las empresas que los generan asi como los

revaloriza como fuente econémica y renovable para la obtencién de estos metabolitos.

La industria del queso es un subsector de gran importancia en Espafia que genera
gran cantidad de diversos residuos, de entre los que cabe destacar, debido a su gran
cantidad y posteriores problemas medioambientales el suero lacteo o lactosuero. Este
suero lacteo se produce en las industrias lacteas durante el proceso de elaboracion del
queso tras la separacion del mismo de la cuajada por filtraciébn mediante el proceso
denominado desuerado. El suero lacteo representa entre un 80 y un 90% del volumen
total de la leche utilizada en la fabricacién de queso, y contiene alrededor del 50% de
los nutrientes iniciales de la misma (En la Tabla 1 se muestra la composicion media del
mismo). La gran cantidad de suero que se produce en una empresa de elaboracion de
quesos y sus caracteristicas contaminantes, fundamentalmente la muy elevada carga
organica (40.000-80.000 mg O,/L) y por tanto elevada DBO, DQO y conductividad,

obligan a recuperar todo este suero y evitar su vertido al colector de aguas residuales.
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Del mismo modo, la viticultura es un subsector de gran importancia en Espafia
que genera grandes cantidades de residuos, entre los que cabe sefialar las lias de
vinificacién. De acuerdo con el Reglamento del Consejo Europeo 1493/1999, por el que
se establece la organizacion comun del mercado vitivinicola, estas lias deben ser
enviadas a destilerias de alcohol, produciendo asi lias destiladas o vinazas, las cuales
representan elevados volimenes de residuo con una alta carga organica. La DQO y
DBO se situa en 21.715 y 13.440 mg/L respectivamente (Beltran y col., 1999). El
porcentaje total de lias se sitia en torno al 2% en peso de los kilogramos de uvas

empleadas.

Las lias se producen en las propias bodegas durante el proceso de elaboracion
del vino. A medida que transcurre la fermentacion del mosto en vino, las levaduras
muertas se van depositando en el fondo de las cubas o toneles. Junto con las levaduras
se depositan también otros organismos (principalmente bacterias), materia organica
(proteinas, taninos...), sélidos minerales, y otros materiales como s6lidos empleados en
la clarificacion, origindndose un depdsito de composiciéon heterogénea que
generalmente no es conveniente que permanezca en contacto con el vino, ya que le
podria trasmitir sabores indeseables en un corto periodo de tiempo. Para separarlas, se

requiere un trasiego o cambio del vino de un recipiente a otro.

Las lias procedentes de la fermentacion se destilan en bodega o destilerias, para
recuperar alcoholes y sustancias aromaéticas, quedando por tanto unas lias empobrecidas
en estos compuestos. Su composicién varia en funcion del trasiego del que procedan.
Estas lias destiladas se procesan parcialmente junto con otros lodos residuales en
depuradoras para tratar de disminuir en la medida de lo posible su impacto ecolégico. El
resto son vertidas a rios y lagos en el peor de los casos, o bien recogidas por empresas
que en su actividad industrial incluyen la gestién de este tipo de residuos mediante la

recuperacion de productos de interés como el 4cido tartarico.

Las bacteriocinas son proteinas o péptidos biolégicamente activos con actividad
antimicrobiana producidos por sintesis ribosomal y segregados por un gran nimero de

bacterias para inhibir microorganismos competidores (Katikou, 2005; Motta y col.,
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2008). Estas sustancias con frecuencia actian frente a grupos bacterianos estrechamente
relacionados con la cepa productora (fundamentalmente gram positivas, mas raramente
gram negativas). Sin embargo, estudios recientes afirman que también pueden actuar
frente a otras especies bacterianas taxonémicamente distantes e incluso frente a hongos

y algunos parasitos (Cotter y col., 2005; Svetoch y col., 2008).

En la actualidad, las bacteriocinas producidas por las bacterias acido lacticas
poseen un gran interés como agentes bioconservantes por diversos factores, de los que

se destacan:

» Poseen estatus de QPS (Qualified Presumption of Safety) ya que son
producidas por microorganismos reconocidos generalmente como GRAS
(Generally Recognized As Safe), es decir, tanto ellos como los metabolitos que
producen son considerados seguros para la salud ya que han sido consumidos
en alimentos fermentados por innumerables generaciones sin que se hayan
observado efectos adversos en la poblacion (Joerger, 2002; Drider y col., 2006;

Millete y col., 2008).

= Debido a su naturaleza peptidica son degradadas e inactivadas en el tracto
digestivo, por lo que no afectan a la microbiota intestinal ni originan problemas

de tipo alérgico en los consumidores.

»  Actuan sinérgicamente con otros sistemas de conservacion pudiendo contribuir
a un menor empleo de ciertos aditivos quimicos y/o a la suavizacion de algunos

tratamientos tecnolégicos.

El 4cido 3-fenilactico es un acido organico formado en el metabolismo de la
fenilalanina (Figura 1) en el cual la fenilalanina es transaminada a acido fenilpirtvico
(Mu y col., 2009a). El acido 3-fenilactico es producido por diversos microorganismos
incluyendo algunas bacterias 4cido lacticas (Prema y col., 2010; Mu y col., 2009a; Mu y
col., 2009b; Strom y col., 2002; Valerio y col., 2004; Li y col., 2007), hongos como
Geotrichum candidum (Diverleux y col., 1998a) y bacterias acido propidnicas (Thierry
y Maillard, 2002; Schwenninger y col., 2008). El 4cido 3-feniléactico es considerado en
la actualidad como un novedoso compuesto antimicrobiano con un amplio espectro de
inhibicién de los principales microorganismos causantes del deterioro de los alimentos

frescos o incluso de los principales patégenos presentes en alimentos, como es el caso
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de Listeria monocytogenes o Staphylococcus aureus (Dieuleveux y col., 1998b; Dal
Belo y col., 2007). Debido a esta capacidad de inhibicion, el acido 3-fenilactico posee
un interesante potencial para la aplicacién practica como agente antimicrobiano en la
industria alimentaria (Mu y col., 2009a) abriendo nuevas perspectivas de utilizacion de
este compuesto para el control antimicrobiano pudiendo aumentar asi la vida util de los

alimentos (Lavermicocca y col., 2003).

Simultdneamente también se produce 4acido lactico, un &cido organico
ampliamente estudiado y empleado en la actualidad en numerosos sectores industriales
tales como en la industria quimica (en la obtencién de polimeros biodegradables), en la
industria alimentaria (como agente acidulante y conservante), asi como en la industria
cosmética y farmacéutica. La produccion industrial de 4cido lactico viene definida por
la coexistencia de los procesos basados en la sintesis quimica y de los procesos
fermentativos. En los ultimos afios se ha incrementado la produccién por
procedimientos fermentativos debido, entre otros factores, a la creciente necesidad de
producir isémeros puros. La produccién de 4acido lactico por via fermentativa con
respecto a la quimica se caracteriza por ser relativamente rapida, transcurrir con
elevados rendimientos, permitir el empleo de multiples materias primas renovables para

su produccion y poder dar lugar, selectivamente, a uno de los isémeros del acido lactico.

El interés del 4cido l4ctico reside en varios aspectos, entre los que cabe destacar:
*  Suelevado valor afiadido.

* Es un producto GRAS (Generally Recognized As Safe), es decir, reconocido
como inofensivo por la Administraciéon Estadounidense de Alimentacion y
Drogas (United States Food and Drug Administration) (Hofvendahl y Héhn-
Hégerdal, 2000).

= Presenta un mercado perfectamente establecido con gran potencial de

crecimiento.

»  Posibilidad de produccion por via quimica y via fermentativa.
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» Diversidad de materiales empleados como materias primas en su produccién

por via fermentativa.

» Posibilidad de optimizacién tecnologica del proceso de produccion y

purificacion del producto.

A pesar de las ventajas que presentan los productos biotecnologicos, las
tecnologias de fermentacion para su obtencién deben de ser competitivas en costes con
la sintesis quimica, por esto resulta de gran interés la busqueda de residuos que
constituyan una fuente de recursos abundante, barata y renovable a la vez que se reduce
el volumen de residuos generados en la actividad industrial. En los procesos
fermentativos, el coste del medio de cultivo puede representar un 30% del total (Miller
y col., 1986).

La bioproduccién de bacteriocinas y acido lactico han sido ampliamente
estudiadas, incluso empleando diversos materiales residuales. Por el contrario, los
estudios existentes en la bioproduccién de acido 3-fenilactico fueron realizados en
medios de cultivo caros formulados con nutrientes comerciales tales como los nutrientes
MRS (Man Rogosa Sharpe), extracto de levadura y peptona, pero en ningun caso se han
empleado residuos o efluentes industriales para su produccion. En este contexto, la
busqueda de medios alternativos mas baratos, como los que aqui se proponen, tiene un
obvio interés econdmico. Esto sumado a la posibilidad de producir dichos metabolitos
simultdneamente por un mismo microorganismo, ofrece una ventaja adicional frente a la
produccién individual de cada uno de ellos y contribuye a aumentar la rentabilidad del

proceso.

El extracto de levadura es un concentrado obtenido a partir de la fraccion soluble
de células de levaduras autolisadas, compuesto por péptidos, aminoacidos,
carbohidratos, sales y vitaminas. Dicho extracto se puede utilizar como suplemento
nutricional en fermentaciones. Las principales contribuciones del extracto de levadura
son las bases puricas y pirimidicas asi como las vitaminas del complejo B. Dado que
muchos microorganismos tienen limitada capacidad para sintetizar vitaminas del grupo
B y aminoéacidos, el extracto de levadura se utiliza a menudo para suplir estos factores
(Hofvendahl y Hahn-Hagerdal, 2000).
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Las proteinas que contienen las levaduras se encuentran dentro de la célula, y
generalmente no pueden ser secretadas al medio a no ser que la propia levadura presente
enzimas endégenas que induzcan la autolisis. En estos casos se debe recurrir a distintos
métodos de rotura celular que permiten la liberacidn de los componentes intracelulares
al medio, con lo que se obtiene una compleja mezcla de péptidos, acidos nucleicos y
fragmentos celulares. La autolisis y el tratamiento térmico moderado son los métodos de
ruptura celular mas empleados en la obtencién de extracto de levadura. Estudios
bibliograficos han considerado el empleo de la levadura procedente de los procesos de
produccion de la cerveza como suplemento para el crecimiento de Lactobacillus
plantarum en suero (Selmer-Olsen y Soerhaug, 1998) o Bacillus thuringiensis kurstaki
(Saksinchai y col., 2001). La obtenciéon de 4cido lactico utilizando autolisados de
levadura como suplemento nutricional ha sido también considerado (Amrane, 2000),
por lo que resulta atractiva la hipdtesis de emplear las lias procedentes de la
fermentacion del vino asi como el suero lacteo, tras las etapas de acondicionamiento
necesarias, como nutrientes econémicos en aquellos procesos fermentativos que
requieran un coste elevado de nutrientes, con la ventaja adicional de eliminar una fuente
de residuos contaminantes, con las consiguientes mejoras competitivas y de imagen de

las empresas involucradas.

El proceso que se describe a continuacion es de aplicacién inmediata a) en la
industria alimentaria, ya que el 4cido lactico es un aditivo ampliamente empleado dadas
sus propiedades antimicrobianas al igual que en el caso de las bacteriocinas y el acido 3-
fenilactico es un novedoso agente antimicrobiano con gran potencial de aplicacién por
su capacidad de inhibicién sobre un amplio espectro de microorganismos; b) de
elaboracion de productos lacteos, principalmente queserias; y c¢) en industrias
vitivinicolas, ya que se revalorizan dos residuos, suero lacteo y vinazas,
respectivamente, cuyos tratamientos suponen elevados costes adicionales para las
industrias involucradas, ya que cuando no se gestionan adecuadamente pueden acarrear
graves problemas medioambientales. Con ambos residuos se elabora un medio de
cultivo economico para la produccién biotecnoldgica de los aditivos alimentarios
citados.

Breve explicacién de la invencién
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Frente a las tecnologias llevadas a cabo hasta la fecha para la produccion de los
metabolitos indicados, en general, mediante bacterias acido lacticas y dentro de éstas
mediante la cepa Lactobacillus plantarum, y del acido 3-fenilactico en particular, y que
incluye la adicién de costosos nutrientes comerciales, el procedimiento que aqui se
propone para su produccion biotecnoldgica implica el empleo de dos residuos
industriales, el suero lacteo y las lias de vinificacién destiladas, como medio de cultivo
para el crecimiento de la cepa anteriormente citada y produccion por la misma de los

aditivos objeto de la presente invencion.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el 4cido 3-fenilactico deriva del
metabolismo de la fenilalanina por lo que para su produccién se hace necesario la
busqueda de residuos proteicos. El suero lacteo resulta adecuado para tal fin,
proporcionando adicionalmente la fuente de carbono del proceso, la lactosa, y en menor
medida sales minerales. Para incrementar la biodisponibilidad de la fenilalanina fue
necesaria una hidrélisis enzimatica previa de la fraccion proteica del suero. Para la
produccién de bacteriocinas y acido lactico la fuente e carbono proporcionada por el
suero de queserias (la lactosa), fue adecuada. Por su parte, las lias de vinificacion
aportan compuestos nitrogenados y sales minerales también necesarios y esenciales para
el crecimiento y desarrollo microbiano. Para su empleo, las lias fueron centrifugadas y
la fraccion liquida de las mismas neutralizada y liofilizada para evitar la dilucion de

suero lacteo al ser adicionadas.

Tal procedimiento se concreta en:

1. Hidrdlisis enzimatica del suero.

2. Suplementacién del suero hidrolizado con lias de vinificacién previamente

liofilizadas.

3. Fermentacion de la lactosa mediante la bacteria Lactobacillus plantarum en
presencia de fenilalanina para la produccion de acido 3-fenilactico, acido

lactico y bacteriocinas.
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4. Obtencion de los extractos antimicrobianos, a partir de los medios exhaustos

de fermentacion.

Explicacion detallada de la invencion

Produccion de extractos antimicrobianos compuestos fundamentalmente por los
compuestos antimicrobianos acido lactico, 4cido 3-fenilactico y bacteriocinas, a partir
de resudios agroindustriales de forma que tranforman el proceso en econémicamente
competitivo con el obtenido por via quimica. Esta invencion se basa en la produccién
biotecnologica de dichos metabolitos antimicrobianos mediante Lactobacillus
plantarum empleando dos residuos industriales, el suero lacteo y las lias de vinificacion
destiladas (o vinazas), como nutrientes econémicos, tal y como se detalla a

continuacion:

Acondicionamiento de los residuos para su empleo como medio de cultivo y

nutrientes economicos.

Hidrdlisis enzimdtica del suero de queserias.

Esta etapa previa de hidrélisis enzimatica de la fraccion proteica presente en el
suero se hace necesaria para aumentar la biodisponibilidad de la fenilalanina presente, y
facilitar asi su utilizacion por los microorganismos implicados (Vermeulen y col.,
2006).

Para ello se realizaron estudios previos en los que se probaron diversas enzimas
proteoliticas a 50 °C y 100 rpm: iZyme (EC 3.4.23.23), Alcalase (EC 3.4.21.62) y
Flavourzyme (EC 3.4.11.1), en hidrdlisis llevadas a cabo tras 1 6 12 h de incubacion.

Suplementacion del suero con lias de vinificacion destiladas o vinazas.

Para su uso, las vinazas se centrifugaron previamente y la fraccion liquida de las

mismas se neutralizé con hidroxido sodico hasta pH 7. Una vez neutralizadas se
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congelaron y posteriormente se liofilizaron. La fraccion sélida de las mismas se guard6

a temperatura de refrigeracion hasta su posterior empleo.

Diferentes volimenes de vinazas liofilizadas (25, 50, 75 6 100 mL) se
resuspendieron en 100 mL de suero previamente hidrolizado, segin el caso a estudiar y
se afiadi6 30 g/L de carbonato calcico para neutralizar los acidos organicos (acido

lactico y acido 3-fenilactico, principalmente) formados durante el proceso fermentativo.

Bioconversion a los metabolitos antimicrobianos de interés alimentario

Microorganismo.

Se empleo la cepa bacteriana Lactobacillus plantarum CECT-221, suministrada

por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espaiia).

Medio de conservacion, de cultivo y proceso fermentativo.

La cepa se conservé en criovilaes a -80 °C en el medio comercial MRS (Man
Rogosa Sharpe) con glicerol al 15%. La composicion de dicho medio es la que se
detalla (g/L): peptona (10), extracto de carne (8), extracto de levadura (4), D-glucosa
(20), KoHPOg4 (2), diamonio hidrégeno citrato (2), CH3COONa (5), MgS04.7H,0 (0,2),
MnS04.2H,;0 (0,05) y Tween-80 (1).

El indculo se prepard creciendo dicha cepa en el mismo medio liquido descrito
anteriormente en Erlenmeyers de 250 mL con 100 mL de volumen final de medio a 31,5

°C y 100 rpm de agitacion durante 12 h.

Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100
mL de volumen final de medio en agitadores orbitales (Innova 4000, New Brunswick
Scientific) o en fermentador de 2 L (Braun Biostat) con 1800 mL de volumen final a
31,5 °C y 100 rpm, compuesto por suero lacteo previamente hidrolizado (100 6 1800
mL, respectivamente) como fuente de carbono, fenilalanina y en menor medida sales
minerales, y lias destiladas liofilizadas en distintas concentraciones como fuente

nitrogenada asi como de sales minerales, o bien los nutrientes comerciales (g/L)

10
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Peptona (15), Extracto de levadura (5), MgS04.7H,O (0,2), MnSO42H,0 (0,04)
propuestos por Graziela y col., (2010). A cada matraz se afiadi6 CaCO; (30 g/L) para
neutralizar el acido lactico formado durante el proceso fermentativo manteniendo asi
constante el pH del medio. Todos los medios y materiales empleados fueron

esterilizados a 101°C durante 60 minutos en autoclave (RAYPA, Sterilclav 75).

Posteriormente los medios fueron inoculados con un 10% del volumen final de
fermentacion conteniendo la cepa previamente reactivada y crecida para alcanzar una

concentracion de biomasa de 2 g/L.

La fermentacion se considerd finalizada cuando se consumio toda la fuente de
carbono presente en el medio (lactosa) y la produccion de los écidos lactico y 3-

fenilactico se detuvo.

Toma de muestra y andlisis.

Se tomaron en condiciones asépticas, y a tiempos seleccionados, diversas
muestras del medio para hacer un seguimiento de la cinética de fermentacién y
determinacion de los diferentes parametros fermentativos asi como cuantificacion de los

metabolitos producidos tal y como se describe en el apartado de métodos de anélisis.

Métodos de andlisis.

Para la determinacién de la composicion de suero y lias, los sélidos totales en
suspension se determinaron por el método de peso seco mediante secado a 105 °C en
horno hasta alcanzar peso constante. El contenido en cenizas se determiné por secado en
mufla hasta alcanzar peso constante a 550 °C. Para determinar el contenido en carbén y
nitrégeno se empled un Analizador Térmico Elemental Finnigan modelo 1112 (Thermo
Finningan, San José, CA, USA). Las cenizas se emplearon para determinar metales (Cu,
Mg, Fe, Mn, Ca, Al y Zn) empleando un Espectrofotémetro de Absorcidon Atdémica
modelo 220 Fast Sequential (Varian, Palo Alto, CA). Para este propdsito, 0,15 g de
cenizas se digirieron previamente con 5 mL HNO; 65% (w/w), 1 mL de H;O, 30%
(w/w) y 0,5 mL de HF 40% (w/w) en un Microondas Labstation mls 1200 mega

(Milestone, Bergamo, Italia).

1"
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Los compuestos solubles (azucares, alcoholes y 4&cidos organicos) se
determinaron mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE). Para emplear
este tipo de andlisis, las diferentes muestras tomadas se centrifugaron previamente a
4500 rpm durante 15 minutos y los sobrenadantes se filtraron a través de una membrana
(Sartorius) de 0,22 pm de tamafio de poro, mientras que el precipitado se usé para la
determinacion de biomasa mediante el proceso de peso seco descrito anteriormente. La
cuantificaciéon de los compuestos a determinar se realiz0 en base a estindares de

concentracion conocida de los mismos, analizados simultaneamente a las muestras.

La lactosa, glucosa, acido lactico, acido acético se determinaron empleando un
cromatografo liquido de alta eficacia Agilent 1200 equipado con detector de indice de
refraccion y una columna cromatografica de intercambio i6nico Aminex HPX-87H (Bio
Rad 300 x 7,8 mm, 9 p), termostatada. El régimen de elucién fue isocratico con un
caudal de 0,6 mL/min de H,SO4 0,003M a 50°C. Para la determinacion del acido 3-
fenilactico producido también se empled un cromatégrafo liquido de alta eficacia
Agilent 1200 pero en este caso equipado con detector UV y una columna
cromatografica C-18 Zorbax SB-Aq (Agilent 4,6 x 150 mm, 5 p), termostatada,
empleando un régimen de elucion en gradiente con metanol/0,05% 4cido
trifluoroacético (solvente A) y agua/0,05% acido trifluoroacético (solvente B) a 1
ml/min y A/B ratios de 10:90, 100:0, 100:0, y 10:90, a 0, 20, 23 y 25 min,

respectivamente. El 4cido 3-fenilactico se determiné a 210 nm (Li y col., 2007).

Extraccion de bacteriocinas

Para la extraccion de las bacteriocinas, asociadas a la pared celular de la
biomasa, el medio de fermentacion, conteniendo los acidos organicos producidos y la
biomasa, se ajusté a pH 3,5 adicionando HCI 5N y se calent6 a bafio maria (100 °C)
durante 3 minutos (Cabo y col., 1999). Transcurrido este tiempo se centrifugé el medio

(4500 rpm, 15 min, 10°C) para obtener los extractos antimicrobianos libres de células.

Analisis de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos
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Para su determinacion se sigui6 el método de difusion en agar (Tagg y Mcgiven,
1971) empleando como microorganismos indicadores el Carnobacterium
maltaromaticum, CECT- 4020, el microorganismo empleado por excelencia en la
determinacién de la actividad de las bacteriocinas y como microorganismos patogenos
indicadores los siguientes: Salmonella enterica subsp. enterica CECT-724,
Pseudomonas aeruginosa CECT-116, Staphylococcus aureus subsp. aureus CECT-239
y Listeria monocytogenes CECT-934, todas ellas obtenidas de la Coleccion Espaiiola de

Cultivos Tipo (Valencia, Espaiia).
De este modo, el procediendo seguido es el que se indica a continuacion:

El medio de cultivo MRS con agar al 20%, tras esterilizaciéon y mantenido en
forma liquida a 45 °C, se dispensa en placas petri (aproximadamente 25 mL/placa del
medio MRS-agar) y se inocula con 100 pL del cultivo del microorganismo indicador de
12 h de edad, agitando inmediata y suavemente la placa para que la bacteria se
distribuya uniformemente en el agar y se deja solidificar. A continuacion se abren
pocillos (por ejemplo, con ayuda de la boca ancha de una pipeta Pasteur estéril
conectada a una bomba de vacio) en los cuales se disponen 50 pL del extracto
antimicrobiano a analizar. Seguidamente, y con el fin de facilitar la difusién de los
extractos en el agar, se colocan las placas a 4 °C durante 2 horas siendo posteriormente
incubas a la temperatura 6ptima de crecimiento de cada uno de los microorganismos
indicadores (30°C en el caso del Carnobacterium y 37°C en el resto de
microorganismos) hasta que el crecimiento de la cepa indicadora permitiera la vision de

los halos de inhibicion. Finalmente se miden los didmetros de los halos de inhibicion.

Todos los experimentos y medidas se realizaron por duplicado. Los datos
experimentales recogidos en la presente memoria representan la media de los mismos,

con desviaciones menores al 5%.

A continuacion se citan algunos articulos relacionados:

Amrane, A. (2000). Evaluation of lactic acid bacteria autolysate for the supplementation
of lactic acid bacteria fermentation. World Journal of Microbiology and
Biotechnology 16(2), 207-209.
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Ejemplos de realizacion de la invencion

Los Ejemplos 1, 2 y 3 detallan tres posibles modos de realizacion del proceso
descrito permitiendo el escalado del mismo y el Ejemplo 4 muestra la aplicacion de los
extractos antimicrobianos obtenidos frente a diferentes cepas bacterianas, algunas de

ellas patdgenas.

Ejemplo 1. Produccién discontinua de extractos antimicrobianos en Erlenmeyer

En este primer ejemplo se muestra el resultado de la produccién simultinea y
conjunta de los compuestos antimicrobianos acido lactico, acido 3-fenilactico y
bacteriocinas en frascos Erlenmeyer, empleando la bacteria Lactobacillus plantarum
como microorganismo, suero lacteo como fuente de lactosa y fenilalanina, y vinazas
como fuente de nitrégeno y sales minerales. Las proteinas contenidas en el suero lacteo
se hidrolizaron con Flavourzyme (EC 3.4.11.1) a 50 °C, 12 h y 100 rpm para liberar la
fenilalanina. Los hidrolizados obtenidos (100 mL de volumen final) se suplementaron
con 25, 50, 75 6 100 mL de lias liofilizadas, o bien 50 mL de lias liofilizadas y 20 g/L
de lias solidas. Las fermentaciones se llevaron a cabo en frascos Erlenmeyers de 250
mL de capacidad a 31,5 °C y 100 rpm en un incubador orbital (Innova 4000, New
Brunswick Scientific) en cultivos discontinuos. Con fines comparativos (control
positivo), se llevo a cabo una fermentacion empleando la lactosa del suero como fuente
de carbono suplementada con los nutrientes comerciales propuestos por Graziela y col.,
(2010): Peptona (15 g/L), Extracto de levadura (5 g/L), MgS04.7H,O (0,2 g/L),
MnS04.2H,0 (0,04 g/L).

Los resultados de tal proceder en cuanto al consumo de fenilalanina y lactosa,
generacion de acidos fenilactico y lactico respectivamente, asi como los parametros de
la fermentacién se recogen en la Tabla 2. En todos los casos se logran valores de acido
3-fenilactico que oscilan entre 1,17 y 1,55 mM, productividades globales volumétricas
(Qurr) entre 0,014 y 0,019 g/L-h, velocidad de consumo de fenilalanina (Qps.) entre
0,003 y 0,006 g/L-h, y rendimientos en producto (Y4r.ps) entre 0,51 y 0,71 g/g.

Al emplear lias de vinificacion destiladas, o vinazas, la conversiéon mas eficaz de

fenilalanina y lactosa en acidos 3-fenilactico y lactico respectivamente, se logra al
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emplear conjuntamente las fracciones sélida (20 g/L) y liquidas (50 mL) de lias como
nutrientes (apartado e de la Tabla 2). En este caso, la concentracién final de acido 3-
fenilactico asciende a 1.25 mM, correspondiéndole una productividad global

volumétrica (Q4rr) de 0,016 g/L-h y un rendimiento en producto (Y4rrpr) de 0,59 g/g.

Al reemplazar las lias como nutrientes, por nutrientes comerciales mas costos
(control en Tabla 2), se alcanzan 1.55 mM de acido 3-fenilactico, con una productividad

global volumétrica (Qurz) de 0,019 g/L-h y un rendimiento en producto (Y4rrprr) de
0,51 g/g.

Contrariamente, la produccion de acido lactico fue ligeramente superior en las
fermentaciones llevadas a cabo Unicamente con lias liquidas, seguido por nutrientes
comerciales y lias con ambas fracciones. Las concentraciones de acido lactico se sitan
entre los 29,4 y los 35,7 g/L, con productividades globales volumétricas (Q,4;) entre
0,38 y 0,45 g/L-h, velocidad de consumo de lactosa (Qracrosa) €ntre 0,47 y 0,54 g/L-h, y
rendimientos en producto (Y4z/1acresqa) €ntre 0,77 y 0,93 g/g.

Ejemplo 2. Produccién discontinua de extractos antimicrobianos en fermentador
de 2L

Se realizo este ensayo para escalar el proceso desarrollado en el Ejemplo 1 desde
frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidad a un fermentador Braun Biostat de 2 L de

capacidad.

La biotransformacién de fenilalanina en acido 3-fenilactico y de lactosa en acido
lactico fue desarrollada en fermentador Braun Biostat de 2 L de capacidad conteniendo
1800 mL de volumen final de medio de cultivo. El proceso se desarrollé a 31,5 °C y 100
rpm y pH controlado y ajustado automaticamente a 6,2 con hidréxido sédico SN
(NaOH), empleando la bacteria Lactobacillus plantarum como microorganismo, el
suero lacteo como fuente de fenilalanina y lactosa tras hidrélisis con Flavourzyme (EC
3.4.11.1) a 50 °C, 12 h y 100 rpm, y los nutrientes comerciales propuestos por Graziela

y col., (2010) como fuente de sales minerales.
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Los resultados de tal proceder se muestran en la Figura 3 expresados en funcion de
la evolucion a lo largo del tiempo del consumo de fenilalanina y lactosa y la generacién
de acidos 3-feniléctico y lactico, respectivamente. La Tabla 3 muestra los parametros

de la fermentacién de la misma.

La solucién de biotransformacion alcanzé un contenido de acido 3-fenilactico de 1,3
mM tras 56 h de fermentacién y 0,64 g/L de fenilalanina residual, correspondiéndole
una productividad global volumétrica (Q4z;) de 0,019 g/L-h, valor idéntico al alcanzado
en el apartado a) del Ejemplo 1 con similares nutrientes pero con menor volumen de
trabajo. El rendimiento de biotransformacion fue del 57 % (Yyrrrre = 0,59 g/g). El
contenido de 4cido lactico ascendié a 48,4 g/l y la lactosa residual de 0,44 g/L
correspondientes a una productividad global volumétrica (Q4;) de 0,7 g/L-h, valor que
duplica al alcanzado en el apartado a) del Ejemplo 1. El rendimiento en producto

(Y4L/1act0sa) @lcanzado de este tipo de biorreactor se sitia en 1,24 g/g.

Ejemplo 3. Produccién en continuo de extractos antimicrobianos en fermentador.

Se realizé este ensayo en fermentador Braun Biostat de 2 L de capacidad para
ampliar la modalidad de fermentacién, de un proceso discontinuo desarrollado en el

Ejemplo 2 a una modalidad de fermentacién en continuo.

La biotransformacion de fenilalanina en acido 3-fenilactico y de lactosa en 4cido
lactico fue desarrollada por procesos en continuo empleando un fermentador Braun
Biostat de 2 L de capacidad conteniendo 1800 mL de volumen final de medio de
cultivo. El proceso se desarroll6 a 31,5 °C y 100 rpm y pH controlado y ajustado
automaticamente a 6,2 con hidréxido sédico SN (NaOH), empleando la bacteria
Lactobacillus plantarum como microorganismo, el suero licteo como fuente de
fenilalanina y lactosa tras hidrélisis con Flavourzyme (EC 3.4.11.1) a 50 °C, 12 h y 100
rpm, y los nutrientes comerciales propuestos por Graziela y col., (2010) como fuente de
sales minerales. La fermentacion se llevé a cabo en un rango de caudales de 0,17 a 1,18

mL/min.

Los resultados de tal proceder asi como los parametros de la fermentacién se

recogen en la Tabla 4 y la Figura 4. La soluciéon de biotransformacion alcanzo
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concentraciones de 4cido 3-fenilactico en el intervalo de 0,64 a 0,91 mM,
correspondiéndole una productividad global volumétrica (Q4rr) de 0,001 a 0,005 g/L-h,
velocidad de consumo de fenilalanina (Qpse) de 0,002 a 0,02 g/L-h, y rendimiento en
producto (Yarrrre) de 0,29 a 0,48 g/g. El contenido de 4cido lactico se situd entre los
32,8 y los 39,7 g/L, correspondientes a una productividad global volumétrica (Q,;) de
0,23 a 1,35 g/L-h, velocidad de consumo de lactosa (Qracrsq) de 0,27 a 1,86 g/L-h, y
rendimiento en producto (Y41 /14c10s4) de 0,73 a 0,88 g/g.

Ejemplo 4. Aplicacion de los extractos antimicrobianos obtenidos frente a diversas

bacterias patogenas.

Se realizé este ensayo para determinar la actividad antimicrobiana de los
extractos obtenidos como se indicd anteriormente. De este modo, una vez liberadas las
bacteriocinas al medio de fermentacién obtenemos un extracto antimicrobiano, segun
metodologia descrita previamente, constituido principalmente por acido lactico, acido
fenilactico y bacteriocinas. Dichos extractos fueron probados como antimicrobianos
frente al crecimiento y desarrollo de las cepas bacterianas Carnobacterium
maltaromaticum, CECT- 4020, Salmonella enterica subsp. enterica CECT-724,
Pseudomonas aeruginosa CECT-116, Staphylococcus aureus subsp. aureus CECT-239
y Listeria monocytogenes CECT-934.

Como podemos observar en la Figura 5 el extracto antimicrobiano obtenido
produce un halo de inhibicién mucho mayor que el que produce cualquiera de las
disoluciones comerciales, y en la misma concentracién, de los compuestos
antimicrobianos producidos mediante los procesos de bioconversion que se pretende

reivindicar con el presente trabajo.

La Figura 6 muestra una comparacion de los diametros de los halos de inhibicién
en mm producidos por el extracto antimicrobiano obtenido frente a las diversas cepas
bacterianas patdgenas empleadas en el estudio. Como se puede observar en la Figura, la
inhibicién es de mayor a menor efecto en; Staphylococcus aureus subsp. aureus (9,03
mm) seguido de Pseudomonas aeruginosa (8,78 mm), Listeria monocytogenes (7,38
mm) y por ultimo con el menor halo de inhibicién, Salmonella enterica subsp. enterica
(6,63 mm).
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REIVINDICACIONES

Proceso para la produccion de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo

y lias de vinificacién (o vinazas) como suplemento nutricional que se caracteriza

por comprender las siguientes etapas:

a) Hidrolisis de las proteinas del suero lacteo con enzimas proteoliticas a 50 °C
y 100 rpm, llevada a cabo entre 1 y 12 h de incubacién.

b) Aporte nutricional al suero hidrolizado con lias de vinificacion destiladas

¢) Fermentaciéon por medio de bacterias acido lacticas en incubador orbital a
31,5°Cy 100 rpm.

Proceso para la produccion de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo

y lias de vinificacién como suplemento nutricional, seglin reivindicacién 1, en el

que las enzimas proteoliticas empleadas en la etapa a) son iZyme (EC 3.4.23.23)

o Alcalase (EC 3.4.21.62) o Flavourzyme (EC 3.4.11.1)

Proceso para la produccion de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo

y lias de vinificacion como suplemento nutricional, segtin reivindicacién 1, en el

que las vinazas se centrifugaron previamente y la fraccion liquida se neutralizé a

pH 7. Una vez neutralizadas se congelaron y se liofilizaron. Las vinazas

liofilizadas se resuspendieron en el suero hidrolizado en la etapa a).

Proceso para la produccion de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo

y lias de vinificacién como suplemento nutricional, segun reivindicacion 1, en el

que en la etapa b) se utilizan lias de vinificacién liofilizadas o mezcla de lias

liofilizadas y sélidas rehidratadas en el medio anterior,

Proceso para la produccion de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo

y lias de vinificacién como suplemento nutricional, segun reivindicacién 1, en el

que la bacteria 4cido lactica empleada en la fermentacién es la cepa

Lactobacillus plantarum.

Proceso para la produccion de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo

y lias de vinificacion como suplemento nutricional en continuo caracterizado por

utilizar un fermentador en un rango de caudales entre 0,17 a 1,18 mL/min a 31,5

°C de temperatura y 100 rpm de agitacion.

Proceso para la produccion de extractos antimicrobianos a partir de suero lacteo

y lias de vinificacion como suplemento nutricional, segin reivindicaciones 1 a 6
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caracterizado porque la solucién resultante contiene una mezcla de acido
fenilactico (entre 0,64 y 1,55 mM) y acido lactico (entre 30,1 y 48,4 g/L).

. El empleo del extracto antimicrobiano obtenido segun el proceso de produccion
indicado, a partir de suero lacteo y suplementos nutricionales, segun

reivindicaciones 1 a 6, en la industria alimentaria.
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Tabla 1. Composicioén quimica del suero lacteo empleado (pH 6,5).

Constituyentes Concentracion
Sélidos totales (g/L) 63,5
Lactosa (g/L) 50,4
Acido lactico (g/L) 0,95
Proteina (g/L) 9,6
Grasa (g/L) 3,71
Cu (mg/Kg) <18
Zn (mg/Kg) <1,0
Fe (mg/Kg) <6,0
Mn (mg/Kg) <12
Ca (mg/Kg) 292
Mg (mg/Kg) 79,2
Na (mg/Kg) 456
K (g/Kg) 1,6

Al (mg/Kg) <30
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Figura 1. Metabolismo de la fenilalanina en bacterias acido lacticas (Vermeulen y col.,

2006).
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Tabla 2. Parametros de fermentacién en Ejemplo 1 a tiempo cero y tras 80 h de
fermentacion, durante la conversion de fenilalanina en acido 3-fenildctico y lactosa en
acido lactico empleando la cepa Lactobacillus plantarum, suero lacteo como fuente de

lactosa y fenilalanina, y vinazas o nutrientes comerciales como suplemento nutricional.

Control a) b) c) d) €)

Fenilalanina inicial (g/L) 1,2 0,47 0,53 0,52 0,53 0,5
Fenilalanina final (g/L) 0,67 0,16 0,17 022 0,25 0,15
Acido 3-fenildctico (mM) 1,55 1,L19 1,18 1,17 1,19 1,25
Q4L (g/L°h) 0,019 0,015 0,015 0,015 0,014 0,016
Opne (g/L-h) 0,006 0,004 0,005 0,004 0,003 0,004
Yarr/pne (g/2) 0,51 064 054 064 0,71 0,59
Lactosa inicial (g/L) 43,7 39,6 38,7 402 395 39,1
Lactosa final (g/L) 0,46 0,55 0,7 1,01 1,15 0,97
Ac. lactico producido (g/L) 30,1 33,1 319 32,1 35,7 294
Q4L (g/L-h) 0,38 041 040 040 045 0,38
QLactosa (g/L-h) 0,54 049 047 049 048 048
Yur/Lactosa (8/2) 0,70 0,85 0,84 0,82 093 0,77

a) 25 mL de lias liofilizadas; b) 50 mL de lias liofilizadas; ¢) 75 mL de lias liofilizadas; d) 100 mL de lias
liofilizadas; e) 50 mL de lias liofilizadas y 20 g/L de lias sélidas. Q4 : velocidad global volumétrica de
acido 3-fenilactico; Qps.: velocidad de consumo de fenilalanina; Y,z pp.: rendimiento de fenilalanina en
acido 3-fenilactico; Qy,: velocidad global volumétrica de 4cido lactico; Qr,cuse: Velocidad de consumo de
lactosa; Y1 qcosa: rendimiento de lactosa en acido lactico.
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Figura 2. Cinéticas de fermantacion en Ejemplo 1 de las diferentes condiciones
ensayadas en Erlenmeyer: Control; a) 25 mL de lias liofilizadas; b) 50 mL de lias
liofilizadas; ¢) 75 mL de lias liofilizadas; d) 100 mL de lias liofilizadas; €) 50 mL de
lias liofilizadas y 20 g/L de lias sdlidas. Lactosa (¢), acido lactico (m), fenilalanina (e),
acido 3-fenilactico (*).
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Tabla 3. Parametros de fermentacién en Ejemplo 2 a tiempo cero y tras 56 h de
fermentacion, durante la conversion de fenilalanina en acido 3-fenilactico y lactosa en
acido lactico empleando la cepa Lactobacillus plantarum, suero lacteo como fuente de
lactosa y fenilalanina y nutrientes comerciales como suplemento nutricional en

fermentador de 2 L.

Fermentador 2 L

Fenilalanina inicial (g/L) 1,0

Fenilalanina final (g/L) 0,64
Acido 3-fenilictico (mM) 1,3

Q.rL (g/L-h) 0,019
Qpne (g/L-h) 0,007
Yaripne (g/8) 0,57
Lactosa inicial (g/L) 39,6
Lactosa final (g/L) 0,44
Ac. lactico producido (g/L) 48,4
Q41 (g/L-h) 0,7

QLactosa (8/Lh) 0,86
YarLactosa (8/8) 1,24

Qur1: velocidad global volumétrica de acido 3-fenilactico; Qpye: velocidad de consumo de fenilalanina;
Y4rrpre: rendimiento de fenilalanina en acido 3-fenilactico; Oy, velocidad global volumétrica de acido
lactico; Q) aesa: velocidad de consumo de lactosa; Yy ueo50: rendimiento de lactosa en dcido lactico.
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Figura 3. Cinética de bioconversion en Ejemplo 2 en fermentador discontinuo. Lactosa

(#), acido lactico (e), fenilalanina (m), acido 3-fenilactico (A).
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Tabla 4. Pardmetros de fermentacién en Ejemplo 3, durante la fermentacién en
continuo de fenilalanina en acido 3-fenilactico y lactosa en acido lactico empleando la
cepa Lactobacillus plantarum, suero lacteo como fuente de lactosa y fenilalanina y
nutrientes comerciales como suplemento nutricional en fermentador de 2 L bajo

distintos caudales: a) 0,17 mL/min; b) 0,62 mL/min y ¢) 1,18 mL/min.

a) b) <)
Fenilalanina inicial (g/L) 0,47 0,36 0,32
Fenilalanina final (g/L) 0,32 0,37 0,36
Acido 3-fenilactico (mM) 0,91 0,81 0,64
QurL (g/L°h) 0,001 0,003 0,005
Oppe (g/L-h) 0,002 0,008 0,02
YarLrne (g/8) 0,48 0,36 0,29
Lactosa inicial (g/L) 45,1 0 0
I:actosa final (g/L) 0 0 0
Ac. lactico producido (g/L) 38,4 32,8 39,7
Q4 (g/L-h) 0,23 0,93 1,35
QLactosa (g/L°h) 0,27 1,06 1,86
YL Lactosa (8/8) 0,85 0,88 0,73

Qurr: velocidad global volumétrica de 4cido 3-fenilactico; Qpy.: velocidad de consumo de fenilalanina;
Yarrpre: Trendimiento de fenilalanina en acido 3-fenilactico; Qy4;: velocidad global volumétrica de acido
lactico; Qracose: Velocidad de consumo de lactosa; Yy zaciosq: rendimiento de lactosa en acido lactico.
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Figura 4. Datos de la produccién en Ejemplo 3 de a) acido 3-fenilactico; AFL (¢),
velocidad de consumo de fenilalanina; Qppe, (A ), velocidad global volumétrica de acido
fenilactico; Qarr. (m) y rendimiento de fenilalanina en acido fenilactico; Y apLsphe (*), asi
como b) produccién de acido lactico; AL (#), velocidad global volumétrica de acido
lactico; Qar(m),velocidad de consumo de lactosa; Qpactosa (A ), rendimiento de lactosa
en acido lactico; Yar/iacesa (*), referentes al estado estacionario obtenido a los

diferentes caudales ensayados en la fermentacién en continuo del Ejemplo 3.
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Figura 5. Diametro de los halos de inhibicién en mm producidos por el extracto
antimicrobiano obtenido, asi como de disoluciones comerciales de acido lactico (AL) y
acido fenilactico (AFL) y Nisina, empleando como microorganismo indicador

Carnobacterium maltaromaticum.
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Figura 6. Didmetro de los halos de inhibiciéon en mm producidos por el extracto
antimicrobiano obtenido frente diversas cepas bacterianas patogenas: A) Pseudomonas
aeruginosa CECT-116, B) Salmonella enterica subsp. enterica CECT-724, C)
Staphylococcus aureus subsp. aureus CECT-239 y D) Listeria monocytogenes CECT-
934.
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antimicrobiano obtenido en la industria alimentaria.

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento D01 divulga la idoneidad del uso de lias de vinificacion como medio de cultivo de distintas especies del género
Lactobacillus, ya que aportan, entre otros, compuestos nitrogenados adecuados para el crecimiento de estas bacterias.
Como resultado de la fermentaciéon se obtiene acido lactico. En este documento también se indica que los compuestos
fendlicos presentes en las lias destiladas pueden ser extraidas con solventes organicos, y recuperarse de esta forma para la
industria alimentaria como aditivos alimentarios debido a su actividad antioxidante y antimicrobiana.
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antimicrobiana les hace Uutiles en la industria alimentaria para la preservacion de alimentos.

Aunque en el estado de la técnica ya se conoce que las bacterias acido lacticas (y mas concretamente Lactobacillus
plantarum) son capaces de producir acido fenil-lactico, cuyas propiedades antimicrobianas son utiles en la industria
alimentaria, y que son capaces de crecer en medios de cultivo tales como suero lacteo y lias de vinificacion, no resultaria
obvio para el experto en la materia utilizar ambos medios de forma conjunta para la produccion de extractos antimicrobianos
que contengan tanto acido lactico como acido fenil-lactico.

Por lo tanto, la invencion contenida en las reivindicaciones 1-8 es con referencia a los documentos D01-D04 nueva y se
considera que implica actividad inventiva (art. 6.1 y 8.1 Ley 11/1986 de Patentes).
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