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1. INTRODUCCION

El sector de elaboracion de quesos tiene una gran importancia econémica en Es-
pafia. Segun datos del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, en el
afio 2011 la produccion de quesos estuvo por encima de las 300.000 toneladas; la pro-
duccion de queso de oveja representd un 14,1% del total de queso nacional. Nuestro pais
tiene una gran tradicion quesera, pudiéndose encontrar mas de 100 tipos de queso dife-
rentes, una gran cantidad de los cuales estan acogidos a las 27 Denominaciones de Cali-
dad Diferenciada de quesos que existen. Extremadura cuenta con 3 Denominaciones de
Origen (Torta del Casar, Torta de la Serena y Queso de los Ibores), dos de ellas de queso
de oveja, de sobra conocidas a nivel internacional por la elevada calidad de sus quesos.

Durante el proceso de coagulacion de la leche para la obtencion de queso, se generan
grandes voliimenes de un subproducto liquido, el lactosuero de queseria. Este es el principal
subproducto de la industria quesera y su produccion representa entre el 80 y 90% del volu-
men total de leche empleado en el procesado, aunque esto depende en gran medida del tipo
de queso elaborado. Es en esta fraccion liquida de la leche en la que se concentra la mayor
parte del agua contenida en la leche; ademas, en ella nos encontramos alrededor del 55% de
los nutrientes de la leche, la mayoria de las sustancias solubles, como la lactosa, proteinas so-
lubles, sales minerales o vitaminas, ademas de bajas concentraciones de grasa. Tradicional-
mente, un elevado porcentaje se desechaba, eliminandose a rios, lagos o suelos; hoy dia,
debido a su elevada concentracion en materia organica, el lactosuero se considera un residuo
altamente contaminante si se vierte directamente al medio ambiente. Ademas, la legislacion
medioambiental es cada vez mas estricta, exigiéndoles a las industrias la gestion del lacto-
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suero que producen; para ello, tendran que tratarlo o reutilizarlo en sus propias instalaciones.
Sin embargo, la mayoria de las empresas no cuentan con sistemas de tratamiento adecuados,
por lo que tienen que entregarlo a otra empresa para su empleo o transformacion. Desarro-
llar nuevos métodos para el tratamiento y aprovechamiento de los subproductos de una em-
presa para utilizarlos en otro proceso industrial, no so6lo facilitaria la proteccion del medio
ambiente, sino que ademas conllevaria un ahorro econdémico significativo para el sector.

En los ultimos anos se han realizado diversos estudios enfocados al aprovecha-
miento del lactosuero, entre los que estan los enfocados a la recuperacion de la lactosa del
lactosuero y de otros compuestos para su empleo en la sintesis de productos quimicos, far-
macéuticos y para la industria alimentaria. Algunos de los productos alimentarios des-
arrollados tienen una gran aceptacion popular por su calidad y sabor, como ciertas bebidas
refrescantes; e incluso se han desarrollado bebidas funcionales, menos alergénicas y con
una mayor concentracion de aminoacidos esenciales (Pescuma et al., 2010). A partir del
lactosuero se han obtenido también acidos orgénicos, exopolisacaridos e incluso nuevos
cultivos iniciadores lacteos (Pescuma et al., 2010). Un posible uso alternativo del lacto-
suero de queseria seria su empleo como biopesticida; de este modo se daria salida a este
subproducto, le aportaria un valor afadido y ademas, se evitarian los problemas de con-
taminacion medioambiental y riesgo para el hombre que plantean los pesticidas quimicos.
Con este trabajo se ha pretendido desarrollar un método que permita revalorizar este sub-
producto de la elaboracion de quesos, y obtener, a partir del lactosuero de queseria, un pro-
ducto antimicrobiano que se pueda emplear frente a diversos microorganismos patogenos,
vegetales y humanos. Para ello, se determind la capacidad de inhibicion frente a micro-
organismos patogenos de tres compuestos que pueden estar presentes en el lactosuero fer-
mentado (Acido Lactico, Nisina y Lactoferrina). Asimismo, se realiz6 una evaluacion de
la actividad antimicrobiana de los lactosueros fermentados, se optimizo la produccion de
Nisina y Acido Léctico y se realizo una fermentacion a escala piloto.

2. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
COMPUESTOS PRESENTES EN EL LACTOSUERO “IN VITRO”

Se realizaron estudios de inhibicion de tres biocidas comerciales que se encuentran
presentes en el lactosuero de queseria no fermentado (Lactoferrina) y fermentado (Acido
lactico y Nisina). Se analiz6 su efecto sobre microorganismos patogenos de humanos (6
bacterias: B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, C. coliy C. jejuni) y patogenos
de vegetales (1 bacteria: Pseudomonas savastanoi; y 2 mohos: V. dahliae y B. fuckeliana).
Para ello, se sembré un césped de cada uno de los microorganismos problema sobre medio
solido, inoculandose con soluciones de cada uno de los compuestos antimicrobianos a di-
ferentes concentraciones y determinandose la presencia de halo de inhibicion sobre el cés-
ped de microorganismo. A partir de los resultados de inhibicion obtenidos se obtuvo la
Minima Concentracion Inhibitoria (MIC) para cada microorganismo y compuesto (ver
cuadro 1). La MIC se defini6 como la concentracion mas baja de biocida capaz de inhi-
bir el desarrollo de un microorganismo.
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CUADRO 1: Minima Concentracion Inhibitoria (MIC) de los compuestos
biocidas usados en este estudio

MIC

Microorganismo -

Lactoferrina Acido Lactico Nisina
Patégenos de humanos
Campylobacter jejuni >0,5% >5% 2,5 mM
Campylobacter coli 0,5% 5% 2,5mM
Listeria monocytogenes >0,5% 5% >2,5mM
Escherichia coli >0,5% 2,5% >2.5 mM
Staphylococcus aureus >0,5% 5% >2,5 mM
Bacillus cereus >0,5% 2,5% >2.5 mM
Patégenos de vegetales
Pseudomonas savastanoi >0,5% 0,25% >2.5mM
Verticillium dahliae 0,25% 1,25% 0,25 uM
Botryotinia fuckeliana 0,5% >5% 25 uM

La actividad antimicrobiana de diferentes compuestos aislados de la leche o pro-
ductos lacteos, como proteinas, péptidos o acidos ha sido analizada en diversos trabajos.
La Nisina es un péptido conocido por su elevada actividad antibacteriana frente a bacte-
rias Gram-positivas, aunque también hay estudios en los que se muestra su efecto frente
a bacterias Gram-negativas, como Salmonella, Enterobacter, Shigella, Escherichia, Cit-
robacter o Listeria (Stevens et al., 1991). Algunos autores (Akerey et al, 2009) sugieren
que la Nisina Z puede ser util incluso como antifungico frente a C. albicans.

De los tres biocidas ensayados, el Acido Léctico fue considerado el de mayor acti-
vidad antimicrobiana; todos los microorganismos, salvo B. fuckeliana, fueron sensibles a
alguna de las concentraciones de Acido Léctico ensayadas. El microorganismo mas sen-
sible fue Ps. savastanoi, inhibiéndose con 0,25% de Ac. Lactico. En cuanto a la Lactofe-
rrina y la Nisina, las menores MIC fueron las de esos compuestos al inhibir el crecimiento
de V. dahliae (0,25% y 0,25 uM, respectivamente). Es bien conocido que la Lactoferrina
muestra actividad antimicrobiana frente a diferentes microorganismos, incluyendo bacte-
rias Gram-negativas, como Listeria, Salmonella, Pseudomonas, Vibrio o Escherichia (Del
Olmo et al., 2010; Yekta et al., 2010). También se ha encontrado que la Lactoferrina pre-
senta actividad antifungica frente a varias especies de Candida aisladas de muestras clini-
cas (Kuipers et al., 1999). Por otro lado, se sabe que el Acido Lactico exhibe efectos
antagonistas frente a varias bacterias Gram-negativas, entre las que se encuentran Sal-
monella, Campylobacter, Listeria, Escherichia, Brochothrix, Yersinia, Pseudomonas, o
Aeromonas (Rouse et al., 2008). Analizando el crecimiento y muerte de B. cereus en leche
fermentada con bacterias acido lacticas, Ressland et al. (2003) llegaron a la conclusion que
la inhibicion del crecimiento de ese microorganismo se debe principalmente a la dismin-
ucion del pH como consecuencia de los acidos producidos durante la fermentacion.
Ademas, se ha demostrado que muchas bacterias lacticas son capaces de producir diver-
sos metabolitos antifungicos (Rouse ef al., 2008). Sin embargo, en otros casos la activi-
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dad inhibidora de las bacterias acido lacticas frente a mohos se ha relacionado con la pro-
duccion de otros compuestos diferentes al Acido Lactico (Gourama, 1997).

3.  ENSAYOS DE PRODUCCION DE ANTIMICROBIANOS POR
FERMENTACION DE LACTOSUEROS A ESCALA DE
LABORATORIO

Se realizaron fermentaciones de lactosuero con 4 cepas bacterianas (E. faecium
248, L. casei 245, L. lactis CECT188 y E. faecium 238), caracterizadas por su capacidad
fermentativa, su resistencia a condiciones adversas y la produccion de sustancias antimi-
crobianas (Ruiz-Moyano et al., 2009). A lo largo de las 24 horas de fermentacion se rea-
liz6 un control microbiologico mediante recuentos en placa para analizar la evolucion de
los microorganismos. Asimismo, se determinaron las concentraciones de Acido Lactico,
Lactoferrina y Nisina en los lactosueros fermentados. En el grafico 1 se muestran los re-
sultados del control microbiologico de los lactosueros fermentados. Se puede observar
que los 4 microorganismos utilizados fueron capaces de desarrollarse en el lactosuero,
manteniéndose siempre a concentraciones superiores a 10’ UFC/mL.

Se analiz6 la influencia de la fermentacion sobre la concentracion de Lactoferrina
en el lactosuero fermentado. Para determinar la Lactoferrina, se realiz6 una separacion de
las proteinas del lactosuero mediante geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) al 12% (grafico 2); la concentracion de Lactoferrina se determind mediante
un analizador de imagenes utilizando un patrén de Lactoferrina al 0,1%.

GRAFICO 1: Evolucién del desarrollo de las bacterias inoculadas en el lactosuero
de queseria
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GRAFICO 2: SDS-PAGE de los lactosueros fermentados. M, Marcador de peso
molecular (kDa); LL, L. lactis CECT188; EF, E. faecium 238; 248, E. faecium
248; 245, L. casei 245; Lf, Lactoferrina
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En el cuadro 2 se exponen los resultados de las concentraciones de Lactoferrina en
los lactosueros fermentados y sin fermentar. La concentracion de Lactoferrina en los di-
ferentes lactosueros se encontraba en un rango de 0,0087-0,0140%. Al realizar un anali-
sis estadistico de los datos utilizando un analisis de varianza (ANOVA), siguiendo los
procedimientos de una via y realizando un test de comparacién de medias por el método
Tukey, no se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en las concentraciones de
Lactoferrina entre los lactosueros sin fermentar y fermentados. Parece, por tanto, que la
fermentacion no afecta a la concentracion de Lactoferrina en el suero.

También se determin la capacidad de las cepas seleccionadas para producir Acido
Lactico por fermentacion de los lactosueros de queseria. Todas las cepas produjeron un au-
mento en la concentracion de Acido Léctico en el lactosuero; obteniéndose las mayores con-
centraciones fermentando el lactosuero con E. faecium 248 (0,56%) y L. casei 245 (0,63%).

CUADRO 2: Concentracion de Lactoferrina en lactosueros sin fermentar y
fermentados (X£SD)

Tipo de lactosuero Lactoferrina (%)
Lactosuero sin fermentar 0,0087+0,0033
L. casei 245 0,0105+0,0019
L. lactis CECT188 0,0140+0,0046
E. faecium 238 0,0074+0,0049
E. faecium 248 0,0100+0,0024

Por tltimo, se optimizd un método para determinar la produccion de Nisina en lac-
tosueros fermentados basado en la utilizacion de la Electroforesis Capilar. Al analizar los
electroferogramas de soluciones patron de Nisina con diferentes concentraciones, en todos
los casos se observo un pico en el minuto 18 que correspondia a la Nisina (grafico 3.A).
El area de ese pico se utilizd para elaborar la recta patron empleada para estimar las con-
centraciones de Nisina en los lactosueros. Ese mismo pico aparecio en lactosueros fer-
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mentados (grafico 3.B); mientras que en ningun caso se encontro en el lactosuero sin fer-
mentar. En los lactosueros fermentados por L. lactis CECT188 y por E. faecium 238 la
concentracion media de Nisina fue muy similar (0,56%).

GRAFICO 3: Identificacion del pico asociado a la Nisina en el patron (A) y en
lactosuero fermentado (B)
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4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
LOS LACTOSUEROS “IN VITRO”

Se analiz6 la capacidad inhibitoria de los lactosueros fermentados con bacterias
acido-lacticas sobre el crecimiento de bacterias y mohos patogenos. Para ello, las bacte-
rias patdgenas se incubaron en medio liquido al que se adicionaron los lactosueros fer-
mentados, analizandose el crecimiento con un lector de cinética microbiana (Bioscreen C)
basandose en la medida de la DO de 420 a 580 nm. Se estudié también la capacidad in-
hibitoria de los lactosueros fermentados sobre dos mohos patogenos, V. dahliae y B. fuc-
keliana; debido al crecimiento miceliar de los mohos, el analisis de su crecimiento se
realiz6 visualmente.

GRAFICO 4: Capacidad de inhibicién de los lactosueros frente a B. cereusy V.
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En general, observamos que los lactosueros fermentados con las cepas de L. casei
245 y E. faecium 248 mostraron mayor inhibicion de las bacterias patdogenas ensayadas
que las cepas de L. lactis CECTI88 y E. faecium 238. La Unica cepa no inhibida por L.
casei 245 fue S. aureus, aunque si provoco un evidente retraso en su desarrollo. Por su
parte, E. faecium 238 inhibio el desarrollo de E. coli, L. monocytogenes, C. coli y P. sa-
vastanoi, y provocé un retraso en el crecimiento del resto. L. lactis CECT188 aunque no
inhibi6 completamente a ninguna de las bacterias, afectd a su desarrollo, con excepcion
de S. aureus. En el grafico 4.A se muestra el crecimiento de B. cereus en presencia de los
diferentes lactosueros, en €l se observa la capacidad inhibitoria del lactosuero fermentado
por L. casei 245y E. faecium 248. Al analizar la capacidad inhibitoria sobre los mohos pa-
togenos, en ninglin caso se observo inhibicion del crecimiento, encontrandose tinicamente
un retraso en el desarrollo de V. dahliae con extractos de L. lactis CECT188 y E. faecium
238 (grafico 4.B). Existen diversos estudios en los que se analiza el efecto de la inocula-
cion de bacterias acido lacticas en leche sobre diferentes bacterias patdogenas. Ressland et
al., (2003) trabajando con leche desnatada fermentada con varias cepas de Lactobacillus
y Lactococcus, determinaron que la mayoria eran capaces de inhibir el crecimiento de
Bacillus, aunque fueron las fermentaciones con Lactococcus las que presentaron mayor
inhibicion. Rodriguez et al., (2005) demostraron que, durante la elaboracion del queso, la
inoculacion con cepas de L. lactis productoras de bacteriocinas era capaz de inhibir el
desarrollo de Listeria, Escherichia 'y Staphylococcus.

De los resultados obtenidos del analisis de la capacidad antimicrobiana de los lac-
tosueros en medio liquido, podemos decir que la fermentacion de los lactosueros permite
obtener un producto con una mayor capacidad inhibitoria que el original, ya que el lacto-
suero sin fermentar apenas tiene poder antimicrobiano.

5.  OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO Y
NISINA A ESCALA DE LABORATORIO

Una vez comprobada la capacidad inhibitoria de los lactosueros de queseria fer-
mentados, nos planteamos optimizar la produccién de los compuestos antimicrobianos
(Acido Lactico y Nisina) mediante fermentacion. Para ello, se realizaron varias fermen-
taciones en laboratorio utilizando las bacterias acido-lacticas seleccionadas (E. faecium
248, L. casei 245, L. lactis CECT188 y E. faecium 238). Se ensayaron dos pH diferentes
(5 y 5,5) y varios suplementos de extracto de levadura y peptona carne (0/0, 1/0,5, 1,5/1,
2/1,5y 3/2, % extracto levadura/% peptona).

En el grafico 5 se muestran las concentraciones de Nisina y Acido Lactico, produ-
cidos por los microorganismos inoculados. De las dos bacterias acido lacticas utilizadas
para la produccion de Acido Lactico, la que produjo mayores concentraciones fue E. fae-
cium 248; las diferencias entre ambos microorganismos fueron estadisticamente signifi-
cativas. En las fermentaciones para producir Nisina también se encontraron diferencias
significativas, siendo E. faecium 238 el que mayores concentraciones produjo.

167



LA AGRICULTURA Y LA GANADERIA EXTREMENAS EN 2011

GRAFICO 5: Concentraciones de Nisina y Acido Lactico en fermentaciones con
diferentes indculos
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GRAFICO 6: Concentraciones de Nisina y Acido Lactico en fermentaciones con
diferentes suplementos
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Al analizar el efecto de suplementar el lactosuero con Extracto de levadura y Pep-
tona de carne (grafico 6), se observaron diferencias significativas en funcion del suple-
mento utilizado (diferentes letras indican grupos estadisticamente diferentes segun el Test
de Tukey). Las mayores producciones de Nisina se obtuvieron con el lactosuero suple-
mentado con 3% de Extracto de levadura y 2% de Peptona de carne (grafico 6.A); mien-
tras que la mayor concentracion de Acido Lactico se alcanzo suplementando con 2% de
Extracto de levadura 'y 1,5% de Peptona carne (grafico 6.B).

Por ultimo, se encontraron diferencias en funcion del pH dependiendo del tipo de
compuesto a producir. Mientras que la produccion de Nisina era superior a pH 5,5, se ob-
tuvieron mayores concentraciones de Acido Lactico a pH 5 (grafico 7).

Otros autores como Panesar et al., (2010), analizaron la influencia de diferentes pa-
rametros durante la fermentacion de lactosuero con L. casei sobre la produccion de Acido
Lactico, incluyendo la temperatura, el pH y el tamafio de indculo. Estos autores justifican
las diferencias en la produccion debido al uso de distintas cepas y composicion del medio.
En cuanto a la produccion de bacteriocinas, al igual que los nuestros, los resultados de Mir-
hosseini y Emtiazi (2011) muestran que el lactosuero de queseria se puede utilizar para la
produccion de una bacteriocina por E. faecium. Segun estos autores, la fuente de nitrogeno,
el pH, la aireacion y la temperatura tienen una gran importancia en esta produccion.
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GRAFICO 7: Producciéon media de Nisina y Ac. Lactico en lactosuero ajustado a
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6. PRODUCCION DE BIOPESTICIDAS EN FERMENTACIONES A
ESCALA PILOTO

Basandonos en los resultados obtenidos en las microfermentaciones en laboratorio,
se seleccionaron las cepas y condiciones de cultivo mas adecuadas para las producciones
de Nisina y de Acido Léctico, y se llevaron a cabo fermentaciones en un fermentador a
escala piloto para conseguir lactosueros enriquecidos en los biocidas Acido Lactico y Ni-
sina. Se realizaron dos tipos de fermentaciones; unas para producir Acido Lactico, con lac-
tosuero ajustado a pH 5 y suplementado con 2% de extracto de levadura y 1,5% de peptona
carne, inoculando con E. faecium 248. El otro tipo de fermentacion se realizéd inoculando
con E. faecium 238 para producir Nisina, ajustando el pH del lactosuero a 5,5 y suple-
mentando con 3% de extracto de levadura y 2% de peptona. En ambos casos se utilizaron
2 L de lactosuero de queseria que se pasterizé antes de inocular con los cultivos inicia-
dores. La fermentacion se realizoé durante 48 h, llevandose a cabo controles periddicos
del crecimiento de los microorganismos. Como puede observarse en el grafico 8, el cre-
cimiento de los microorganismos fue similar en ambos tipos de fermentaciones, alcan-
zando niveles superiores a 10 UFC/ml a partir de las 12 horas.

GRAFICO 8: Crecimiento de las cepas seleccionadas en fermentaciones de
lactosuero a escala piloto

1,0E+10 4

1,0E+09 -

| 1,0E+08 -
r€,0E+07

1,0E+06 -

roe

1,0E+05 -

1,0E+04 -

1,0E+03 r . r r
10 20 30 40
Tiempo (h)

=o=E. faecium 248 -#-E. faecium 238

169



LA AGRICULTURA Y LA GANADERIA EXTREMENAS EN 2011

En el grafico 9 se muestra la produccion de Acido Lactico y de Nisina a lo largo del
tiempo. En la fermentacion para la produccion de Acido Lactico este compuesto fue aumen-
tando su concentracion de forma progresiva a lo largo del tiempo, aunque a partir de las 36
horas de fermentacion no se observo un aumento notable de la acidez; al final de la fermen-
tacion se alcanzo una concentracion de 1,5%. En cuanto a la produccion de Nisina por E. fae-
cium 238, se observo un aumento significativo en su concentracion en el lactosuero durante
las primeras 12 horas; a partir de ese momento apenas hubo diferencias en su produccion.

Tras finalizar la fermentacion, se realizé una liofilizacion de los lactosueros pro-
ducidos para su almacenamiento y posterior utilizacién en ensayos de campo. En la figura
1 se muestra uno de los biopesticidas tras su liofilizacion.

Una vez liofilizado, se determinaron las concentraciones de Acido Lactico y Nisina
en los biopesticidas obtenidos con E. faecium 248 y E. faecium 238. Comparando con los
lactosueros sin liofilizar, encontramos que los liofilizados presentaban una concentracion
de los compuestos antimicrobianos muy superior a la del lactosuero original. En el caso
del lactosuero fermentado con E. faecium 248, el liofilizado presentaba una concentracion
de Acido Léctico de 13,1%. Por su parte, el lactosuero fermentado por E. faecium 238y
liofilizado tenia una riqueza de 5,12 mM de Nisina. La liofilizacion de los lactosueros fer-
mentados podria ser utilizada con una doble funcién; permitiria obtener un producto facil
de almacenar y conservar y, por otra parte, resultaria eficaz para aumentar la concentra-
cion de ambos biocidas en el lactosuero, permitiendo incrementar su capacidad biocida de
una forma sencilla y rapida. De este modo, se ha obtenido un producto que estaria listo
para su comercializacion y empleo en campo para eliminar y proteger diversos cultivos
de patdgenos vegetales. Para potenciar aiin mas su efecto biocida se podrian emplear los
biopesticidas obtenidos de forma conjunta, como un solo producto.

GRAFICO 9: Evolucién de la concentracién de Acido lactico y Nisina durante las
fermentaciones piloto
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FIGURA 1: Biopesticida liofilizado

Para concluir, podemos decir que los tres biocidas ensayados (Lactoferrina, Nisina y
Acido Lactico) fueron capaces de inhibir el desarrollo de uno o més de los microorganismos
patogenos utilizados en este estudio. Las MIC fueron diferentes para cada microorganismo
y biocida, siendo el mas efectivo el Acido Lactico, seguido de la Nisina. Ademas, se deter-
minaron las condiciones 6ptimas de pH y suplementos a afiadir al lactosuero para la pro-
duccion de Acido Lactico y de Nisina en funcién de la cepa de bacteria a emplear. Y por
ultimo, se realiz6 una fermentacion a escala piloto, tras la cual se obtuvieron dos tipos de bio-
pesticidas, uno con elevadas concentraciones de Acido Lactico y otro rico en Nisina. Ambos
productos se liofilizaron para facilitar su conservacion durante un tiempo largo, asi como
para su posterior utilizacién como biopesticidas comerciales en campo.
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