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DESCRIPCION
Proceso de producciéon de fermento de lactato
Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere a los procesos de fermentacién. Mas en particular, se proporciona un
método mejorado para la produccion de fermentos de acido lactico.

Antecedentes de la invencion

[0002] Para prevenir la descomposicion y el deterioro de la calidad de productos alimenticios, comunmente se
afiaden conservantes. Durante décadas, los conservantes de alimentos sintetizados quimicamente han sido la
opcién principal para conseguir este objetivo. Mas recientemente, se han incrementado las cuestiones de
seguridad respecto a estos conservantes de alimentos sintetizados quimicamente. Desde entonces, ha habido
un interés creciente en sustancias antimicrobianas derivadas de alimentos tradicionales.

[0003] Las bacterias acido lacticas son microorganismos utiles, que han sido utilizados tradicionalmente en la
produccién de varios productos alimenticios fermentados. La fermentaciéon de acido lactico produce la inhibicion
del crecimiento de otras bacterias contaminantes. Reduciendo el pH de los sistemas de producciéon de acido
lactico por fermentacion de acido lactico, la descomposicion y el deterioro de la calidad de tales productos
alimenticios puede evitarse y/o reducirse. Adicionalmente, se ha determinado que algunas sustancias
antimicrobianas adicionales, tales como las bacteriocinas, son producidas por algunas bacterias acido lacticas.
Estas bacteriocinas pertenecen al grupo de los lantibiéticos (bacteriocinas de clase I) y tienen una larga historia
como conservantes alimenticios.

[0004] Cada vez es mas comun usar fermentos que contengan acido lactico producidos por dichas cepas a modo
de agentes conservantes en todo tipo de productos alimenticios.

[0005] Los fermentos de acido lactico no se producen normalmente en la misma planta donde se aplican para
producir los productos alimenticios finales. En la mayoria de los casos, los fermentos se fabrican en una planta
para ser usados, normalmente algun tiempo después, en otra planta en la produccion del producto alimenticio.
Los productos de fermentacion, por lo tanto, frecuentemente necesitan ser procesados para crear formulaciones
que se puedan almacenar durante un tiempo sin que pierdan calidad y/o actividad, que se puedan transportar
eficazmente y que sean faciles de manejar y dosificar en la produccion de productos alimenticios. Por cuestiones
econdmicas, frecuentemente, es conveniente ofrecer estos productos en forma concentrada. Tales
formulaciones pueden ser apropiadas en formulaciones liquidas, semiliquidas o sélidas, cada tipo de formulacién
tiene sus ventajas y desventajas especificas. La eleccién mas preferible normalmente variara dependiendo de si
se trata de un uso o de otro.

[0006] Las posibilidades de producir formulaciones liquidas, semiliquidas y/o sélidas estables y faciles de utilizar
de fermentos, estan determinadas en gran parte por el comportamiento termodinamico de la(s) sal(es) de acido
lactico, que constituyen la mayor parte del fermento. Este comportamiento termodinamico establece en la
mayoria de los casos las condiciones requeridas para el procesamiento subsiguiente en el tipo de formulacién
elegido.

[0007] Por ultimo, pero no por ello menos importante, los requisitos reguladores organolépticos, dietéticos y
alimenticios establecen de forma adicional limitaciones a la fermentacion, las etapas de procesamiento
posteriores y los tipos y cantidades de las sustancias que deben usarse en esta.

[0008] J.S. VAN'T HUL ET AL: "Neutralization/recovery of lactic acid from Lactococcus lactis: effects on biomass,
lactic acid, and nisin production", WORLD JOURNAL OF MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, vol. 13, no.
5, 1997, paginas 527-532, XP055071927, ISSN: 0959-3993, DOI: 10.1023/A:1018509207939 hace referencia a
un estudio de los efectos de la neutralizacién de acido lactico en la produccion de biomasa, de acido lactico y de
nisina durante la fermentaciéon de bacterias acido lacticas (BAL) productoras de nisina. Este indica que es
necesaria la regulacion de pH para conseguir una alta poblacién de células, produccion de acido lactico y
titulacion de nisina. Generalmente, el control de pH se ha llevado a cabo mediante la adicion de alcali para
formar sal acida. Mediante pruebas de lote alimentado se comparé la eficacia de NaOH, NH4 OH y NH4 CO3
como agentes neutralizantes. El medio de fermentacion empleado contenia vinaza fina (que comprende aprox.
un 20 % de proteina cruda) y el fermentador se empled a pH 6.5, 30 °C. Los cultivos se incubaron de 10 a 12
horas a 30 °C antes de usarse como in6culo fermentador. En general, NH4 OH funcioné significativamente mejor
que NaOH o NH4 CO3 como agente neutralizante. El hecho de que este suministré una fuente adicional de
nitrégeno hizo que se considerase el responsable del aumento del crecimiento celular, la produccién de nisina y
acido lactico observada en el medio basado en vinaza.
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[0009] DE VUYST L, VANDAMME E J: "Nisin, A Lantibiotic Produced by Lactococcus Lactis Subsp. Lactis:
Properties, Biosynthesis, Fermentation and Applications"In: DE VUYST L, VANDAMME E J: "Bacteriocins of
Lactic Acid Bacteria", 1994, Chapman Hall, XP008163106, paginas 151-221 es el capitulo de un manual que
trata de las propiedades, biosintesis, fermentacion y aplicaciones de la nisina. Divulga que una fermentacion con
L. lactis de un medio basado en glucosa, autolisado de levadura, hidrogeno-fosfato de potasio, sulfato de
magnesio y cloruro sodico tuvo como resultado contenidos de nisina de 1000 IU/ml. La adiciéon de cuatro
aminoacidos (como fuente de nitrégeno) a un medio minimo aumentoé significativamente la produccién de nisina.
Las condiciones de fermentacion normalmente incluyen la incubacion a 28-30 °C durante 12-24 horas y el control
de pH en un rango de 5.0-6.8. La nisina se describi6 como adecuada para la conservacién de productos
alimenticios.

[0010] PEREZ-GUERRA N ET AL: "Production of bacteriocins from Lactococcuslactis subsp. lactis CECT 539
and Pediococcus acidilactici NRRL B-5627 using mussel-processing wastes",BIOTECHNOLOGY AND APPLIED
BIOCHEMISTRY, vol. 36, no. 2, 2002, paginas 119-125, XP002699033 se refiere a un estudio de la produccion
de bacteriocinas de L. lactis CECT 539 usando desperdicios del procesamiento de mejillones. Las cepas
crecieron en caldo MRS, los cultivos de trabajo fueron subcultivados dos veces en cultivos liquidos en el mismo
medio a 30 °C antes de usarse. El medio hidrolizado contenia 0.65 g/l de nitrégeno. Se consiguio un aumento de
produccion de nisina en medios tamponados con 0.10 M de hidrogenoftalato de potasio /NaOH. El crecimiento
maximo de L. Lactis se obtuvo después de 15 horas de incubacion. La sintesis de nisina cesé cuando el pH del
medio disminuy6 hasta menos de 4.

[0011] KALRA M S, DUDANI A T: "Effect of calcium carbonate on nisin production in a milk culture", INDIAN
JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, vol. 261-15, 1973, paginas 146-148, XP008163503, divulga los resultados de
un estudio sobre el efecto del carbonato calcico en la produccién de nisina en un cultivo de leche. Se usaron tres
niveles de CaCOg3, es decir, 1.0, 2.0 y 3.0 % y su adicion permitié la neutralizacion del acido lactico producido en
el medio, que tuvo como resultado un pequefio cambio de pH durante la incubacién, presentado con valores de
aproximadamente 5.5. De esta forma se puede incrementar la produccion de nisina.

[0012] En resumen, los fabricantes de fermentos que contienen acido lactico se topan con cantidad de desafios
tecnoldgicos interrelacionados para optimizar el proceso y satisfacer las necesidades y requisitos impuestos por
los usos (finales) especificos del producto, particularmente con respecto al indice de produccion y rendimiento,
estabilizacion de la actividad, y el procesamiento en formulaciones estables y faciles de utilizar. Se entiende que
mantener los costes de fabricacién a un nivel aceptable siempre es un factor del disefio del proceso.

[0013] El objeto de la invencién es proporcionar métodos para producir fermentos que contengan acido lactico y
formular tales fermentos en conservantes. En particular, es objeto de la presente invenciéon proporcionar
procesos mejorados para producir tales fermentos mediante cultivo (por lote) simple y eficaz que permita
convertir los procesamientos subsiguientes simples bien en un producto liquido, semiliquido o en polvo seco, que
contenga una estabilidad suficiente, buenas propiedades de manipulacion y propiedades organolépticas
satisfactorias.

Resumen de la invencion

[0014] La presente invencion proporciona un proceso de produccion de fermento que contiene acido lactico y que
comprende las siguientes etapas:
a) proporcionar un medio nutritivo que comprenda una solucion de un sustrato fermentable y una fuente de
nitrégeno en un medio acuoso;
b) inocular dicho medio nutritivo con un microorganismo que produce acido lactico, preferiblemente una
bacteria acido lactica; e
c) incubar el medio nutritivo inoculado bajo condiciones favorables para el crecimiento y/o actividad
metabdlica de dicho microorganismo que produce acido lactico durante un periodo suficiente para
producir un caldo de fermentacion que contenga un minimo de 20 g/l de equivalentes de lactato,
durante dicho periodo se controla el pH del caldo de fermentacién por adicion de uno o mas agentes
alcalinizantes que comprenden sales de sodio alcalino y de calcio alcalino, donde la proporcién Na:Ca
(p/p) de las sales adicionadas se sitta en el rango de 1/6 - 1/1, preferiblemente en el rango de 1/6 - 1/2.

[0015] En una forma de realizacién ventajosa de la invencion, el medio nutritivo comprende una base lactea,
preferiblemente de suero de leche.

[0016] En una forma de realizacion ventajosa de la invencion, el medio nutritivo se inocula con un medio de
inoculacion que comprende microorganismos activados que producen acido lactico.

[0017] En una forma de realizacion ventajosa de la invencion, el proceso comprende la etapa adicional d1) de
acidificacion del caldo de fermentaciéon por la adicién de un acido, preferiblemente un acido lactico, en una
cantidad suficiente para reducir el pH del caldo de fermentacién por debajo de 4.8.
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[0018] En una forma de realizacion ventajosa de la invencion, el proceso comprende la etapa adicional d2) de
inactivacion de microorganismos que producen acido lactico sometiendo el caldo de fermentacién a una
temperatura de al menos 40 °C durante un periodo de al menos 10 minutos.

[0019] En una forma de realizacion ventajosa de la invencion, el proceso comprende la etapa adicional e) de
concentrar el fermento obtenido en la etapa c) o d) hasta obtener un contenido de sustancia seca de al menos un
30 % en peso, preferiblemente en el rango de 30-50 % en peso, por evaporacion.

[0020] En una forma de realizacion ventajosa de la invencién, el proceso comprende la etapa adicional f) de
enfriamiento del concentrado obtenido en la etapa e) a una temperatura por debajo de 40 °C.

[0021] En una forma de realizaciéon ventajosa de la invencion, el proceso comprende la etapa adicional e') de
secado por atomizacidon del fermento obtenido en la etapa c) o d) para producir un polvo suelto.

[0022] La presente invencion también proporciona los fermentos y productos fermentados obtenibles por el
método descrito anteriormente y sus varias aplicaciones como conservante.

[0023] Estos y otros aspectos y formas de realizacién de la invencion seran evidentes para los expertos en la
técnica basandose en la siguiente descripcion detallada y en el trabajo experimental descrito en la seccion
posterior.

Descripcion detallada de la invencion

[0024] Como se indica aqui, la primera etapa a) del proceso comprende la preparacion de un medio nutritivo. En
este documento, el término "medio nutritivo" se utiliza para hacer referencia al medio en la forma original
preparado para la fermentacion. El medio nutritivo suministra los sustratos y los nutrientes que el microorganismo
que produce acido lactico necesita para crecer y producir los distintos productos de fermentacion. El medio
nutritivo es normalmente un medio acuoso que comprende un sustrato fermentable, una fuente de nitrogeno y
micronutrientes, donde el microorganismo que produce acido lactico puede crecer y reproducirse. En principio,
cualquier combinacién de una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y micronutrientes se puede utilizar
siempre que esta promueva el crecimiento del microorganismo que produce acido lactico.

[0025] EI término “caldo de fermentacion” se utiliza en este caso para referirse al medio nutritivo después de la
inoculacion con el microorganismo que produce acido lactico. Asi, en el sentido estricto, se pueden distinguir
diferentes tipos de "caldos de fermentacion" basandonos en la etapa en la que la fermentacion ha progresado: (i)
medios nutritivos en la forma proporcionada originalmente que incluyen microorganismos directamente después
de la inoculacion; (ii) medios nutritivos en proceso de fermentacién donde alguno o la mayor parte de los
nutrientes originalmente proporcionados ya ha sido consumido y productos de fermentacién incluyendo lactato
que han sido excretados en los medios por los microorganismos; y, (iii) medios que han sido sacados del
fermentador después de que parte de los nutrientes o todos los nutrientes hayan sido consumidos.

[0026] Como se utiliza en este caso, el término "sustrato fermentable" se refiere a la fuente de carbono que se
convierte en otro compuesto por la accion metabdlica de microorganismos que producen acido lactico. Como
fuente de carbono pueden usarse los mono-, di-, tri-, oligo- y polisacaridos, en particular, aztcares tales como
glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa y lactosa y/o (hidrolizados) de almidon.

[0027] Preferiblemente, en esta invencién, el sustrato es el carbohidrato seleccionado del grupo que consiste en
lactosa, sacarosa y glucosa, de la forma mas preferible, lactosa.

[0028] Estos carbohidratos pueden derivar de una variedad de fuentes, tales como productos lacteos productos
derivados de plantas, frutas o vegetales, por ejemplo, melaza, fruta o jugos vegetales, fruta o pulpa vegetal, etc.
La invencién se puede practicar utilizando uno o mas carbohidratos en forma parcial o sustancialmente
purificada. Alternativamente, la invenciéon puede practicarse utilizando una materia prima que contenga uno o
mas carbohidratos.

[0029] EI medio nutritivo contiene normalmente al menos 1 g/l, mas preferiblemente 5-300 g/l, de la forma mas
preferible 10-80 g/I, del carbohidrato.

[0030] Ejemplos adecuados de fuentes de nitrogeno incluyen proteina derivada de plantas, tal como proteina de
soja y proteina de guisante, proteina de productos lacteos, levadura o extracto de levadura, extracto de carne,
varios tipos de hongos de fermentacién, al igual que hidrolizados de cualquiera de las proteinas mencionadas
anteriormente. Se prefiere que la fuente de nitrdgeno comprenda aminoacidos libres y/o péptidos cortos. Se
pueden preparar fuentes de nitrdgeno adecuadas hidrolizando una fuente de proteina. En una forma de
realizacién de la invencion, la fuente de nitrégeno se selecciona del grupo consistente en proteina de guisante,
extractos de levadura e hidrolizados de proteinas de productos lacteos, mas preferiblemente extractos de
levadura e hidrolizados de proteinas de productos lacteos, especialmente hidrolizado de caseina.
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[0031] El medio nutritivo contiene normalmente al menos 0.1 g/l, mas preferiblemente 0.2-50 g/l, de la forma mas
preferible 0.5-20 g/l de la fuente de nitrégeno. Estas cantidades se refieren al peso total de los sélidos secos del
material adicionado como la fuente de nitrégeno por litro de medio nutritivo, como entenderan los expertos en la
técnica. Por lo tanto, el medio nutritivo contiene normalmente al menos 0.1 g/l, mas preferiblemente 0.2-50 g/l, de
la forma mas preferible 0.5-20 g/l de proteinas, péptidos y/o aminoacidos libres.

[0032] En alguna forma de realizaciéon de la invencién, el medio nutritivo comprende otros micronutrientes que
favorecen la accién metabdlica de crecimiento del microorganismo que producen acido lactico, tales como
vitaminas, minerales, cofactores y/o otros oligoelementos. Los micronutrientes se usan generalmente en un
indice de al menos 0.01 % (p/v), preferiblemente un indice de entre 0.1 y 2 % (p/v) en el medio nutritivo.
Normalmente, las fuentes de carbohidrato y/o fuentes de nitrogeno que se pueden utilizar conforme a la
invencion contienen intrinsecamente micronutrientes.

[0033] Una forma de realizaciéon particularmente preferida de la invencion se refiere a la fermentacién de un
producto lacteo. Como se utiliza en este caso, el término "lacteo" se refiere a la leche entera (animal),
componentes de la leche al igual que productos derivados de leche, tal como suero de leche, permeato de suero
de leche, permeato de leche, yogur y quark y productos derivados de la preparacion de yogur y quark. En
algunas formas de realizacion preferidas, por volumen, el componente principal del medio nutritivo es el producto
lacteo. En algunas formas de realizacion, el medio nutritivo comprende al menos el 80 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 99 %, o al menos el 99.9 % del volumen de leche, por ejemplo, un producto
seleccionado de leche entera, leche cruda, leche desnatada, leche reconstituida, leche condensada, leche
rehidratada y similar. En alguna forma de realizacién, el medio nutritivo comprende al menos el 80 %, al menos
el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99 %, o al menos el 99.9 % del peso de los sélidos secos de sdlidos de
leche, por ejemplo, sélidos de leche entera, sélidos de leche cruda, solidos de leche desnatada, suero de leche y
similares. En una forma de realizacion particularmente preferida, dicho sélido de leche es suero de leche.

[0034] Otra forma de realizacidn preferida de la invencion se refiere a la fermentacién de un producto derivado de
fruta o vegetales, tal como zumos, pastas o pulpa derivados de fruta o vegetales. En algunas formas de
realizacion preferidas, por volumen, el componente principal del medio nutritivo es el producto derivado de fruta o
vegetales. Ejemplos adecuados incluyen tomate, zanahoria, espinacas, melaza, etc. En una forma de realizacion
particularmente preferida de la invencion, el producto derivado de fruta o vegetales es un zumo obtenido por
compresion mecanica o macerando la fruta cruda o vegetal. En algunas formas de realizacion, el producto
derivado de fruta o vegetales comprende al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99
%, o al menos el 99.9 % del volumen del medio nutritivo. En algunas formas de realizacion, el medio nutritivo
comprende al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99 % del peso de los soélidos
secos de sdlidos de fruta o vegetales.

[0035] Como se ha indicado aqui, la etapa posterior b) comprende la inoculacién del medio nutritivo con
microorganismo que producen acido lactico.

[0036] En una forma preferida de esta invencién, el microorganismo que produce acido lactico seleccionado del
grupo que consiste en bacterias acido lacticas, mas preferiblemente la bacterias acido lacticas que pertenecen al
orden Lactobacillales, preferiblemente al género Lactococcus. Preferiblemente, la bacterias acido lactica
perteneciente a Lactococcus lactis spp. lactis. También se prevén formas de realizacion donde el
microorganismo que produce acido lactico sea una levadura, tal como Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces marxianus var. lactis, Candida inconspicua, Candida maris, Acetobacter aceti o Acetobacter
rasens; o un hongo como Geotrichum candidum. En las formas de realizacion preferidas, el microorganismo que
producen acido lactico tiene un estado GRAS.

[0037] En algunas formas de realizacion, el caldo de fermentacion comprende una Unica especie de
microorganismos que producen acido lactico, mientras que, en otras formas de realizacién, el caldo de
fermentacion comprende una mezcla de diferentes microorganismos que producen acido lactico.

[0038] En una forma de realizacién, el medio nutritivo se inocula con un caldo de fermentacion que comprende
microorganismos activados que producen acido lactico. El término “activado” se utiliza en este caso para indicar
que la composicion usada para inocular el medio nutritivo comprende microorganismos que producen &acido
lactico en un estado activo metabdlicamente. Cuando los microorganismos se introducen en el medio nutritivo
durante la siembra directa, es decir, en forma de concentrado seco, liquido o congelado, estos no producen su
efecto inmediatamente y requieren tiempo para convertirse en activas. Este “desfase temporal”’, también
denominado "periodo de latencia”, puede implicar el restablecimiento de los microorganismos almacenados en la
forma natural (etapa de rehidratacion de las bacterias), la restauracion de la actividad metabdlica y/o la
adaptacion al nuevo ambiente. Conforme a una forma de realizacion preferida de esta invencion, la inoculacién
del medio nutritivo (produccién) se realiza con un caldo de fermentacién que comprende microorganismos
activados que producen acido lactico, que acortan tipicamente el periodo de latencia, que puede reducir
significativamente en general el tiempo de fermentacion. El uso de microorganismos activados que producen
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acido lactico también puede incrementar el indice de reproduccion durante la etapa exponencial y/o el indice de
acido lactico durante las etapas exponenciales y/o fijas del proceso de fermentacion.

[0039] En una forma de realizacién de la invencién, se utiliza un caldo de fermentacién que comprende
microorganismos activados que producen acido lactico para la inoculacion del medio nutritivo, donde el caldo
comprende mas de 12 g/l de equivalentes de lactato, mas preferiblemente mas de 14 g/l, de la forma mas
preferible mas de 16 g/l. Como se utiliza en este caso, el término "equivalente de lactato" hace referencia al total
del acido lactico libre y de la base conjugada (acido disociado), como entenderan los expertos de la materia. Los
términos "acido lactico" y "acido lactico libre" se emplean aqui de forma intercambiable para referirse a la forma
acida. El término lactato se refiere a la forma disociada del acido lactico. La sal (disuelta) de lactato también se
denomina especificamente en este caso "sal de lactato".

[0040] En una forma de realizacién de la invencion, el caldo de fermentacién que comprende microorganismos
activados que producen acido lactico se usa para la inoculacién del medio nutritivo se prepara incubando los
microorganismos que producen acido lactico en un medio de activacion, que es similar en su composicion al
medio nutritivo de produccién. En una forma de realizacién de la invencion, el medio de activacion tiene la misma
composicion que el medio nutritivo de produccion. En una forma de realizacion particularmente preferida de la
invencion, el medio de activacion esta enriquecido en comparacién con el medio nutritivo de produccion,
preferiblemente uno o mas nutrientes aplicados en el medio nutritivo de produccion se utilizan en cantidades
excesivas en el medio de activacion, lo que normalmente significa que la concentracion es de al menos el 120 %
de la concentracion empleada en el medio nutritivo. Mas preferiblemente, el medio de activacion comprende uno
0 mas de dichos nutrientes en concentraciones de al menos el 130 % de las concentraciones empleadas en el
medio nutritivo de produccién, aun mas preferiblemente al menos el 140 %. En una forma de realizacién
particularmente preferida de la invencion, la fuente de nitrégeno se usa en cantidades excesivas en el medio de
activacion.

[0041] Como entenderan los expertos en la técnica, el caldo de fermentacion que comprende microorganismos
activados que producen acido lactico se puede preparar utilizando un equipo y una metodologia estandar.

[0042] Como se ha indicado aqui, el proceso comprende una etapa c), donde el medio nutritivo inoculado se
incuba para producir un caldo de fermentacién. La produccién de fermentos acido lacticos a escala requiere el
control estricto de las condiciones de fermentacién, en particular del pH. Si no se controla el pH, la formacién de
acido lactico como un producto de la accion metabdlica de los microorganismos que producen acido lactico, el
pH disminuira mientras proceda la fermentacién. Una disminucion de pH por debajo de un valor critico,
dependiendo del microorganismo usado en el proceso, podria afectar negativamente al proceso metabdlico del
microorganismo y finalmente detener el proceso de fermentacion. El valor critico exacto dependera del conjunto
especifico de condiciones de incubacién. En general, es preferible que, durante las etapas de incubacion, el pH
del caldo de fermentacién se mantenga en el rango de 4.5 a 8.0, preferiblemente en el rango de 4.8 a 6.5, mas
preferiblemente en el rango de 5.0-6, por ejemplo 5.5, para evitar la inhibicion de produccién de lactato. Se
considera que la inhibicién del producto de lactato ha ocurrido cuando la cantidad de lactato producida en la
fermentacion (por lote) no aumenta mas de aproximadamente el 3 % con otra incubacion durante un periodo de
hasta aproximadamente doce horas bajo las mismas condiciones. Esta definicion supone que en el caldo de
fermentacion todavia estan disponibles suficientes nutrientes para la produccién de lactato y se aplica tanto a
operaciones por lotes como continuas.

[0043] Tal como se ha mencionado anteriormente, la prevencién de la disminucién de pH por debajo del valor
critico se realiza afiadiendo uno o mas agentes alcalinizantes que comprenden sales alcalinas de sodio y de
calcio. La alcalinizacién, como se utiliza en este caso, hace referencia al efecto de reducir la cantidad de acido
en una solucion para cualquier extension y, por lo tanto, incrementar el valor de pH. No implica un incremento del
pH por encima del pH neutro. Como tal, el término 'alcalinizacién' se considera sinénimo de 'neutralizacién' e
intercambiable con este. El término "sal alcalina" hace referencia a una sal organica o inorganica del respectivo
metal alcalino o metal alcalinotérreo, que reacciona con un acido para aceptar atomos de hidrégeno y/o donar un
par de electrones de valencia, y, como tal, se puede afiadir al caldo de fermentacion para aumentar el pH al valor
deseado. Los ejemplos de las sales alcalinas conforme a la invencion incluyen hidréxidos de sodio y calcio,
carbonatos de sodio y calcio. En una forma de realizacion preferida de la invencion, uno o mas agentes
alcalinizantes comprenden hidréxido sédico e hidréxido calcico.

[0044] En parte, la invencion reside en el hallazgo de que es ventajoso usar tanto sales de sodio como de calcio
como agente alcalinizante y especialmente combinar sales de sodio y de calcio en cantidades dando como
resultado una proporcion Na:Ca (p/p) en el rango de 1/6 - 1/1. En una forma de realizacion mas preferida de la
invencion, una proporcion Na:Ca (p/p) esta en el rango de 1/6 - 1/2, mas preferiblemente en el rango de 1/5.5-
1/2.5, de la forma mas preferible una proporcidon Na:Ca (p/p) en el rango de 1/5-1/3, por ejemplo, 1/4.

[0045] Como entenderan los expertos en la técnica, en el contexto de esta invencion no es fundamental que las

sales de sodio y de calcio se mezclen o no antes de la adicion al fermento. Esta previsto que las sales de sodio y
de calcio se agreguen separadamente al fermento, lo que se puede hacer simultdneamente o posteriormente.
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Sin embargo, por cuestiones practicas se prefiere mezclar previamente las sales de sodio y de calcio, como
entenderan aquellos expertos en la técnica. Por lo tanto, el presente proceso normalmente comprende la adiciéon
de una alcalinizacion que comprende una mezcla de sales alcalinas de sodio y de calcio en cantidades relativas
que producen las proporciones anteriormente mencionadas de iones de sodio y de calcio. En una forma de
realizacién aun mas preferida de la invencion, se afiade un agente alcalinizante en forma de solucién acuosa de
sales alcalinas de sodio y de calcio en cantidades relativas que producen las proporciones anteriormente
nombradas de iones de sodio y de calcio, por ejemplo, una solucion acuosa de 2.5-20 % (p/v) de hidroxido
sédico, preferiblemente 3-10 % (p/v), por ejemplo, aproximadamente 5 % p/v, y 5-40 % (p/v) de hidréxido calcico,
preferiblemente 10-30 % (p/v), por ejemplo, aproximadamente 20 % (p/v).

[0046] También esta previsto que se puedan utilizar otros agentes alcalinizantes conjuntamente con las sales
alcalinas de sodio y de calcio. Por ejemplo, también se puede afadir otros hidroxidos de metales alcalinos o
alcalinotérreos, tal como hidréxido potasico. Normalmente, sélo se utilizan otros agentes alcalinizantes en
cantidades menores. Se prefiere que las sales alcalinas de sodio y de calcio se usen en tales cantidades que al
menos el 75 % de la cantidad total en moles de iones de metales alcalinos y alcalinotérreos afiadidos sea calcio
y sodio, mas preferiblemente al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o al
menos el 97 %.

[0047] Como entenderan los expertos en la técnica, el control del pH normalmente implica la administracion
continua o repetida de agentes alcalinizantes. El proceso esta preferiblemente automatizado para el control
preciso del pH a un valor predeterminado.

[0048] La fermentacion, generalmente, se llevara a cabo a temperaturas empleadas de forma convencional en
los procesos de fermentacién de acido lactico. Normalmente se utilizaran temperaturas en el rango de 20 °C a 40
°C, preferiblemente temperaturas en el rango de 20 °C a 35 °C, tal como aproximadamente 30 °C.

[0049] Bajo las condiciones aqui descritas, las fermentaciones a una escala de produccion se pueden realizar
con una duracién normalmente variable entre 10 y 24 horas, aunque la invencion no esta particularmente
limitada al aspecto. Se prefieren generalmente tiempos de fermentacidn mas cortos, ya que estos reducen
intrinsecamente los riesgos de contaminacion del caldo de fermentacion con otras especies microbioldgicas.

[0050] La incubacion se puede realizar utilizando un equipo estadndar para un procesamiento por lotes y/o
continuo. Normalmente, el proceso se realiza en un fermentador de produccién (estandar) que comprende una
cuba con un volumen de al menos 250 L, al menos 500 L o al menos 1000 L.

[0051] En una forma de realizacion preferida de la invencion, el proceso se realiza por lotes. En el procesamiento
por lotes segun esta invencion, el contenido de lactato del caldo de fermentacion aumentara gradualmente
siempre que se evite la disminucion del pH mediante la adicion de uno o mas agentes alcalinizantes. Aun asi, en
algun momento, se puede conseguir "limitar la concentracién de lactato", que es la concentracion de lactato
(concentracion de acido lactico no disociado y disociado) a la que, bajo un determinado conjunto de condiciones
de incubacién (pH, medio nutritivo, temperatura, grado de aireacion), se inhibe la posterior produccion de lactato.
En otras palabras, el crecimiento y/o produccion de material de lactato puede detenerse debido a la acumulacion
de uno o mas productos de fermentacion, al igual que en respuesta a la disminucion del pH resultante de la
produccién de productos de fermentacion, es decir, la reaccidon de fermentacion tiene un punto de autolimitacion
para el conjunto determinado de condiciones de incubacién. En el presente proceso, segiun una forma de
realizaciéon de la invencién, la etapa de incubacién se detiene normalmente antes del punto donde la
concentracion de equivalentes de lactato alcanza 25 g/L, preferiblemente 24 g/L, mas preferiblemente 23 g/L,
mas preferiblemente 22 g/L. Preferiblemente, se permite proceder a la etapa de incubacion hasta el punto donde
la concentracién de equivalentes de lactato excede 15 g/L, mas preferiblemente 17 g/l, mas preferiblemente 18
g/L, mas preferiblemente 19 g/L, de la forma mas preferible 20 g/I. En una forma de realizacién preferida de esta
invencion, el proceso de fermentacién se detiene por la adicion de una cantidad de acido al caldo de
fermentacion, en particular de acido lactico, suficiente para detener la produccion de lactato. El proceso se
establece por consiguiente tal y como se define en el apartado anterior, donde la etapa c) va seguida de una
etapa d1) que comprende afiadir una cantidad de acido para reducir el pH del caldo fermentado hasta por debajo
de 6, preferiblemente por debajo de 5.5, preferiblemente por debajo de 5, mas preferiblemente por debajo de 4.8,
por ejemplo, de 4.7. En una forma de realizacion particularmente preferida, dicho acido es acido lactico. El acido
lactico normalmente se afiade en forma de liquido concentrado o diluido, tal como en forma de una solucion
acuosa con un contenido de acido lactico de al menos 100 g/l, aunque la invencidon no esta particularmente
limitada en este aspecto.

[0052] Tras la incubacion del medio nutritivo inoculado durante un periodo suficiente para alcanzar los niveles de
lactato deseados, opcionalmente, después de parar la fermentacién por la adicion de un acido, el caldo de
fermentacion se somete normalmente a otro tratamiento cuyo fin es la inactivacién de los microorganismos que
producen acido lactico por tratamiento térmico. Se proporciona por consiguiente un proceso tal y como se ha
definido anteriormente, que comprende la etapa adicional d2) de calentar el caldo de fermentacion obtenido
después de la etapa c) o d1) sometiendo a este a una temperatura de al menos 40 °C, al menos 45 °C, o al
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menos 50 °C, durante un periodo de al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40 o al menos 50 minutos
para inactivar los microorganismos que producen acido lactico.

[0053] El caldo de fermentacion obtenido utilizando la presente invencidén se puede procesar en una formulacion
del producto adecuada sencillamente eliminando el agua, normalmente para obtener una pasta. El lactato estara
presente principalmente como mezcla de sales de sodio y de calcio y los presentes inventores han determinado
que estos fermentos pueden concentrarse idéneamente en contenidos solidos secos de un 30 % en peso o mas
sin el problema de que se cristalicen las sales del producto. Los presentes inventores, ademas, descubrieron que
el procesamiento del fermento para convertirlo en una forma concentrada conforme a esta forma de realizacion,
dio resultados particularmente ventajosos en términos de calidad del producto resultante, especialmente en
cuanto a la estabilidad y/o propiedades organolépticas. Por lo tanto, en una forma de realizacién de la invencion,
se proporciona un proceso como se ha descrito anteriormente, que comprende la etapa adicional e) de
concentrar el fermento obtenido en la etapa c¢), d1) o d2) en una pasta con un contenido en sustancias secas de
al menos el 30 % en peso, preferiblemente en el rango de 30-50 % en peso. Se puede utilizar cualquier proceso
convencional para realizar la etapa e). En una forma de realizacion preferida, la etapa e) se realizada sometiendo
el fermento obtenido en la etapa c), d1) o d2) a un ambiente con temperaturas superiores a las del ambiente,
normalmente a un ambiente de 55-70 °C, y, preferiblemente, de presién reducida, por ejemplo, a una presién de
190-250 mbar. Para realizar esta etapa se pueden usar equipos convencionales, bien conocidos por los expertos
de la materia.

[0054] En una forma de realizacion, siguiendo la etapa e), el liquido concentrado o pasta se enfria rapidamente a
una temperatura inferior a 40 °C, preferiblemente inferior a 30 °C, mas preferiblemente inferior a 20 °C, mas
preferiblemente a una temperatura inferior a 10°C. Los presentes inventores determinaron que esta etapa influye
significativamente en la calidad del producto resultante. Por consiguiente, se proporciona una forma de
realizacién de la invencion que comprende una etapa f) donde el liquido concentrado o la pasta obtenida en la
etapa e) se enfria a una temperatura inferior a 40 °C, preferiblemente inferior a 30 °C, mas preferiblemente
inferior a 20 °C, mas preferiblemente a una temperatura inferior a 10 °C, normalmente por la colocacion de este
en un ambiente de temperatura inferior a la temperatura ambiente durante un periodo suficiente para realizar la
disminuciéon de temperatura anteriormente nombrada. En una forma de realizacion particularmente preferida,
esta etapa comprende la colocacién de la composicion en un equipo de refrigeracion o enfriamiento con una
temperatura inferior a 15 °C, inferior a 10 °C o inferior a 5 °C. Preferiblemente, durante esta etapa, el liquido o
pasta concentrada se agita para evitar la acumulacion de material en partes del equipo.

[0055] Alternativamente, el caldo de fermentacion obtenido utilizando la presente invencién se puede procesar
para convertirlo en un producto de polvo suelto por evaporacion de sustancialmente todo el agua. Tales polvos,
que contienen lactato de calcio (anhidro) en combinacion con lactato de sodio en la mayor parte, combinan una
alta estabilidad con un comportamiento de rehidratacion/disolucion excelente. En particular, los fermentos
obtenidos conforme a la invencién, en este contexto, tienen propiedades superiores en comparacién con los
fermentos que contienen soélo lactato de calcio como la sal de lactato principal.

[0056] Por lo tanto, en una forma de realizacién de la invencion, se proporciona un proceso como se ha descrito
anteriormente, que comprende la etapa adicional e') de someter el fermento obtenido en la etapa c), d1) 0 d2) a
una etapa de secado para producir una composicién en polvo seca con un contenido de agua inferior al 10 % en
peso, preferiblemente inferior al 5 % en peso, mas preferiblemente inferior al 3.5 % en peso. En una forma de
realizacion, la etapa e') comprende el secado por pulverizaciéon del fermento, para producir un producto de polvo
de flujo libre. Preferiblemente, el secado del liquido acuoso comprende el secado por atomizacién del liquido
acuoso. En el presente método, antes del secado por atomizacion, el liquido acuoso se puede concentrar por
evaporacion. Preferiblemente, el liquido acuoso tiene un contenido de sustancia seca de 1-80 % en peso, de la
forma mas preferible de 10-60 % en peso cuando se alimenta en un secado de pulverizacion. Alternativamente,
se puede producir un polvo secando primero el liquido acuoso para producir un residuo seco, por ejemplo,
mediante secado en tambores rotatorios y posteriormente reduciendo el tamafio del residuo seco, por ejemplo,
por trituracion, molienda o corte. En una forma de realizacion de la invencién, un fermento se puede concentrar y
enfriar opcionalmente conforme a las etapas e) y f) como se ha descrito anteriormente, antes de ser sometido a
otra etapa de secado e') para producir una composicién en polvo seca.

[0057] Debido al uso de uno o mas agentes alcalinizantes que comprenden sales alcalinas de sodio y de calcio
en sus relativas cantidades anteriormente nombradas, la presente invencion permite la produccion de fermentos,
incluyendo fermentos a base de productos lacteos que no necesitan ningun proceso de clarificacién u otro tipo de
proceso dirigido a eliminar ciertos componentes (soélidos) del caldo de fermentacién para obtener un producto
conservante aceptable apto para el uso alimentario. Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida de la
presente invencion, se proporciona un proceso tal y como se ha definido aqui anteriormente, donde el caldo de
fermentacion no se somete a una etapa de tratamiento donde la materia sélida disuelta o no disuelta se elimina
del caldo fermentado segun la etapa c), es decir, independientemente de la aplicacion de las etapas opcionales
d), e) y/of).
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[0058] Otro aspecto de la invencién concierne a un producto de fermento de lactato obtenible mediante los
procesos tal y como se ha definido anteriormente. El uso de uno o mas agentes alcalinizantes descritos aqui
logra un producto que contiene lactato principalmente en forma de lactato de sodio y de calcio, que confiere
determinadas propiedades ventajosas a los productos de fermentacion, especialmente con respecto a la
capacidad para procesar tales productos de fermentacion en varios liquidos, formulaciones semiliquidas y
sélidas y/o con respecto a las propiedades organolépticas de estos productos de fermentacion.

[0059] En una forma de realizacion particularmente preferida de la invencion, el producto de fermento de lactato
contiene al menos un 25 % en peso de lactato, basandose en el peso de los sélidos secos, mas preferiblemente,
al menos un 40 % en peso, de la forma mas preferible al menos un 50 % en peso. Como se entendera, este
incluye todos los tipos de lactato, incluyendo acido lactico libre al igual que sales que contienen lactato.

[0060] Normalmente, en el producto de fermento de lactato de la invencion, la parte principal de lactato esta en
forma de sales de sodio y de calcio. Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, se proporciona un
producto de fermento de lactato tal y como se ha definido aqui, que comprende aniones de lactato y cationes de
sodio y de calcio, donde la cantidad de cationes de sodio y de calcio excede 0.5 del equivalente estequiométrico,
preferiblemente este excede 0.75 del equivalente estequiométrico, mas preferiblemente este excede 0.9 del
equivalente estequiométrico. Ademas, en una forma de realizacidén preferida, se proporciona un producto de
fermento de lactato tal y como se ha definido aqui que comprende aniones de lactato y sodio y cationes de
calcio, donde la cantidad de sodio y cationes de calcio es igual a o inferior a 1.0 del equivalente estequiométrico.
Como entenderan los expertos en la materia, el equivalente estequiométrico se refiere a la cantidad combinada
de cationes de sodio y de calcio que tedricamente seria necesaria para proporcionar contraiones para todos los
aniones de lactato.

[0061] Como se ha indicado aqui anteriormente, en una forma de realizacién, el producto normalmente
contendra iones de sodio y de calcio en una proporcion Na:Ca (p/p) en el rango de 1/6 - 1/2. En una forma de
realizacién mas preferida de la invencién, una proporcion Na:Ca (p/p) en el rango de 1/5.5-1/2.5, de la forma mas
preferible, una proporcion Na:Ca (p/p) en el rango de 1/5-1/3, por ejemplo, 1/4.

[0062] Otros aspectos de la presente invencidn conciernen al uso de un producto de fermento de lactato tal y
como se define en cualquiera de los apartados anteriores para la conservacion de un producto alimentario,
especialmente un producto alimenticio o una bebida, mas en particular un producto seleccionado del grupo que
consiste en quesos procesados y naturales, carnes cocinadas, alimentos enlatados, mariscos, bebidas
alcohdlicas, postres de productos lacteos, bebidas/liquidos de productos lacteos, comidas preparadas, aderezos,
salsas, productos de harina, productos de huevo liquido, etc.; y a métodos para preservar tales productos
alimentarios que comprenden la etapa de incorporar o aplicar a estos un producto de fermento de lactato tal y
como se define en cualquiera de los apartados anteriormente mencionados. Los fermentos de lactato de la
invencion son particularmente utiles para la preservacion contra la alteracion por un microorganismo,
especialmente un microorganismo seleccionado del grupo que consiste en Listeria spp, clostridium spp, bacterias
acido lacticas y bacillus spp. Esta dentro del alcance de los expertos en la materia determinar las dosificaciones
mas apropiadas para la proteccién optima contra el deterioro y evitar el impacto negativo en otros aspectos de
calidad del producto alimentario, especialmente en las propiedades organolépticas. Como se ha explicado
anteriormente, los presentes productos de fermento de lactato se pueden aplicar en dosificaciones altas
relativamente sin impacto negativo en las propiedades organolépticas y el contenido de sal.

[0063] Para una comprensién apropiada de este documento y de sus reivindicaciones, debe entenderse que el
verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no limitativo para decir que los elementos que
siguen a la palabra estan incluidos, pero los elementos que no se mencionan especificamente no estan
excluidos. Ademas, la referencia a un elemento con el articulo indefinido "un" o "una" no excluye la posibilidad de
que estén presentes mas de uno de estos elementos, a menos que el contexto requiera claramente que haya
uno y solo uno de los elementos. El articulo indefinido "un" o "uno", asi, normalmente significa "al menos uno".

[0064] Los siguientes ejemplos solo se ofrecen para uso ilustrativo, y no estan de ninguna manera destinados a
limitar el alcance de la presente invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1

[0065] Matraces de lotes (2 L) se usan como reactores para la fermentacion. Este reactor se esteriliza vacio
durante 20 min a 121 °C. Todos los cultivos se realizan asépticamente. Se usa polvo de suero de leche en 5 %
p/p y extracto de levadura en 0.2 % p/p (basado en peso en seco) como medio nutritivo (pasteurizado durante
30 min a 80 °C dentro del reactor) en todas las fermentaciones. Una mezcla de Ca(OH)2/NaOH (composicion en
la tabla de abajo) se utiliza para controlar el pH, que se mantiene a aproximadamente al 5.5.
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[0066] Un primer matraz de lote que contiene el medio nutritivo se inocula con una materia prima de glicerol de
Lactococcus lactis ATCC 11454 y se incuba durante toda la noche a 30 °C. El inéculo es 2.5 % p/p. Durante la
etapa exponencial de crecimiento, el fermento del primer matraz de lote se transfiere como in6culo al siguiente
reactor de 2 L que contiene medio nutritivo, que se encuentra bajo las mismas condiciones. La fermentacién en
el segundo reactor se detiene después de que la concentracion de lactato haya alcanzado mas de 25 g/l
Alrededor de 10 ml de acido lactico son suficientes (80 % solidos secos) para reducir el pH a 4.7. El reactor se
mantiene a 50 °C durante 1 hora para la inactivacion.

Agente alcalinizante NaOH Ca(OH),
Concentracion de materia prima pura ( %) 50.0 25.0
Proporcion en la base ( %) 10.5 89.5
Concentracion final en la base ( %) 5.3 22.4
proporcién (-) Ca” /Na” 4.0

[0067] El fermento se puede purificar y/o concentrar mas segun métodos conocidos por un experto en la materia.
Mediante la evaporacién, por ejemplo, se puede preparar una pasta o un concentrado. Mediante secado por
atomizacion, por ejemplo, se puede preparar un polvo.

[0068] Los fermentos y los concentrados tienen suficiente estabilidad para permitir el transporte y el
almacenamiento del producto conforme a la practica industrial usual. La incorporacion del fermento y/o
concentrados del mismo en varios productos alimentarios en dosificaciones eficaces produce propiedades
organolépticas que se prefieren generalmente en relacion con aquellas obtenidas con fermentos del estado de la
técnica.

Ejemplo 2:

[0069] EI fermento de acido lactico se produce segun el procedimiento del ejemplo 1. El fermento crudo no esta
purificado y procesado en polvo mediante secado por pulverizacion.

[0070] Los productos con lactato de calcio anhidro fueron obtenidos por secado a una temperatura del producto
durante el proceso de secado por pulverizacion de 90 °C, mientras que la temperatura del aire varia entre 165y
180 °C.

[0071] Los productos con pentahidrato de lactato de calcio fueron obtenidos utilizando la técnica de granulacién
por pulverizacién utilizando un lecho fluidificado en funcionamiento continuo. La temperatura del producto era de
60 °C, la temperatura del aire de fluidificacion era de 110 °C.

[0072] Para las pruebas de disolucion, se pesaron con precision 2 g de un polvo en un vaso de plastico y se
afiadieron dos perlas de vidrio con un diametro de 6 mm. La mezcla se mezclé manualmente durante 1 min. Para
evitar la absorcion de agua, se purgo el aire con nitrégeno seco. Se realizaron pruebas de disolucion afiadiendo
la muestra de polvo a 198 g de agua desmineralizada que fueron agitados con un agitador magnético. Tales son
las condiciones de prueba, que las condiciones de sedimentacion siempre se cumplen (es decir, después de la
disolucion completa del material, la concentraciéon en el liquido es inferior a aproximadamente el 30 % de la
solubilidad de saturacion). Se calcularon los tiempos para alcanzar el 10 %, 50 %, 90 % y 95 % de la disolucion
completa.

[0073] Para las pruebas de estabilidad, las muestras se almacenan en jarras de cristal selladas herméticamente
para prevenir cualquier intercambio de humedad. Las muestras han sido almacenadas a temperaturas de 4 °C,
temperatura ambiente (alrededor de 18-22 °C) y 40 °C. Las propiedades de los polvos se evalian visualmente en
diferentes momentos. El polvo de fermento es estable cuando permanece como un polvo de flujo libre.

[0074] Es posible neutralizar el caldo de fermentacion usando hidréxido calcico (Ca(OH2), hidréxido soédico
(NaOH) o una combinacién de los mismos. Esto conduce a una determinada proporcidon de calcio a sodio
(Ca/Na) en el producto final. Un producto sélido que contenga sélo Na no es adecuado debido al alto contenido
de Na y a la inaceptable higroscopicidad del producto seco. Se ha producido un producto sélido con lactato de
calcio anhidro y con una alta proporcion de Ca/Na de 20. Este producto tenia la desventaja de tener un sabor
inaceptable y un largo tiempo de disolucion (95 %) de 88 s.

[0075] Un producto con pentahidrato de lactato de calcio y una proporcion de Ca/Na de 3-4 fue aceptable desde
el punto de vista del sabor y contenido de Na. El tiempo de disolucion (95 %) de este producto es de alrededor
de 30 s, lo que es aceptable. Sin embargo, el producto carece de estabilidad suficiente. Esto se debe a que el
lactato de calcio esta presente en forma de pentahidrato de lactato de calcio. El lactato de sodio, que esta
también presente, supuestamente, fue capaz de extraer el agua de cristalizacidon de cristales de pentahidrato de
lactato de calcio. Esto lleva a la disolucion del lactato de sodio en el agua extraida del lactato de calcio y, como
resultado de ello, la formacién de la pasta, incluso cuando se envasa en sobres de aluminio.
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[0076] Se ha descubierto que un producto con anhidrato de lactato de calcio y lactato de sodio (en una
proporcion de Ca/Na de 3) todavia tiene un tiempo de disolucién aceptable (95 %) de 31 s. Asimismo, tiene una
estabilidad aceptable probada, ya que no se produjo la formacién de pasta. La composicion de este producto fue
la siguiente:

Acido lactico (% p/p) 51
Acido succinico (% p/p) 1.12
Nitrogeno Total (% p/p) 1.6
Na (% p/p) 29
Ca (% p/p) 8.1
Lactosa (% p/p) 11
pH (10 %) 4.7

Ejemplo 3

[0077] Para probar el impacto de sabor del calcio y del sodio en los agentes neutralizantes se han preparado
productos modelo. La leche se usé como el producto de referencia. Se han preparado diferentes muestras que
consisten en leche a la que se le ha afiadido fermentos (producidos siguiendo los procedimientos generales del
ejemplo 1) con diferentes concentraciones de calcio y sodio, como se presentan en la tabla siguiente.

Cédigo Blanco z:sado en g:sado ®" | ModeloA | ModeloB | Modelo C
pH 6.73 6.77 6.7 6.71 6.69 6.7

Na afadido | O 0.97 0.06 0.16 0.32 0.24

Ca afiadido | 0 0.08 1.25 0.89 0.39 0.65
Proporcion

Ca:Na 0.08:1 20:1 5.4:1 1.2:1 2.7:1
afiadido

[0078] Estas muestras fueron evaluadas por un panel. Los resultados se analizan mediante analisis de
componentes principales y se resumen en un Biplot (cf. B.S. Everitt, An R and S-Plus Companion to Multivariate
Analysis). Este Biplot se representa en la figura 1.

[0079] En los resultados se observa con claridad que el uso de sodio como el Unico contraién en el agente
neutralizante (basado en Na) produce un sabor salado, mientras que el uso de calcio como Unico contraién
(basado en Ca) produce un sabor astringente y amargo. Usando ambos, tanto calcio como sodio, en una
proporcion de entre aproximadamente 1:1 'y 6:1 p/p se puede conseguir un sabor mucho mas neutral, parecido al
de la leche.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso de produccion de un fermento de lactato y que comprende las etapas consecutivas de:

a) proporcionar un medio nutritivo que comprende una solucion de un sustrato fermentable y una fuente de
nitrégeno en un medio acuoso;

b) inocular dicho medio nutritivo con microorganismos que producen acido lactico; preferiblemente
bacterias acido lacticas; e

c) incubar el medio nutritivo inoculado bajo condiciones favorables para el crecimiento y/o actividad
metabdlica de dichos microorganismos que producen acido lactico durante un periodo suficiente para
producir un caldo de fermentaciéon que contenga al menos 20 g/l de equivalentes de lactato, durante
dicho periodo el pH del caldo de fermentacion se controla afadiendo uno o mas agentes alcalinizantes
que comprenden sales alcalinas de sodio y de calcio, donde la proporciéon Na:Ca (p/p) de las sales
afiadidas esta en el rango de 1/6 - 1/1, preferiblemente 1/6 - ..

2. Proceso segun la reivindicacion 1, donde durante la etapa c) el pH del caldo de fermentacion se mantiene en
elrango de 4.8 a 6.0.

3. Proceso segun la reivindicacién 1 o 2, donde el medio nutritivo comprende un producto lacteo.

4. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la etapa b) comprende la inoculacién de
dicho medio nutritivo con un medio de inoculacion que comprende microorganismos activados que producen
acido lactico.

5. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el proceso comprende la etapa
adicional d1) de acidificacidon del caldo de fermentacion mediante la adicion de un acido, preferiblemente acido
lactico, en una cantidad suficiente para reducir el pH del caldo de fermentacion hasta por debajo de 4.8.

6. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el proceso comprende la etapa
adicional d2) de inactivar los microorganismos que producen acido lactico sometiendo el caldo de fermentacion a
una temperatura de al menos 40 °C durante un periodo de al menos 10 minutos.

7. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el proceso comprende la etapa
adicional e) de concentrar el fermento obtenido en la etapa c) o d) hasta obtener un contenido de sustancia seca
de al menos 30 % en peso, preferiblemente en el rango de 30-50 % en peso, mediante evaporacion.

8. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el proceso comprende la etapa
adicional f) de enfriar el concentrado obtenido en la etapa €) a una temperatura por debajo de 40 °C.

9. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el proceso comprende la etapa
adicional e') de secado por atomizacion del fermento obtenido en la etapa c) o d) o para producir un polvo suelto.

10. Proceso segun la reivindicacion 9, donde el polvo seco tiene un contenido de agua inferior al 5 % en peso.

11. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el medio nutritivo comprende suero de
leche.

12. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el proceso no comprende una etapa
donde se elimina el material no disuelto del caldo fermentado.

13. Fermento obtenible mediante el proceso definido en cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

14. Uso de un fermento segun la reivindicacion 13 o 14 para la conservacién de un producto alimentario.
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