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DESCRIPCION
Cultivo de Lactobacillus y procedimiento de produccion del mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un producto de cultivo de bacterias lacticas que se obtiene cultivando una bacteria
lactica, asi como a un procedimiento de produccion de la misma.

Técnica anterior

El cultivo de bacterias lacticas se ha llevado a cabo de diversas maneras y se lleva a cabo a menudo utilizando
leche animal como medio de cultivo para la producciéon de formulaciones de bacterias lacticas o la produccién de
leche fermentada, bebidas con bacterias lacticas, queso y similares. Sin embargo, puesto que, en general, las
necesidades nutricionales de las bacterias lacticas varian entre las especies, algunas bacterias lacticas pueden no
crecer suficientemente en un medio de cultivo que consiste Unicamente en leche animal. Ademas, incluso cuando se
utilizan cepas bacterianas que exhiben una actividad de proliferacién relativamente mas alta en dicho medio de
cultivo que consiste Unicamente en leche animal, es necesario llevar a cabo el cultivo de las bacterias durante varios
dias con el fin de obtener productos fermentados con un nivel de acido lactico suficiente en la produccion de leche
fermentada, bebidas con bacterias lacticas y similares.

Sin embargo, puesto que el cultivo de bacterias lacticas durante un largo periodo de tiempo causa una reduccion en
el recuento de células viables, dicha técnica de cultivo no siempre se considera como un procedimiento de cultivo
favorable para la produccién de bebidas con bacterias lacticas, leche fermentada y similares en los que se esperan
diversos efectos fisioldgicos y para los que se considera importante el recuento de células viables.

Ademas, para la produccion de diversas bebidas o alimentos en los que los sabores de los productos fermentados
obtenidos mediante el cultivo de bacterias lacticas se consideran criticos, las cepas bacterianas utilizadas en el
mismo no se pueden seleccionar Unicamente desde el punto de vista de sus capacidades proliferativas. En
consecuencia, hay casos en los que se seleccionan y utilizan bacterias lacticas que proporcionan productos
fermentados que tienen buen sabor, incluso si sus capacidades proliferativas son inferiores.

Por lo tanto, en el cultivo de bacterias lacticas, una técnica ordinaria consiste en la adicién previa de varias
sustancias promotoras de crecimiento a los medios de cultivo con el fin de mejorar las eficiencias de cultivo, y dicha
técnica es bien conocida. En general, como ejemplos de sustancias que se han considerado eficaces como
promotoras del crecimiento se pueden mencionar extractos de Chlorella, sales de hierro, vitaminas, productos de
digestion de proteinas que contienen aminoacidos o péptidos, extractos de levadura y similares.

El presente solicitante también ha informado de la adicion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)
o similares a los medios de cultivo con el fin de aumentar las capacidades proliferativas o la capacidad de
supervivencia en el cultivo de bacterias lacticas (Documento de Patente 1).

Sin embargo, en productos como la leche fermentada a la que ha afiadido un extracto de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae), aunque se podia aumentar la capacidad proliferativa o capacidad de supervivencia de las bacterias
lacticas, los productos presentaban amargor derivado del Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) y, por lo tanto,
tenian un problema de sabor.

Lista de citas

Documentos de Patente

Documento de patente 1: WO2006/126476

Sumario de la invencion

Problema técnico

De acuerdo con ello, un objetivo de la presente invencién es proporcionar una técnica para mejorar los sabores de
los productos manteniendo al mismo tiempo el efecto de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) para
aumentar la capacidad proliferativa o la capacidad de supervivencia de bacterias lacticas en su cultivo.

Solucioén al problema

La presente invencion se refiere a un producto de cultivo de bacterias lacticas que se obtiene cultivando una bacteria

lactica en un medio de cultivo, en el que el medio de cultivo contiene una esencia de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) que es un concentrado obtenido mediante electrodialisis de una mezcla obtenida por adicién de una sal
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inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que se ha obtenido mediante extraccion acida, en
el que las bacterias lacticas son bacterias anaerobias facultativas, y en el que la sal inorganica es al menos una
seleccionada entre una sal de potasio, una sal de sodio, una sal de calcio y una sal de magnesio.

Ademas, la presente invencion se refiere a un producto lacteo fermentado, que comprende dicho producto de cultivo
de bacterias lacticas.

Ademas, la presente invencién se refiere a un procedimiento para preparar un producto lacteo fermentado que
comprende mezclar dicho producto de cultivo de bacterias lacticas con materiales auxiliares.

Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento para producir un producto de cultivo de bacterias
lacticas, en el que el procedimiento comprende: mezclar una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) en
un medio de cultivo en una etapa arbitraria en la produccién del producto de cultivo de bacterias lacticas que se
obtiene cultivando una bacteria lactica en el medio de cultivo, en el que la esencia de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) es un concentrado obtenido mediante electrodialisis de una mezcla obtenida por adicion de una sal
inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que se ha obtenido mediante extraccion acida, en
el que las bacterias lacticas son bacterias anaerobias facultativas, y en el que la sal inorganica es al menos una
seleccionada entre una sal de potasio, una sal de sodio, una sal de calcio y una sal de magnesio.

Ademas, la presente invencién se refiere a un procedimiento para promover el crecimiento de una bacteria lactica,
en el que el procedimiento incluye mezclar una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) en un medio de
cultivo, en el que la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) es un concentrado obtenido mediante
electrodialisis de una mezcla obtenida por adicidon de una sal inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) que se ha obtenido mediante extraccién acida, y cultivo de la bacteria lactica en el medio de cultivo, en
el que las bacterias lacticas son bacterias anaerobias facultativas, y en el que la sal inorganica es al menos una
seleccionada entre una sal de potasio, una sal de sodio, una sal de calcio y una sal de magnesio.

Efectos ventajosos de la invencion

En el producto de cultivo de bacterias lacticas de acuerdo con la presente invencion, la capacidad proliferativa y la
capacidad de supervivencia de las bacterias lacticas se incrementan debido a la adicidon de una esencia de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae) que es un concentrado obtenido mediante electrodialisis de una mezcla obtenida por
adicién de una sal inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae), durante el cultivo de bacterias
lacticas. En consecuencia, el recuento de células viables en el producto de cultivo es mayor, mientras que se
mantendra un recuento de células viables mas alto y, ademas, el producto de cultivo no presenta amargor derivado
del Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) y, por lo tanto, tiene un mejor sabor.

Por consiguiente, el producto de cultivo de bacterias lacticas de acuerdo con la presente invencién no tiene ningun
problema de sabor y se puede utilizar para obtener diversos productos lacteos fermentados. Ademas, en dichos
productos lacteos fermentados, el deterioro de los sabores o las reducciones en los recuentos de células viables
apenas se producen durante el almacenamiento y, por lo tanto, los productos lacteos fermentados son muy valiosos
y son utiles para mejorar la salud.

Descripcion de modos de realizacion

El producto de cultivo de bacterias lacticas de la presente invencion se obtiene cultivando una bacteria lactica en un
medio de cultivo, en el que el medio de cultivo contiene una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae), en el
que la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) es un concentrado obtenido mediante electrodialisis de
una mezcla obtenida por adiciéon de una sal inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae).

La esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que se utiliza para obtener el producto de cultivo de bacterias
lacticas mencionado anteriormente y que es un concentrado obtenido mediante electrodiadlisis de una mezcla
obtenida por adicién de una sal inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se puede obtener
de la siguiente manera. En primer lugar, hojas o tallos (preferentemente hojas) de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) pertenecientes al género Rubus de la familia Rosaceae se someten a una extraccion con disolvente sin
ningun tratamiento o se someten a tratamientos tales como lavado, pelado, secado y trituracion, si se desea, y luego
se someten a una extraccion con disolvente, obteniendo asi el extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae).

El disolvente utilizado para la produccién del extracto anterior de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) no se limita
particularmente y, por ejemplo, se puede mencionar agua o disolventes organicos tales como alcoholes inferiores
C+-Cs (por ejemplo, etanol), acetato de etilo, glicerina y propilenglicol. Estos disolventes se pueden usar
singularmente, o se pueden mezclar dos o mas de los disolventes. Entre estos disolventes, son particularmente
preferentes el agua o disolventes acuosos tales como agua / alcoholes inferiores.

El procedimiento de extraccién del extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) utilizando el disolvente
anteriormente descrito es una extraccion acida. El procedimiento de extraccion acida se lleva a cabo
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preferentemente bajo una condicién acida de un pH de 4,0 o inferior, mas preferentemente de un pH de 3,0 a 4,0.
Para el componente acido utilizado para ajustar el pH del disolvente en la realizacion de la extraccion acida, se
puede utilizar cualquier sustancia sin limitaciones particulares siempre que la sustancia sea acida. Como ejemplos
preferentes de los mismos, se pueden mencionar acidos organicos tales como acido citrico, acido malico, acido
tartarico, acido succinico, acido lactico y acido acético.

Ademas, las condiciones para la extraccion del extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) utilizando el
disolvente anteriormente descrito no se limitan particularmente y, por ejemplo, es preferente que el tratamiento de
extraccion se lleve a cabo a una temperatura de 0 °C a 100 °C (mas preferentemente de 10 °C a 40 °C) durante
aproximadamente 30 a 60 minutos.

El extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) obtenido de este modo se somete a filtracion, centrifugacion y
similares, si se desea, y luego se afiade una sal inorganica; a continuacion, la mezcla resultante se somete a
electrodialisis.

La sal inorganica afadida al extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) es al menos una seleccionada entre
una sal de potasio tal como cloruro de potasio, una sal de sodio tal como cloruro de sodio, una sal de calcio tal como
cloruro de calcio, y una sal de magnesio tal como cloruro de magnesio. Entre estas sales inorganicas, es preferente
una sal de magnesio, y el cloruro de magnesio es mas preferente. La cantidad de la sal inorganica afadida al
extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) no se limita particularmente, pero es preferente de 0,01 a
0,5 mol/l y mas preferente de 0,02 a 0,2 mol/l, en términos de anhidrido. Estas sales inorganicas pueden ser hidratos
o anhidridos.

Con respecto al electrodializador utilizado para la electrodidlisis, se puede mencionar, por ejemplo, un
electrodializador en el que una region entre un catodo y un anodo se divide alternativamente con una pluralidad de
membranas de intercambio catiénico y una pluralidad de membranas de intercambio anionico y, por tanto, se
proporcionan una camara de catodo, una camara de anodo, una pluralidad de camaras de desalaciéon y una
pluralidad de camaras de concentracion. En dicho electrodializador se obtiene una solucién de concentrado en la
que se concentran sustancias idnicas y una disolucion desalada en la que se han eliminado las sustancias idnicas.
Es decir, las regiones que se dividen cada una con las membranas de intercambio cationico situadas cada una en el
lado en el que el catodo esta presente y las membranas de intercambio anidnico situadas cada una en el lado
opuesto en el que el anodo esta presente se corresponden con las camaras de concentracion y cada liquido que se
somete a reflujo en cada camara de concentraciéon se corresponde con la soluciéon concentrada. Ademas, las
regiones que se dividen cada una con las membranas de intercambio anidnico situadas cada una en el lado en el
que el catodo esta presente y las membranas de intercambio catiénico situadas cada una en el lado opuesto en el
que el anodo esta presente se corresponden con las camaras de desalacién y cada liquido que se somete a reflujo
en cada camara de desalacion se corresponde con la solucién desalada. Existen electrodializadores comercialmente
disponibles, por ejemplo, con nombres comerciales como "ACILYZER" (ASTOM Corporation) y similares, y dichos
electrodializadores comercialmente disponibles también se pueden utilizar.

La esencia anteriormente descrita de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se puede obtener de la siguiente
manera. Es decir, el extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) al que se ha afiadido una sal inorganica se
somete a reflujo en una camara de desalacion de un electrodializador, mientras que el agua o similar se somete a
reflujo en una camara de concentracion, para llevar a cabo el tratamiento de electrodialisis, y el concentrado
resultante se recoge como la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae). Las condiciones para la
electrodialisis no se limitan particularmente. Por ejemplo, se puede mencionar un procedimiento en el que, mientras
que una cantidad de agua equivalente a un 5 % a un 50 % (preferentemente un 10 % a un 30 %) en masa (en lo
sucesivo, simplemente denominado "%") del extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se somete a reflujo
en la camara de concentracion, se aplica una tension de 10 a 200 V, preferentemente de 50 a 100 V, a la region
situada entre el anodo y el catodo, y se pasa una corriente eléctrica de 10 a 200 A, preferentemente de 50 a 100 A,
a través de la region para llevar a cabo el tratamiento de electrodidlisis hasta que la conductividad eléctrica en la
camara de desalacion alcanza el equilibrio (2 milisiemens por centimetro (mS/cm)) y, a continuacion, se recoge un
concentrado para obtener la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae). Para el liquido que se somete a
reflujo en la camara de concentracion, ademas de agua, por ejemplo, también se puede usar una solucion de
electrolitos tal como una solucién de salmuera o una solucién acuosa de acido citrico.

En cuanto a la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) obtenida de la manera anteriormente descrita, se
puede usar la esencia obtenida directamente de la electrodidlisis; o la esencia resultante de Rubus suavissimus S.
Lee (Rosaceae) se puede someter a un procedimiento de purificacion / concentracién por ultrafiltracion,
centrifugacion o similar, y se puede usar el producto purificado / concentrado asi obtenido. Alternativamente, el
producto purificado / concentrado se puede secar adicionalmente por medio de secado por pulverizacion, liofilizacion
o similar, y se puede usar el producto en polvo asi obtenido.

La cantidad de la esencia anteriormente descrita de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) anadida al medio de
cultivo en el que pueden crecer bacterias lacticas no se limita particularmente. Por ejemplo, en cuanto a una esencia
de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que presenta un Brix de 12, la concentracion de la esencia en el medio de
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cultivo es de un 0,01 % a un 1,0 %, preferentemente de un 0,01 % a un 0,5 %, mas preferentemente de un 0,02 % a
un 0,2 %. El valor Brix se refiere a un valor medido con un refractémetro digital tal como "RX-70000a" (ATAGO CO.,
LTD.).

Ademas, en cuanto a cuando afadir la esencia anteriormente descrita de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) al
medio de cultivo, es preferente que la esencia se afiada antes de fermentar la bacteria lactica. Sin embargo, el
momento de la adicidon no se limita a dicho momento, y la esencia se puede afadir al medio de cultivo incluso
durante la fermentacion de la bacteria lactica o después de la finalizacion de la fermentacion de la bacteria lactica.
Ademas, la esencia también se puede afadir al medio de cultivo mas de una vez. En particular, la adicién de la
esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) al medio de cultivo antes de la fermentacién de la bacteria lactica
es preferente, ya que el recuento de células y la capacidad de supervivencia después de completar el cultivo se
pueden mantener en un nivel mas alto.

Ademas, en cuanto al medio de cultivo al cual se afade |la esencia anteriormente descrita de Rubus suavissimus S.
Lee (Rosaceae), se pueden mencionar medios de cultivo de leche animal que incluyen leche cruda (por ejemplo,
leche de vaca, leche de cabra, leche de caballo y leche de oveja) o productos lacteos (por ejemplo, leche desnatada
en polvo, leche entera en polvo y crema fresca); leche liquida derivada de plantas (por ejemplo, leche de soja); o
diversos medios de cultivo sintéticos. Adicionalmente, ingredientes que se usan en medios de cultivo generales para
bacterias lacticas se pueden afadir a los medios de cultivo mencionados anteriormente. Como ejemplos de tales
ingredientes, se pueden mencionar vitaminas tales como vitamina A, vitaminas del complejo B, vitamina C y vitamina
E, diversos péptidos, aminoacidos, sales de calcio, magnesio y similares.

Adicionalmente, el acido oleico o derivados del mismo se pueden afiadir a los medios de cultivo descritos
anteriormente. Como ejemplos de dicho acido oleico o derivados del mismo, se pueden mencionar acido oleico o
derivados de acido oleico tales como sales de acido oleico (por ejemplo, oleato de sodio, oleato de potasio) y
ésteres de acido oleico tales como ésteres de glicerina y acido oleico, ésteres de poliglicerina y acido oleico o
ésteres de sacarosa y acido oleico. El acido oleico o derivados del mismo se pueden afadir al medio de cultivo hasta
una concentracion final de aproximadamente 5 a 50 ppm, preferentemente de 5 a 25 ppm en términos de acido
oleico.

La bacteria lactica que se cultiva con el fin de obtener el producto fermentado con bacterias lacticas de la presente
invencion no se limita particularmente, siempre y cuando sea una bacteria lactica generalmente usada para la
fabricacion de alimentos. Por ejemplo, se puede mencionar una bacteria perteneciente al género Lactobacillus (por
ejemplo, Lactobacillus casei , Lactobacillus gasseri , Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus cremoris, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus yoghurti, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii y Lactobacillus johnsonii); una bacteria perteneciente al
género Streptococcus (por ejemplo, Streptococcus thermophilus); una bacteria perteneciente al género Lactococcus
(por ejemplo, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus plantarum y
Lactococcus raffinolactis) y una bacteria perteneciente al género Enterococcus (por ejemplo, Enterococcus faecalis y
Enterococcus faecium). Entre estas bacterias lacticas, son preferentes una o mas bacterias lacticas seleccionadas
del grupo que consiste en una bacteria perteneciente al género Lactobacillus , una bacteria perteneciente al género
Streptococcus y una bacteria perteneciente al género Lactococcus. Entre ellas, Lactobacillus casei o Lactobacillus
gasseri son preferentes, y Lactobacillus casei YIT9029 (FERM BP-1366, fecha de recepcién: 12 de enero de 1981;
el Organismo Internacional Depositario de la Patente, el Instituto Internacional de Tecnologia y Evaluacion (Tsukuba
Central 6, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, JAPON) es particularmente preferente. En la
presente invencion, el término "bacteria lactica (bacterias lacticas)" se refiere a una bacteria lactica que es una
bacteria anaerobia facultativa y, por lo tanto, no incluye una bacteria perteneciente al género Biffidobacterium que es
una bacteria anaerobia obligada.

Las condiciones para cultivar la bacteria lactica para obtener el producto fermentado con bacterias lacticas de la
presente invencion no se limitan particularmente. Por ejemplo, se pueden mencionar condiciones en las que la
bacteria lactica se inocula en el medio de cultivo de tal manera que el recuento de bacterias en el medio de cultivo
es de aproximadamente 1,0 x 10°a 1,0 x 10° ufc/ml y luego la bacteria lactica se cultiva a aproximadamente 30 °C a
40 °C durante aproximadamente 1 a 7 dias. Adicionalmente, en cuanto a la condicién de cultivo en este caso, se
puede seleccionar apropiadamente una técnica que sea adecuada para cultivar una bacteria lactica usada en la
misma entre cultivo estatico, cultivo con agitacion magnética, cultivo con agitacion mecanica, cultivo con aireacion y
similares para llevar a cabo el cultivo de la bacteria lactica.

El producto fermentado con bacterias lacticas obtenido de esta manera exhibira un recuento de células viables mas
alto y mantendra dicho recuento de células viables mas alto, sin presentar amargor derivado de Rubus suavissimus
S. Lee (Rosaceae) y con un mejor sabor. A continuacion, el producto fermentado con bacterias lacticas se puede
utilizar solo como producto lacteo fermentado o se puede mezclar con otros materiales auxiliares que se pueden
afadir a los productos lacteos fermentados generales, para preparar un producto lacteo fermentado final.

En la presente invencion, el producto lacteo fermentado incluye leche de soja fermentada o leche fermentada
definida en la Orden Ministerial Japonesa sobre Leche y Productos Lacteos con respecto a los Estandares de
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Composicion y similares; bebidas tales como bebidas lacteas con bacterias lacticas, yogur duro, yogur suave, yogur
natural, incluso kéfir, queso y similares. Ademas, el producto lacteo fermentado de la presente invencion incluye
bebidas y alimentos que utilizan diversas bacterias lacticas e incluye leche fermentada, bebidas con bacterias
lacticas, kéfir, queso y similares, por ejemplo de tipo natural, aromatizado, con frutas, de tipo edulcorado, tipo
blando, tipo bebible, tipo solido (duro) o tipo congelado.

Estos productos lacteos fermentados se pueden obtener mezclando, ademas de agentes edulcorantes tales como
jarabes, otros diversos materiales alimenticios (por ejemplo, ingredientes opcionales tales como diversos
carbohidratos, agentes espesantes, agentes emulsionantes o diversas vitaminas) con el producto fermentado con
bacterias lacticas descrito anteriormente, segin sea necesario. Como ejemplos de tales materiales alimenticios, se
pueden mencionar carbohidratos tales como sacarosa, glucosa, fructuosa, palatinosa, trehalosa, lactosa, xilosa y
maltosa; alcoholes de azucar tales como sorbitol, xilitol, eritritol, lactitol, palatinit, jarabe de almidén reducido y jarabe
de maltosa reducido; edulcorantes de alta intensidad tales como aspartamo, taumatina, sucralosa, acesulfamo Ky
estevia; diversos agentes espesantes (estabilizantes) tales como agar, gelatina, carragenano, goma de guayacol,
goma xantana, pectina, goma garrofin, goma gellan, carboximetilcelulosa, polisacaridos de soja y alginato de
propilenglicol; agentes emulsionantes tales como ésteres de sacarosa y acidos grasos, ésteres de glicerina y acidos
grasos, ésteres de poliglicerina y acidos grasos, ésteres de sorbitano y acidos grasos y lecitina; grasas de leche
tales como nata, mantequilla y crema agria; ingredientes acidos tales como acido citrico, acido lactico, acido acético,
acido malico, acido tartarico y acido glucénico; diversas vitaminas tales como vitamina A, vitaminas del complejo B,
vitamina C y vitamina E; minerales tales como calcio, magnesio, cinc, hierro y manganeso; y sabores tales como
yogur, bayas, naranja, membirillo, perilla, citrico, manzana, menta, uva, albaricoque, pera, crema de nata, melocotén,
meldn, banana, tropical, hierba, t& negro o café.

El producto lacteo fermentado obtenido de esta manera tiene mejor sabor y, ademas, el deterioro en el sabor y una
reduccion en el recuento de células viables apenas ocurren incluso durante el almacenamiento. Por lo tanto, el
producto lacteo fermentado es muy valioso, y es util para mejorar la salud.

Ejemplos

A continuacioén se describira la presente invencion con referencia a los Ejemplos. Sin embargo, la presente invencion
no se considera limitada a los ejemplos.

Ejemplo de referencia 1
Produccion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae):

Hojas de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se sometieron a tratamientos tales como trituracion y, a
continuacion, a las hojas tratadas se afadieron 15 veces su volumen de agua y una cantidad de acido citrico
equivalente a un 5 % de las hojas, se ajusté el pH a 3,8 y se llevo a cabo una extraccion a 20 °C durante 60 minutos.
Ademas, la solucién de extraccion resultante se concentré 5 veces con un evaporador, obteniéndose asi un extracto
de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que presentaba un Brix de 13.

Ejemplo de produccion 1
Produccién de una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) (1)

Se afadié hexahidrato de cloruro de magnesio al extracto anterior de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)
obtenido mediante extraccion a 20 °C durante 60 minutos hasta una concentracion final de 0,05mol/ll. A
continuacion, la solucién resultante se cargdé en las camaras de desalacion de un electrodializador (membrana
electrodialitica: AC220-50; nombre del producto: Micro Acilyzer-S-3; fabricante del equipo: ASTOM Corporation),
mientras se cargaba una cantidad de agua equivalente a un 17 % del extracto de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) en las camaras de concentracion; a continuacion, se llevé a cabo un tratamiento de electrodialisis hasta
que la conductividad eléctrica en las camaras de desalacion alcanzé el equilibrio (especificamente, hasta que la
conductividad eléctrica alcanzé 2 milisiemens por centimetro (mS/cm) y se recogié un concentrado . Ademas, el
concentrado se concentré 5 veces con un evaporador, obteniéndose asi la Esencia de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) 1. que presentaba un Brix de 12.

Ejemplo 1
Produccién de un producto de cultivo (1)

Se utilizé una solucion de leche desnatada en polvo al 10 % como medio base, se afiadié un 0,2 % de Esencia de
Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1 preparada en el Ejemplo de Produccion 1 al medio base y el medio
resultante se sometié a esterilizacién térmica a 100 °C durante 15 minutos, preparando con ello un medio de cultivo.
Se inoculé un 0,1 % de un iniciador de Lactobacillus casei (YIT9029) a medio de cultivo (recuento inicial de
bacterias: 1,5 x 108 ufc/ml). El medio de cultivo inoculado se incub6 a 37 °C durante 24 horas, y después se enfrid
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por debajo de 10 °C, obteniéndose asi un producto de cultivo. Ademas, para comparacion, en lugar de la Esencia de
Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1, se afiadio un 0,2 % del extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)
al medio base, obteniendo de este modo otro medio de cultivo, y se obtuvo otro producto de cultivo de la misma
manera con este otro medio de cultivo.

Los valores de pH de los productos de cultivo se midieron con un medidor de pH (HORIBA F-52) y los recuentos de
bacterias lacticas se midieron con medios de cultivo BCP (fabricados por EIKEN CHEMICAL CO., LTD). También se
midio la acidez de los productos de cultivo (un titulo obtenido tomando 9 g del producto de cultivo y titulando acidos
organicos con una solucién de hidroxido sédico 0,1 N hasta que el pH alcanzé 8,5; unidad: ml). Ademas, un panel de
tres expertos evalué los sabores de los productos lacteos resultantes basandose en los criterios de evaluacion
descritos a continuacion y los resultados se muestran en la Tabla 1.

<Criterios de evaluacién sobre sabores>

Puntuacion Contenido
5 : No se percibié ningun amargor.
4 Se percibié poco amargor.
3 Se percibié un ligero amargor.
2 Se percibi6 el amargor.
1 Se percibié un fuerte amargor.
[Tabla 1]
Valores de pH de | Acidez de los |Recuento de células viables de
Aditivos los productos de productos de los productos de cultivo Sabor
cultivo cultivo (ufc/ml)
Ninguno 5,40 3,7 8,3 x 10° 5
Extracto de Rubus
suavissimus S. Lee 4,42 8,0 6,6 x 10° 2
(Rosaceae)
Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee 4,40 8,1 6,3 x 10° 5
(Rosaceae) 1

Como se desprende de la Tabla 1, se reconocié que los productos lacteos a los que se habia afiadido el extracto de
Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) o Esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1 presentaban valores
de pH inferiores, en comparacién con el producto lacteo derivado del medio base solo, y que se podian obtener
recuentos de células viables mas altos en los productos lacteos a los que se habia afiadido el extracto de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae) o Esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1. Adicionalmente, se
reconocié que el producto lacteo obtenido utilizando Esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1 tenia un
sabor muy bueno, mientras que tenia un valor de pH y un recuento de células viables casi equivalentes a los del
producto lacteo obtenido utilizando el extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae).

Ejemplo de produccion 2

Produccién de una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) (2)

Las Esencias de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 2 a 5 se produjeron de la misma manera que el Ejemplo de
Produccion 1, excepto que se usaron las mismas cantidades de cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de
calcio y citrato tripotasico, respectivamente, en lugar de hexahidrato de cloruro de magnesio.

Ejemplo 2

Produccion de productos de cultivo (2)

Los productos de cultivo (recuentos iniciales de bacterias: 1,5 x 10° ufc/ml) se obtuvieron de la misma manera que
en el Ejemplo1 excepto que se usaron las mismas cantidades de Esencias de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) 2 a 5 en lugar de Esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1. Con respecto a estos productos

de cultivo, los valores de pH, la acidez y los recuentos de células viables se midieron y los sabores se evaluaron de
la misma manera que en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 2.
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[Tabla 2]
. - Valores de pH de | Acidez de los Recgento de células
- Sal inorganica o viables de los
Aditivos . los productos de | productos de . Sabor
sal organica . . productos de cultivo
cultivo cultivo
(ufc/ml)
Ninguno Ninguno 5,40 3,7 8,3x 10° 5
Esencia de Rubus Cloruro de
suavissimus S. Lee . 4,40 8,1 6,3 x 10° 5
magnesio
(Rosaceae) 1
Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee | Cloruro de sodio 5,23 3,9 1,2x 10° 4
(Rosaceae) 2
Esencia de Rubus Cloruro de
suavissimus S. Lee . 5,09 4.2 2,1x 10° 5
potasio
(Rosaceae) 3
Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee | Cloruro de calcio 4,88 6,0 5,4 x 10° 4
(Rosaceae) 4
Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee | Citrato tripotasico 5,39 3,7 9,1x 108 5
(Rosaceae) 5

Como se desprende de la Tabla 2, se reconocié que la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) obtenida
por adicion de cloruro de magnesio fue superior en cuanto al efecto promotor del crecimiento en comparaciéon con
las esencias de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) obtenidas por adicion de otras sales. Ademas, soélo se
reconocié un pequeno efecto promotor del crecimiento en el citrato tripotasico, que es una sal organica.

Ejemplo de produccion 3
Produccién de una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) (3)

Las Esencias de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 6 a 10 se produjeron de la misma manera que en el Ejemplo
de Produccion 1, excepto que se usaron 0,01, 0,02, 0,1, 0,2 y 0,5 mol/l, respectivamente, de cloruro de magnesio en
lugar de 0,05 mol/l de cloruro de magnesio.

Ejemplo 3
Produccion de productos de cultivo (3)

Los productos de cultivo (recuentos iniciales de bacterias: 1,5 x 10° ufc/ml) se obtuvieron de la misma manera que
en el Ejemplo1 excepto que se usaron las mismas cantidades de Esencias de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) 6 a 10 producidas en el Ejemplo de Produccion 3 en lugar de Esencia de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) 1. Con respecto a estos productos de cultivo, los valores de pH, la acidez y los recuentos de células
viables se midieron y los sabores se evaluaron de la misma manera que en el Ejemplo 1. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

[Tabla 3]
Cantidades de | Valores de pH . Recuento de células
Acidez de los -
o cloruro de de los viables de los
Aditivos . productos de . Sabor
magnesio productos de . productos de cultivo
i . cultivo
afadidas (mol/l) cultivo (ufc/ml)
Ninguno 0 5,40 3,7 8,3 x 10° 5
Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee 0,01 5,04 4.4 2,2 x 10° 5
(Rosaceae) 6
Esencia de Rubus 0,02 4,72 6,8 5,7 x 10° 5
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suavissimus S. Lee
(Rosaceae) 7

Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee
(Rosaceae) 1

0,05 4,40 8,1 6,3 x10° 5

Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee 0,1 4,31 8,5
(Rosaceae) 8

6,6 x 10° 5

Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee 0,2
(Rosaceae) 9

4,30 8,5 7,0x10° 5

Esencia de Rubus
suavissimus S. Lee 0,5
(Rosaceae) 10

4,30 8,6 6,4 x 10° 4

Como se desprende de la Tabla 3, se reconocié que el uso de esencias de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)
que eran concentrados obtenidos por electrodialisis de extractos de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) a los que
se habia afiadido cloruro de magnesio, particularmente esencias de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) a las que
se habia afiadido un 0,02 % o mas de cloruro de magnesio, tendian a producir efectos promotores del crecimiento
significativos frente a bacterias lacticas. Ademas, se reconocioé que, incluso cuando se afiadio cloruro de magnesio al
extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae), el sabor no resulté afectado, siempre y cuando la cantidad de
cloruro de magnesio fuera de un 0,2 % o menos.

Ejemplo 4
Produccioén de productos de cultivo (4)

Los productos de cultivo (recuentos iniciales de bacterias: 1,5 x 10° ufc/ml) se obtuvieron de la misma manera que
en el Ejemplo 1 excepto que la cantidad de Esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1 afiadida se cambid
aun 0,01 %, 0,02 %, 0,05 %, 0,1 % y 0,5 %, respectivamente. Con respecto a estos productos de cultivo, los valores
de pH, la acidez y los recuentos de células viables se midieron y los sabores se evaluaron de la misma manera que
en el Ejemplo 2. Los resultados se muestran en la Tabla 4. El medio de cultivo 5 de la Tabla 4 es idéntico al medio
de cultivo del Ejemplo 1 al que se afiadié Esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1.

[Tabla 4]
Cantidades de Esencia de Valores de pH Acidez de los Recgento de celulas
" S de los viables de los
Aditivos Rubus suavissimus S. Lee productos de . Sabor
(Rosaceae) 1 anadidas (%) productos de cultivo productos de cultivo
cultivo (ufc/ml)

Medio base 0 5,40 3,7 8,3 x 108 5
Medio de 0,01 475 6.2 4,9 x10° 5
cultivo 1
Medio de 0,02 445 7.8 6,0 x 10° 5
cultivo 2
Medio de 0,05 4,40 8,0 5,8 x 10° 5
cultivo 3
Medio de 0,1 439 8,1 6.4 x 10° 5
cultivo 4
Medio de 0,2 4,40 8,1 6,3 x 10° 5
cultivo 5
Medio de 0.5 4,40 8,2 6,9 x 10° 4
cultivo 6

Como se desprende de la Tabla 4, se reconocié que los efectos promotores del crecimiento frente a bacterias
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lacticas se proporcionaron mediante la adicion de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae), mientras
que los sabores de los productos lacteos resultaron poco afectados. En particular, se revelé que se obtuvieron
mayores recuentos de células viables y mejores sabores por adicion de un 0,02 % a un 0,2 % de la esencia de
Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae).

Ejemplo 5
Produccion de productos de cultivo (5)

Utilizando Lactobacillus casei (YIT9029) o Lactobacillus gasseri (YIT0192) como la bacteria lactica y utilizando el
medio base y el medio de cultivo (medio de cultivo 5) que contiene un 0,2 % de la esen0|a de Rubus suavissimus S.
Lee (Rosaceae) se obtuvieron productos de cultivo (recuento inicial de bacterias: 1,5 x 10° ufc/ml para Lactobacillus
casei 'y 4,5 x 10° ufc/ml para Lactobacillus gasseri) de la misma manera que en el Ejemplo 1. Con respecto a estos
productos de cultivo, los valores de pH, la acidez y los recuentos de células viables se midieron y los sabores se
evaluaron de la misma manera que en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

[Tabla 5]
Medio base Medio de cultivo 5

Recuento de células viables Recuento de células viables
Acidez pH de los productos de cultivo Acidez pH de los productos de cultivo

(ufc/ml) (ufc/ml)

Lactobacillus | 5, | 549 8.3 x 10° 8,1 4,40 6,3 x 10°

casei
Lactobacillus 2,6 573 4,3x10" 3,8 5,34 2,4x10°
gasseri

Como se desprende de la Tabla 5, se reconocié que se proporcioné un efecto promotor del crecimiento también
frente a una bacteria lactica tal como Lactobacillus gasseri, que no crecid bien en el medio base, mediante la adicion
de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae).

Ejemplo 6
Produccién de un producto de cultivo (6)

Se utilizé una solucién de leche desnatada en polvo al 15 % que contenia un 4 % de glucosa y un 3 % de fructosa
como medio base, se afiadié un 0,2 % de Esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) 1 preparada en el
Ejemplo de Produccién 1 y el medio se sometid a una esterilizacion por calor a 100 °C durante 60 minutos,
preparando con ello un medio de cultivo. Se inoculd un 0,5% de un iniciador de Lactobacillus casei (YIT9029) a
medio de cultivo (recuento inicial de bacterias: 7,6 x 10" ufc/ml). EI medio de cultivo inoculado se incubé a 37 °C
hasta que el pH alcanzé 3,7, y después se enfrié por debajo de 10 °C, obteniéndose asi un producto de cultivo. Con
respecto a los productos de cultivo, el tiempo requerido para el cultivo y el recuento de células viables en el producto
de cultivo se midieron de la misma manera que en el Ejemplo 1. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

[Tabla 6]
Aditivo Tiempo rgquerldo para el |Recuentode celulas.wables en | gsabor
cultivo (horas) los productos de cultivo (ufc/ml)
Ninguno 90 3,2 x10° 5
Esencia de Rubus suavissimus S. Lee 61 6.2 x 10° 5
(Rosaceae) 1

Como se desprende de la Tabla 6, el tiempo requerido para el cultivo de Lactobacillus casei se podria reducir a dos
tercios afiadiendo la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) al medio de cultivo.

Ejemplo 7

Produccién de una bebida con bacterias lacticas:

Una solucion acuosa que contenia un 30 % de jarabe de azucar de glucosa-fructosa, un 25 % de jarabe de almidon
hidrogenado, un 0,3 % de vitamina C, un 0,3 % de polisacaridos de soja y un 0,03 % de sucralosa se esteriliz6 a

100 °C durante 10 minutos, se anadieron 75 partes en peso de la solucién acuosa esterilizada a 25 partes en peso
de una mezcla obtenida por homogeneizacion del producto de cultivo producido en el Ejemplo 6 a 15 MPa y, a
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continuacion, se afiadié a la mezcla un 0,1 % de un sabor a yogur (fabricado por Kabushiki Kaisha Yakult Material),
produciendo de este modo una bebida con bacterias lacticas. La bebida con bacterias lacticas se envasé en un
recipiente de poliestireno de 65 ml. Con respecto a la bebida con bacterias lacticas obtenida, de la misma manera
que en el Ejemplo 1, se midi6 el recuento de células viables y se evalud el sabor inmediatamente después de la
produccion (inmediatamente después del envasado) y después de 21 dias de almacenamiento a 10 °C. Los
resultados se muestran en la Tabla7. Adicionalmente, la tasa de supervivencia después de 21 dias de
almacenamiento de la bebida con bacterias lacticas a 10 °C se calcul6 mediante la siguiente formula.

[Tabla 7]
Inmediatamente después del Después de 21 dias de
envasado almacenamiento a 10 °C Tasa de

Aditivo Recuentos de Recuentos de supervivencia

células viables Sabor células viables Sabor (%)

(ufc/ml) (ufc/ml)
Ninguno 7,9 x 10° 5 3,4x10° 5 43
Esencia de Rubus suavissimus S. 16 x 10° 5 1.0 x 10° 5 62.5
Lee (Rosaceae) 1

[Férmula matematica 1]

Tasa de supervivencia (%) = recuento de células viables después de 21 dias de almacenamiento a 10 °C / recuento
de células viables inmediatamente después del envasado x 100

Como se desprende de la Tabla 7, se observéd que, con respecto a la bebida con bacterias lacticas preparada con el
medio de cultivo que contiene la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae), la reduccion en el recuento de
células viables después del almacenamiento se suprimié en comparaciéon con la bebida con bacterias lacticas
preparada con el medio de cultivo que no contenia la esencia.

Aplicabilidad industrial

El producto de cultivo de bacterias lacticas de la presente invencién se puede usar para producir productos lacteos
fermentados y similares que son utiles para mejorar la salud.

11
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REIVINDICACIONES

1. Un producto de cultivo de bacterias lacticas que se obtiene cultivando una bacteria lactica en un medio de cultivo,
en el que el medio de cultivo comprende una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que es un
concentrado obtenido mediante electrodialisis de una mezcla obtenida por adicion de una sal inorganica a un
extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que se ha obtenido mediante extraccion acida, donde las
bacterias lacticas son bacterias anaerobias facultativas, y donde la sal inorganica es al menos una seleccionada
entre una sal de potasio, una sal de sodio, una sal de calcio y una sal de magnesio.

2. El producto de cultivo de bacterias lacticas segun la reivindicacion 1, donde la sal inorganica es una sal de
magnesio.

3. El producto de cultivo de bacterias lacticas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde la cantidad
de la sal inorganica afiadida a la misma es de 0,02 a 0,2 mol/l.

4. Un producto lacteo fermentado, que comprende el producto de cultivo de bacterias lacticas segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Un procedimiento para preparar un producto lacteo fermentado que comprende mezclar el producto de cultivo de
bacterias lacticas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 con materiales auxiliares.

6. Un procedimiento para producir un producto de cultivo de bacterias lacticas, donde el procedimiento comprende:

mezclar una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) en un medio de cultivo en una etapa arbitraria en la
produccion del producto de cultivo de bacterias lacticas que se obtiene cultivando una bacteria lactica en el medio de
cultivo, en el que la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) es un concentrado obtenido mediante
electrodialisis de una mezcla obtenida por adicion de una sal inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) que se ha obtenido mediante extraccion acida, donde las bacterias lacticas son bacterias anaerobias
facultativas, y donde la sal inorganica es al menos una seleccionada entre una sal de potasio, una sal de sodio, una
sal de calcio y una sal de magnesio.

7. Un procedimiento para promover el crecimiento de una bacteria lactica, donde el procedimiento comprende:

mezclar una esencia de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) en un medio de cultivo, donde la esencia de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae) es un concentrado obtenido mediante electrodidlisis de una mezcla obtenida por
adicion de una sal inorganica a un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) que se ha obtenido mediante
extraccion acida, y cultivo de la bacteria lactica en el medio de cultivo, donde las bacterias lacticas son bacterias
anaerobias facultativas, y donde la sal inorganica es al menos una seleccionada entre una sal de potasio, una sal de
sodio, una sal de calcio y una sal de magnesio.

12



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

