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Tl'tulo: PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE SUBPRODUCTOS A PARTIR DE RESIDUOS DE CAFE
Y APLICACIONES DE LOS MISMOS

@Resumen:

Procedimiento de obtencién de subproductos a partir
de residuos de café y aplicaciones de los mismos. i : —
La presente invencion consiste en un proceso de 2 x : «
fermentacion a partir de los posos del café que da 9 SN —— e S S
lugar a un extracto rico en surfactantes y ] i i b e e
melanoidinas que puede ser utilizado como tal, o bien Figura 1

puede ser purificado para obtener compuestos

aislados con un alto valor, que pueden ser utilizados

en el campo de los alimentos funcionales, cosmética,

biorremediacién de suelos y aguas contaminados por

metales pesados o aceites industriales.
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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE SUBPRODUCTOS A PARTIR DE RESIDUOS DE
CAFE Y APLICACIONES DE LSO MISMOS

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencion se enmarca en el campo de la ingenieria quimica, en particular,
dentro del campo de los procesos biotecnologicos, y mas concretamente en aquellos que

emplean residuos de café como material de partida.

Los productos obtenidos segun los procedimientos indicados en la presente invenciéon se
destinan al sector de los procesos de-descontaminacion de suelos y aguas, en particular en
lo que se refiere en la eliminacion de metales pesados y compuestos hidrofébicos. Por otra
parte, dichos productos también pueden emplearse para la formulacién de alimentos
funcionales, formulacion de cosméticos, como transportadores de farmacos o para la

elaboracion de fertilizantes con propiedades biofortificantes.

ESTADO DE LA TECNICA

Caracteristicas de los residuos de la industria del café

La industria del café genera cantidades significativas de subproductos del café. Entre ellos,
los posos de café (SCG, del inglés “spent coffee grounds”) son el residuo solido obtenido
principalmente del tratamiento del polvo de café crudo con agua caliente o vapor para la
preparacion del café instantaneo [Mussatto et al., 2011; Mussatto, S.I., Carneirob, L.M.,
Silvab, J.P.A., Robertob, I.C., Teixeiraa, J.A. (2011)a. A study on chemical constituents and
sugars extraction from spent. Carbohydrate Polymers 83: 368-374.]. Se estima que a partir
de una tonelada de café verde se producen, de media, alrededor de 650 kg de posos de
café. [Murthy et al. 2012; Murthy, P.S., Naidu, M.M. (2012). Recovery of Phenolic
Antioxidants and Functional Compounds from Coffee Industry By-Products . Food and
Bioprocess Technology, 5(3), 897-903].

Se considera que los SCGs son una fuente rica de carbohidratos (45,3%; principalmente
manosa y galactosa, [Mussatto et al., 2011], proteinas (13,6%, [Mussatto et al., 2011], asi
como compuestos bioactivos como polifenoles y melanoidinas [Murthy y Madhava, Naidu,

2010; Murthy, P.S., Naidu, M.M. (2012). Recovery of Phenolic Antioxidants and Functional
2
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Compounds from Coffee Industry By-Products. Food and Bioprocess Technology, 5(3), 897-
903],[Rufian-Henares et al., 2007; Ruffian-Henares J.A. y Morales F.J. (2007). Effect of in
vitro enzymatic digestion on anti-oxidant activity of coffee melanoidins and fractions. Journal
of Agricultural Food Chemistry. 55: 10016-10021.]. La extraccién de diferentes compuestos a
partir de SCG, como polisacaridos, aceite y antioxidantes naturales, se ha descrito
anteriormente, por ejemplo en [Simbes et al., 2013; Simdes, J., Nunes, F.M., Domingues,
M.R., Coimbra, M.A. (2013) Extractability and structure of spent coffee ground
polysaccharides by roasting pre-treatments. Carbohydrate Polymers, 97 (1): 81-89],
[Barbosa et al., 2014; Barbosa, H.M.A., De Melo, M.M.R., Coimba M.A., Passos, C.P., Silva,
C.M. (2014). Optimization of the supercritical fluid coextraction of oil and diterpenes from
spent coffee grounds using experimental design and response surface methodology. Jour-
nal of Supercritical Fluids 85: 165-172.], [Ranic et al. 2014; Ranic, M., et al. (2014).
Optimization of microwave-assisted extraction of natural antioxi-dants from spent espresso
coffee grounds by response surface methodology, Journal of Cleaner Production 80: 69—
79.], o [Jiménez-Zamora et al., 2015; Jiménez-Zamora, A., Pastoriza, S., Rufian-Henares,
J.A. (2015) Revalorization of coffee by-products. Prebiotic, antimicrobial and antioxidant

properties. LWT - Food Science and Technology, 61 (1): 12-18].

También se han hecho varios intentos para agregar valor a los posos de café. Por ejemplo,
algunos estudios consideraron su aplicacion para la produccion de enzimas,
polihidroxialcanoatos [Murthy y Naidu, 2012; Murthy, P.S., Naidu, M.M. (2012). Production
and Application of Xylanase from Penicillium sp. Utilizing Coffee By-products. Food and
Bioprocess Technology, 5(2): 657-664] y biocombustibles [Rocha et al., 2014; Rocha,
M.V.P., et al. (2014). Ultrasound-assisted production of biodiesel and ethanol from spent
coffee grounds. Bioresource Technology 167: 343-348], entre otros bioproductos. También
se ha descrito su uso como adsorbente [Franca et al., 2009; Franca, A.S., Oliveira, L.S.,
Ferreira, M.E. (2009) Kinetics and equilibrium studies of methylene blue adsorption by spent
coffee grounds. Desalination, 249 (1): 267-272] y como componente en productos
alimenticios y bebidas (Sampaio et al., 2011; Sampaio, A.R.M., Mussatto, S.I., Dragone, G.,
Oliveira, J.M.M., Teixeira, J.A. (2011) Elaboration of distilled beverage from spent coffee
ground.6th International CIGR Technical Symposium - Towards a Sustainable Food Chain:

Food Process, Bioprocessing and Food Quality Management, 4 p).

Por otro lado, varios investigadores han realizado estudios sobre las propiedades quimicas,
funcionales y estructurales de los SCG, asi como sobre su biodegradabilidad [Ballesteros et

al., 2014; Ballesteros, L.F., Teixeira, J.A., Mussatto, S.I. (2014) Chemical, Functional, and
3
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Structural Properties of Spent Coffee Grounds and Coffee Silverskin. Food and Bioprocess
Technology 7 (12): 3493-3503.; Simdes et al., 2013; Simdes, J., Nunes, F.M., Domingues,
M.R., Coimbra, M.A. (2013) Extractability and structure of spent coffee ground
polysaccharides by roasting pre-treatments. Carbohydrate Polymers 97 (1): 81-89; Pujol et
al., 2013; Pujol, D., Liu, C., Gominho,J., Olivella, M.A., Fiol, N., Villaescusa, I., Pereira, H.
(2013). The chemical composition of exhausted coffee waste. Industrial Crops and Products
50: 423-429.].

Sin embargo, el solicitante no conoce ningun documento que describa la produccion de
biosurfactantes, y en particular de lipopéptidos, empleando SCG como principal fuente de

carbono.

Aplicaciones de los componentes de los posos de café

La capacidad quelante de los lipopeptidos, y en particular de la surfactina, ha sido reportada
en distintos articulos cientificos [Singh & Cameotra, 2014; Singh, A.K., Dhanjal, S.,
Cameotra, S.S. (2014) Surfactin restores and enhances swarming motility under heavy metal
stress. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 116: 26-31.], [Singh & Cameotra, 2013; Singh,
A.K., Cameotra, S.S. (2013) Efficiency of lipopeptide biosurfactants in removal of petroleum
hydrocarbons and heavy metals from contaminated soil. Environmental Science and
Pollution Research 20 (10): 7367-7376] o [Chen et al. 2011; Chen, H.-R., Chen, C.-C.,
Reddy, A.S., Chen, C.-Y., Li, W.R., Tseng, M.-J., Liu, H.-T., Pan, W., Maity, J.P., Atla, S.B.
(2011) Removal of mercury by foam fractionation using surfactin, a biosurfactant.
International Journal of Molecular Sciences, 12 (11): 8245-8258]. Por ejemplo, en [Singh &
Cameotra (2013); Singh, A.K., Cameotra, S.S. (2013) Efficiency of lipopeptide biosurfactants
in removal of petroleum hydrocarbons and heavy metals from contaminated soil.
Environmental Science and Pollution Research 20 (10): 7367-7376] se muestran estudios de
descontaminacion de suelos contaminados con hidrocarburos y metales pesados. De
acuerdo con estos investigadores, el uso de disoluciones de surfactina proximas a la CMC
conllevé a una reduccion significativa en la concentracion de los siguientes metales: cadmio
(44.2 %), cobalto (35.4 %), plomo (40.3 %), niquel (32.2 %), cobre (26.2 %) y zinc (32.07 %).
Por otro lado, en [Chen et al. (2011)] se muestran ensayos en columna de burbujeo usando
un agua contaminada con mercurio y diferentes surfactantes (SDS, Tween 80 y surfactina).
Los mejores resultados de eficiencia de recuperacion del mercurio han sido obtenidos con la
surfactina, a concentraciones equivalentes a 10 veces su concentracién micelar critica
(CMC).
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Por otro lado, las melanoidinas provenientes de los posos de café presentan conocida
actividad secuestrante de metales pesados, y mas especificamente hierro. En este sentido,
se destacan los trabajos [Morales, F. J.; Fernandez-Fraguas, C.; Jiménez-Pérez, S. lron
binding ability of melanoidins from food and model systems. Food Chem. 2005, 90, 821-827]
o [Rufian-Henares, J.A.; de la Cueva, S.P. Antimicrobial Activity of Coffee Melanoidins — A
Study of Their Metal-Chelating Properties. J. Agric. Food Chem. 2009, 57(2), 432-438)].

No se conocen documentos que relacionen la capacidad quelante de las melanoidinas con
otros metales pesados, los cuales tienen una potencial actividad toéxica a nivel humano y

medioambiental.

Procedimientos de aprovechamiento industrial de los residuos del café

Actualmente, existen diversas aplicaciones para la valorizacién de los residuos del café.
Entre ellas destacan las siguientes:

- Uso como alimento para animales (como rumiantes, cerdos, gallinas y conejos)
debido al gran contenido de proteinas y minerales que presentan, pero el
inconveniente es que la cantidad de lignina que presentan hacen que esta sea
perjudicial ya que les reduce la produccion de leche y carne.

- Produccion de bioetanol. La presencia en los posos de hemicelulosa, celulosa vy
lignina permite que este residuo pueda ser utilizado para la produccion de etanol
mediante su fermentacién. Pero, el principal problema es la estructura lignocelulosa
que posee una compleja degradacion y que gran cantidad de residuos poseen
caracteristicas que permiten su uso para la fabricacion de etanol.

- Produccion de biodiesel. Los posos de café son potencialmente utiles para la
produccién de biodiesel debido a su alto contenido en lipidos. Estudios realizados
muestran que el biodiesel obtenido a partir de los posos de café mezclado con
petroleo en las proporciones 5% biodiesel y 95% petroleo (B5) y 20% biodiesel y
80% petrdleo (B20) cumple con las especificaciones de las normas de ASTM
(American Society for Testing Materials) y EN (Estandares Europeos), aunque el
biodiesel puro, no. Estas investigaciones estan dejando paso a implantaciones de
empresas con estos fines, como es el caso de la empresa inglesa Bio-Bean que
produce biodiesel a partir de los residuos generados por un grupo de cafeteras de
Londres. Sin embargo la dispersién del producto de partida necesitaria de un precio
de venta superior al biodiesel obtenido por otras fuentes para rentabilizar el proyecto

en ciudades de un tamano normal.
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- Uso como bioadsorbente. La presencia de minerales extractivos, polisacaridos,
lignina, polifenoles y taninos condensados hace del poso de café un potente
bioadsorbente, por ello se estan investigando su uso en la eliminacién de metales
pesados como el cobre. [Brienzo, M., Chiyanzu, |., Garcia-Aparicio. M.P., Gérgens. J.
(2014) Spent coffee ground mass solubisation by steam explosion and enzymatic
hydrolysis. Appl Biochem Biotechnol], [EP0366837 B1].

- En la formulacion de cosméticos por sus propiedades emolientes, anticeluliticas,
antienvejecimiento, antimicrobiano, antifungicas, etc. de alguno de sus componentes,
tras los procesos de extraccion y purificacion.

- Uso en productos de alimentacion saludable (bebidas adelgazantes, energizantes,
etc).

- Para la produccion de enzimas a partir de los residuos del café, aunque todavia esta
en un estado de técnica embrionario.

- Aprovechamiento energético. Tuvo un breve desarrollo a principios de los 90 en
Holanda pero se abandond la linea, dada la escasa viabilidad econdmica en
comparacion con otras fuentes de energia.

- Obtencién de biochar. En esta aplicacién se presentan problemas similares a la

anterior. Todavia no hay nada desarrollado en escala productiva.

Puede encontrarse una revisidon sobre estas aplicaciones en [ISBN: 978-0-12-811290-8.

Handbook of Coffee Processing By-Products].

Talasemia

Las personas con beta talasemia grave necesitaran transfusiones de sangre. Y dado que
este tratamiento puede provocar la sobrecarga de hierro, también tendran que recibir
tratamiento para eliminar el exceso de hierro. En la actualidad existe un medicamento por
via oral llamado deferasirox puede ayudar a eliminar el exceso de hierro. Este farmaco esta
compuesto por deferoxamina, ligando tridentado que se une al Fe con una alta afinidad (en

una proporcion de 2:1), promoviendo la excrecion de Fe, principalmente por heces.

Seria conveniente disponer de nuevos farmacos o composiciones farmacéuticas o

nutracéuticas que permitan capturar una mayor cantidad de Fe y favorecer su eliminacion.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencion de
subproductos, que contienen biosurfactantes (surfactina) y melanoidinas, a partir de posos

del café mediante un proceso de fermentacion.

Aunque dicho producto puede ser obtenido en presencia de cualquier cepa de bacterias de
la especie Bacillus subtilis, se destaca el uso de la cepa CECT 9462 (numero de depdsito
CECT 9462) depositada el 26 de Octubre de 2017 en la Coleccién Espanola de Cultivos
Tipo (CECT) por la Universidad de Granada.

A diferencia de la mayoria de métodos actualmente conocidos, en la presente invencion se
presenta de forma novedosa un proceso de produccion relativamente sencillo y rapido, cuya
materia prima basica (posos del café) se constituye en una fuente residual abundante de la
industria alimentaria y la hosteleria y que permite obtener de forma simultanea

biosurfactantes y melanoidinas.

Precisamente, como los subproductos obtenidos por el procedimiento que se describe en
esta invencidon son ricos en melanoidinas y biosurfactantes, también son objeto de la
invencion procedimientos de obtencidn separada de melanoidinas o surfactinas a partir del

subproducto obtenido por el procedimiento del primer aspecto de la invencion.

En otro aspecto, la invencion describe un procedimiento para obtener subproductos ricos en
surfactantes y melanoidinas que afiade biosurfactantes producidos a partir de otras fuentes
de carbono diferentes a los posos de café al subproducto obtenido por el procedimiento del

primer aspecto de la invencion.

Los subproductos obtenidos presentan alto valor afadido, bien sea por su actividad
antioxidante, actividad prebidtica, capacidad emulsionante, capacidad quelante de metales,
pudiendo ser empleados directamente tanto en el campo de los alimentos funcionales, como

en la cosmética, biorremediacion de suelos y aguas, biofortificacion agrondémica, entre otros.

Debido a la capacidad secuestrante de ambos compuestos (melanoidinas y surfactina),
dichos subproductos son capaces de eliminar cantidades importantes de metales pesados

por simple mezclado y, una vez secuestrados, los metales pesados y el producto pueden ser

7
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retirados del efluente por simple precipitacion acida, lo que supone un importante avance en
el tratamiento de las aguas residuales generadas en dicha operacion. Asimismo, debido a su
accion interfacial, su uso estd también especialmente indicado en procesos de
descontaminacion de suelos contaminados conjuntamente con compuestos hidrofébicos y
metales pesados, pudiendo ser recuperado o separado tras su uso mediante procesos de

flotacion o fraccionamiento por espumas.

En ese sentido, en otro aspecto, la invencion también se refiere a un método de
descontaminacion de aguas y otros efluentes que comprende la puesta en contacto del
liquido contaminado con metales pesados con los subproductos obtenibles por los

procedimientos objeto de la invencién, y en particular con melanoidinas.

En otro aspecto, la invencion también se refiere al uso de los subproductos obtenibles por
los procedimientos objeto de la invencion, en particular al uso de melanoidinas, para el
tratamiento de talasemia y otras enfermedades que cursan con un exceso de hierro en la

sangre.

Otros aspectos de la invencion son:
e Alimentos funcionales que comprenden el extracto obtenido por el procedimiento de
fermentacion de la invencion.
e Cosméticos que comprenden el extracto obtenido por el procedimiento de
fermentacion de la invencion
e Abonos para biofortificacion agronémica de alimentos de origen vegetal (hortalizas,
legumbres y cereales) que comprenden el extracto obtenido por el procedimiento de

fermentacioén de la invencion.

La aplicacion de dicho subproducto puede ser realizada tanto a partir del extracto crudo

obtenido tras fermentacion y libre de sélidos, como del mismo concentrado y purificado.

Finalmente, también es objeto de la invencion la cepa CECT 9462, cepa depositada en la
Coleccion Espanola de Cultivos Tipo el 26/10/2017, con nimero de depdsito CECT 9462.
Asi como microorganismos con un alto grado de homologia con la cepa cuya secuencia de
ADN sea idéntica en al menos el 90%, 95%, 99%, 99.5%, 99.7%, 99.8% o el 99.9% con la
secuencia de ADN de la cepa CECT 9462, basandose en la identidad de la totalidad de los

nucledtidos de dichas secuencias de ADN.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Evolucion temporal de la tension superficial durante la fermentacion con B. subtilis
CECT 9462: (izquierda) resultados a 30°C; (derecha) resultados a 37°C.

TS: Tension superficial del medio de cultivo (sobrenadante sin células) (mN/m); TS-1:
Tension superficial de la dilucidon 1/10 del medio de cultivo (mN/m); TS-2: Tension superficial

de la dilucion 1/100 del medio de cultivo (mN/m).

Figura 2. Evolucion temporal de la concentracion de melanoidinas en el medio de cultivo
durante la fermentacion con B. subtilis CECT 9462. Se muestra en ambos casos en el eje de
ordenadas la absorbancia a 420 nm. (izquierda) dilucion 1/10 del medio de cultivo (mN/m);

(derecha) dilucion 1/100 del medio de cultivo.

Figura 3. Actividad interfacial del crudo de surfactina recuperada a las 48 h de fermentacion
con 8.3 g.L! de posos de café: (a) relacion entre la tension superficial y la concentracion de
surfactante, (b) valores de la tension interfacial (IT), angulo de contacto (AC) e indice de

emulsion (E24) a diferentes concentraciones de surfactante.

Figura 4. Cromatograma obtenido para una muestra de biosurfactante crudo liofilizado. A
efectos de comparacion se ha incluido el cromatograma de un patron comercial (standard)

de surfactina (pureza > 98%).

Figura 5. Caracterizacioén de las melanoidinas obtenidas tras la fermentacién en el primer

subproducto descrito.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Se entiende por “biosurfactante” cualquier molécula producida por organismos vivos que
presente actividad interfacial. Dicha propiedad les confiere diversas aplicaciones, entre las
que destacan la detergencia, poder emulgente, lubricacion, capacidad espumante y

solubilizacion y dispersion de fases.

El término “surfactina” se refiere a una familia de lipopéptidos de origen bacteriano, con un

peso molecular de alrededor de 1000 Da, producidos normalmente por bacterias del género
9
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Bacillus que presentan propiedades tensioactivas asi como actividad antimicrobiana,

antitumoral y fibrinolitica.

El término “poso de café” o “SCG” (del inglés “Spent coffee ground’) hace referencia a

cualquier residuo molido obtenido durante el proceso de macerado del café, ya sea
mediante simple coccidn con agua a presion atmosférica o en equipos de presién elevada.
Este tipo de residuos conforman el principal residuo de la industria del café, que produce
anualmente unos 6 millones de toneladas de SCG. En una realizacion particular equivalente,

este término se puede considerar extendido a un hidrolizado de posos de café.

Se denomina “bacteria Bacillus subtilis” a una bacteria del género Bacillus y de la especie
subtilis, Gram positiva. En particular, “Bacillus subtilis CECT 9462 o “Cepa CECT 9462” es
una cepa depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo el 26/10/2017, con namero
de depdsito CECT 9462.

En una realizacién particular, el término “Bacilus subtilis CECT 9462” se empleara también
para identificar a microorganismos con un alto grado de homologia con la cepa cuya
secuencia de ADN sea idéntica en al menos el 90%, 95%, 99%, 99.5%, 99.7%, 99.8% o el
99.9% con la secuencia de ADN de la cepa CECT 9462, basandose en la identidad de la

totalidad de los nucledétidos de dichas secuencias de ADN.

El término “concentracién micelar critica” o “CMC” hace referencia al punto de ruptura en la

tension superficial correspondiente frente al logaritmo de concentracién de biosurfactante.
La tension superficial se determina segun el método UNE-EN 14370:2005. Agentes de

superficie. Determinacion de la tension superficial.

Procedimiento de la invencion

En un primer aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de un
producto con alto contenido en surfactantes y melanoidinas a partir de posos de café, en

adelante, “primer_procedimiento de la _invencién’, que comprende la fermentacion de los

mismos en presencia de microorganismos de la especie Bacillus subtilis.

De forma equivalente, el procedimiento de la invencién se puede realizar sobre un
hidrolizado de posos de café, en lugar de emplear los posos directamente, y fermentar dicho

hidrolizado en presencia de la cepa CECT 9462 para obtener productos con alto contenido

10
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en surfactantes y melanoidinas, por lo que el término “posos de café” podra referirse, en una

realizacién particular, a dicho hidrolizado.

En una realizacion particular, los microorganismos empleados en el proceso de

fermentacion pertenecen a la cepa Bacillus subtilis con nimero de depoésito CECT 9462.

En otra realizacion particular, los microorganismos empleados en el proceso de
fermentacion tienen un alto grado de homologia con la cepa Bacillus subtilis CECT 9462
cuya secuencia de ADN sea idéntica en al menos el 90%, 95%, 99%, 99.5%, 99.7%, 99.8%
o el 99.9% con la secuencia de ADN de la cepa CECT 9462, basandose en la identidad de

la totalidad de los nucledétidos de dichas secuencias de ADN.

En otra realizacion particular, el primer procedimiento de la invencién comprende los
siguientes pasos:
e inoculacion de los microorganismos en un medio de cultivo que contiene los
posos de café,
e fermentacion,
e separacion de los solidos para la obtencidon de un extracto liquido crudo,

exento de solidos.

A continuacién se describen con mayor detalle cada una de las etapas, asi como distintas

realizaciones particulares.
Inoculacion
El in6culo se administra en una proporcion de entre el 5y el 15% (v/v), preferentemente un

5% (v/v), sobre el volumen total del medio de cultivo.

El término “medio de cultivo” se refiere a una solucién acuosa, que comprende los posos del

café, que permite el crecimiento del microorganismo y la fermentacion del sustrato.

En una realizacién particular, el medio de cultivo esta compuesto por 5,0 g L™ de extracto de
levadura, 1,0 g L' de KH,PO,, 0,5 g L' de MgSQO4-7H;0, 0,1 g L' de CaCl,, 0,1 g L de
NaCly 0,7 g L' de peptona, con una concentracién de posos de café de entre 5gL.1a50g

L (db), preferentemente de entre 8y 18 g L.
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En una realizacién particular, en la que se emplea un hidrolizado de posos de café como

material de partida, el medio de cultivo sera el propio hidrolizado.
Fermentacién
En otra realizacion particular, la temperatura a la que se produce la fermentacién esta entre

20y 37°C, preferentemente, a aproximadamente 30°C.

En otra realizacion particular, la fermentacion se realiza a pH > 5,5, preferentemente pH = 7,

lo que facilita el crecimiento del microorganismo.

En otra realizacion particular, la fermentacion se realiza durante un tiempo comprendido

entre 24 y 72 horas, preferentemente comprendido entre 48 y 72h.

De forma preferente, el proceso de fermentacion se realiza en matraces bajo sistema de

agitacion orbital, preferentemente a 160 rpm.

Separacién de los solidos

Una vez transcurrido el tiempo de fermentacion deseado, se separan los sdlidos (posos de
café y microorganismos) presentes en el caldo de fermentacion. Para ello, se pueden
emplear distintas formas de separacion solido-liquido, siendo preferente el uso de la
centrifugacion o mas preferentemente por ultra centrifugacion a una velocidad igual o

superior a 9000 rpm.

En este momento, el medio comprende una cantidad de melanoidinas de hasta el 10 % y de
surfactantes superior a su concentracion micelar critica, y se puede aplicar directamente en
la elaboracion de productos para descontaminacion de suelos, o tras su purificacién, como

emulgente en la elaboraciéon de cosméticos, alimentos funcionales, entre otros.

Esta mezcla se denominara en adelante “primer extracto de la invencién” o ‘primer

subproducto de la invencion” y también es objeto de la misma.

En el primer subproducto de la invencién la concentracién de surfactantes oscila entre 0.02
g/L 'y 0.3 g/L. Es decir, por cada litro de medio de cultivo se pueden obtener entre 0.02 g y 0.

3g de biosurfactante puro.
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En particular, la concentracion de surfactinas es de entre 1,5 y 50 veces superior a su

concentracion micelar critica.

Asimismo, en dicho subproducto la concentraciéon de melanoidinas es de entre 0,1 y 10%

p/p.

El procedimiento de la invencién ofrece los siguientes datos de rendimiento medio de cada
subproducto respecto al peso total de los posos de café de partida:

- Melanoidinas: alrededor del 1 % (p/p)

- Surfactantes: alrededor del 0,25% (p/p)

- Polifenoles: alrededor de 7 % (p/p)

- Posos de café “agotados”, aptos para su empleo como biomasa: 90 % (p/p)

En distintas realizaciones particulares, el procedimiento de la invencion se puede completar

con pasos adicionales, optativos:

Recuperacion y conservacion del subproducto.

En una realizacién preferente, el extracto crudo obtenido tras separacion de los sélidos
(posos de café y microorganismos), se somete a un proceso de acidificacion, a pH de entre
1y 4, preferentemente 2, y a temperaturas de entre 2°C y 15°C, preferentemente a 4°C,
durante 12 horas. Los surfactantes y las melanoidinas precipitadas se recuperan mediante

centrifugacién. A continuacion, los solidos colectados, en adelante “sequndo subproducto de

la invencién” son disueltos con agua milli-Q y su pH ajustado a 7.

Opcionalmente, para su mejor conservacion, el producto asi obtenido se somete a un

proceso de liofilizacion.

Purificacion del producto.

Tras la precipitacion acida, el segundo subproducto de la invencién puede ser purificado
usando diferentes técnicas, entre las que se destaca los procesos de extraccion con

solventes y los procesos de filtracion con membrana.

Con esta purificacion se consigue que este segundo subproducto cumpla requisitos mas

exigentes para su uso en alimentacion o cosmética.
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Asi, en una realizacion particular, las melanoidinas se extraeran del segundo subproducto
de la invencién con disolventes organicos polares a una temperatura comprendida entre 40
y100°C.

De modo particular, las melanoidinas se extraeran del segundo subproducto de la invencién
empleando agua como disolvente polar. Preferentemente se emplea agua a una

temperatura de entre 50 y 90°C

El tiempo de extraccion necesario esta comprendido entre 5 a 45 minutos, preferentemente

entre 10 y 20 minutos.

Posteriormente se separara el sobrenadante del residuo solido mediante decantacion,

filtracion o cualquier otro método fisico-quimico similar.

El aislamiento de las melanoidinas se puede llevar a cabo mediante diafiltracion,
ultrafiltracién o cualquier otro procedimiento que permita separar compuestos con distinto

peso molecular.

Preferiblemente se utilizara la diafiltracion con una membrana que retenga compuestos de
peso molecular mayor a 20 kDa, aunque se pueden utilizar membranas a menor tamafio

molecular.

Este proceso de aislamiento se realizara preferentemente a temperatura ambiente y presion
de entre 1 a 3 bar, aunque alternativamente se puede realizar a alta presién-temperatura

para mejorar el rendimiento de la filtracion.

Tras la anterior concentracion del liquido se desecha el eluato y el retentato se lava con
agua hasta llevarlo al volumen original. Se repite el proceso de concentracién-lavado al

menos 2 ciclos mas.
Finalmente las melanoidinas se secaran mediante distintos mecanismos (desecacion en

estufa, liofilizacion o cualquier otro medio similar de eliminacion del agua), alcanzando una

pureza de hasta el 99 %.
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Hidrélisis previa

Como se ha comentado previamente, en otra realizacion particular, especialmente disefiada
para producir extractos ricos en surfactinas, los posos de café se someten a hidrdlisis,
preferentemente hidrolisis a alta presién, usando la fraccion liquida de la mezcla resultante

como medio de cultivo inicial para el procedimiento de la invencion.

En otra realizacién particular, los posos de café se someten previamente a una extraccion
de melanoidinas antes del proceso de hidrdlisis. Una vez fermentado el licor resultante de la
hidrolisis de los posos de café, se pueden anadir las melanoidinas obtenidas previamente en

la etapa de extraccion.

La proporcion de melanoidinas que se afade variara en funcién de la aplicaciéon particular

que se desee dar a este tercer subproducto de la invencién.

Enriguecimiento del medio con melanoidinas.

En otra realizacion particular, el procedimiento comprende la adicion de melanoidinas tras la
parada del proceso de fermentacion, consiguiendo asi evitar la proliferacién de nuevos

microorganismos.
En una realizaciéon preferente, la adicién de melanoidinas se realiza anadiendo un extracto
de melanoidinas obtenido mediante una hidrélisis previa de los posos de café, en particular,

segun la etapa de hidrolisis previa descrita previamente

Consideraciones sobre el material de partida

En otra realizacion particular, el tamano de particula de los posos de café empleados varia
entre menos de 50 micras y 2 mm, por lo que en una realizacion preferente, el
procedimiento comprende un paso previo de tamizado en el que se homogeneiza el tamafio
de particula de los posos de café eliminando las particulas de mas de 2 mm. En realizacion
preferente, el procedimiento comprende un paso previo de tamizado en el que se
homogeneiza el tamafio de particula de los posos de café eliminando las particulas de mas

de 1 mm.

Esta homogeneizacion se puede realizar mediante triturado y tamizado de los posos de

café.
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Subproductos de la invencion

También son objeto de la presente invencién los distintos extractos o subproductos que se

pueden obtener mediante el procedimiento de la invencion (en adelante “subproductos de la

invencion”).

Por un lado, la invencion se refiere a un subproducto, tercer subproducto de la invencion,
obtenible mediante el procedimiento de la invencion, que comprende entre un 0,1y 1 % de

surfactinas y entre un 3 y 5% de melanoidinas.

Por otro lado, la invencion se refiere a un subproducto rico en surfactinas, cuarto
subproducto de la invencion, obtenible mediante el procedimiento de la invenciéon que

contiene mas de un 0,1% (p/v), preferentemente mas de un 0,5% (p/v) de surfactinas.

Por otro lado, la invencién se refiere a un subproducto rico en melanoidinas, quinto
subproducto de la invencion, obtenible mediante el procedimiento de la invencion y tras una
etapa adicional de extraccion, que contiene mas de un 3% (p/v), preferentemente mas de un

4% (p/v) de melanoidinas.

Los distintos subproductos de la invencion tienen diferentes aplicaciones, entre las que

destacan las siguientes, que también son objeto de la invencion.

Biorremediacion

La invencion también se refiere a un método de descontaminacion, mediante la eliminacion
de metales pesados, de suelos, aguas, y otros efluentes que comprende la puesta en
contacto del material contaminado con metales pesados con los subproductos de la

invencion.

Equivalmentemente, la invencion se refiere a un producto o composicion que comprende
alguno de los subproductos de la invencion para la eliminacion de metales pesados

presentes en medios contaminados, como suelos, aguas, y otros efluentes.

En una realizacion particular, se emplearan volumenes de 10 mL de disoluciones de 0,2-10
g/L de cualquier subproducto de la invencion, preferentemente del tercer o quinto
subproducto de la invencion para descontaminar 10 g de suelo contaminado con metales
pesados como por ejemplo cobre, plomo o arsénico. De esta manera la concentracién en

suelos varia de entre y un 0,02% y un 1% en peso de suelo a descontaminar.
16
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La invencion también se refiere al uso de melanoidinas para descontaminacion de suelos,
aguas, y otros efluentes que comprende la puesta en contacto del material contaminado con

metales pesados con melanoidinas.

En una realizacion particular, se emplearan 0,2-10 g/L de melanoidinas para descontaminar

10 g de suelo contaminado con metales pesados como por ejemplo cobre, plomo o arsénico.

Elaboracién de alimentos funcionales ricos en hierro y otros metales

La capacidad quelante de las melanoidinas las hace aptas para la elaboracion de alimentos
funcionales, por lo que también son objeto de la presente invencién alimentos funcionales,
en particular prebidticos, que comprenden melanoidinas, y en particular que comprenden

alguno de los subproductos de la invencion.

Para elaborar alimentos funcionales ricos en hierro y otros minerales, se aislaran en primer
lugar las melanoidinas obtenidas de posos de café o de alguno de los subproductos de la
invencién, o bien se empleara directamente alguno de los subproductos de la invencion, y se

disolveran en una solucién del mineral a enriquecer (hierro, cobre, cinc, selenio, yodo, etc.).

Tras dejar en incubacién a temperatura ambiente durante 12 horas, se realiza una
ultrafiltracion con una membrana de 10 kDa, quedando las melanoidinas retenidas, y se lava
2 veces con agua. Finalmente el extracto de melanoidinas se secara por atomizacion.

Este ultimo extracto se empleara como alimento funcional o formara parte de un alimento
funcional. Un ejemplo del efecto de dichos alimentos se describe en la Tabla 1. Asimismo, la

actividad prebidtica de un subproducto de la invenciéon se puede ver en la tabla 2.

Fe (ppm)| Cu (ppm) | Porcentaje | Porcentaje | Fe (ppm) liberado | Cu (ppm) liberado
quelado | quelado de Fe de Cu tras digestion y tras digestion y
inicial inicial quelado quelado fermentacion fermentacion

191,6 158 49,48 44,53 69,60 87,66

Tabla 1: ejemplo del electo de uno de los alimentos funcionales confeccionados con un

subproducto de la invencion.

Género bacteriano Control (% del total de la

microbiota)

Extracto (% del total de

la microbiota)

Bifidobacterium 0,331 1,049
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spp.

Lactobacilus spp. 0,212 1,610

TABLA 2: Ejemplo de actividad prebiotica de un subproducto de la invencion

Tratamiento de la talasemia

Las personas con beta talasemia grave necesitaran transfusiones de sangre. Y dado que
este tratamiento puede provocar la sobrecarga de hierro, también tendran que recibir
tratamiento para eliminar el exceso de hierro. Un medicamento por via oral llamado
deferasirox puede ayudar a eliminar el exceso de hierro. Este farmaco esta compuesto por
deferoxamina, ligando tridentado que se une al Fe con una alta afinidad (en una proporcion
de 2:1), promoviendo la excrecion de Fe, principalmente por heces. En este caso, las
melanoidinas de café tienen igualmente una absorcion digestiva baja y excrecion por heces,
similar a la de la deferoxamina. Sin embargo, mientras la deferoxamina es capaz de quelar
99,8 mg Fe/g, ensayos in vitro nos han permitido determinar que las melanoidinas de café

son capaces de quelar 191,6 mg Fe/g, duplicando asi la potencia de la deferoxamina.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion que comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva de melanoidinas para el tratamiento de talasemia

En una realizacion particular, la invencion se refiere a una composicion que comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de cualquiera de los suproductos de la invencion para el
tratamiento de talasemia, preferentemente un extracto de melanoidinas con el 99% de

pureza.

El uso como medicamento podria realizarse a través de capsulas de gelatina blanda con
melanoidinas extraidas de posos de café o de cualquier otro subproducto alimenticio que
haya sido procesado térmicamente. Estas capsulas se podrian ingerir con la comida,
disgregandose en el estbmago, de forma que quelaran el hierro de la dieta, favoreciendo su
excrecion. Estas capsulas se podrian utilizar en todas aquellas patologias que cursen con

una hemoscromatosis (contenido elevado en sangre de hierro).

MODOS DE REALIZACION

Para la produccién de biosurfactantes, particularmente lipopéptidos, empleando Bacillus

subtilis CECT 9462, el tiempo de fermentacion se siguid midiendo la concentracion de

biomasa celular, el pH y la tension superficial del liquido sobrenadante libre de células
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durante el proceso. También se evaluaron la estructura quimica del biosurfactante, asi como
sus propiedades interfaciales (como la concentracién critica de micelas, el angulo de
contacto y la tension interfacial). Ademas, se evalud la extraccion de melanoidinas vy

polifenoles, estudiando su relaciéon con la capacidad antioxidante.

El biosurfactante se produjo por fermentacion liquida sumergida (SLF) en matraces
Erlenmeyer de 500 ml llenos con 200 ml del caldo de cultivo. El biosurfactante se recupero
del sobrenadante libre de células mediante precipitacion acida. El biosurfactante crudo, tras
liofilizacién de 48 horas, presenta un rendimiento de entre 0,35-0,40 g/L con la cepa CECT
9462.

Identificacion del biosurfactante.

Para confirmar la presencia de surfactina en el extracto o subproductos, se realizan analisis
de espectrometria de masas. La similitud de los espectros de los extractos o subproductos y
la surfactina estandar (Sigma, 98% de pureza) es evidente (Figura 4). Por lo tanto, es

posible afirmar que el biosurfactante producido es surfactina.

Identificacion de las melanoidinas

La Figura muestra la caracterizacién de las melanoidinas obtenidas tras la fermentacion en

el primer subproducto descrito.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de obtencién de un producto con alto contenido en surfactantes y
melanoidinas a partir de posos de café, que comprende la fermentacion de los
mismos en presencia de microorganismos de la especie Bacillus subtilis.
Procedimiento, segun reivindicacion anterior, en el que los microorganismos
empleados en el proceso de fermentacion pertenecen a la cepa Bacillus subtilis
CECT 9462.
Procedimiento, segun reivindicacion 1, en el que los microorganismos empleados en
el proceso de fermentacion tienen un alto grado de homologia con la cepa Bacillus
subtilis CECT 9462, cuya secuencia de ADN sea idéntica en al menos el 90%, 95%,
99%, 99.5%, 99.7%, 99.8% o el 99.9% con la secuencia de ADN de la cepa CECT
9462, basandose en la identidad de la totalidad de los nucledtidos de dichas
secuencias de ADN.
Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
los siguientes pasos:

a. inoculacion de los microorganismos en un medio de cultivo que contiene los

posos de café
b. fermentacion
C. separacion de los solidos para la obtencién de un extracto crudo, exento de
sélidos.

Procedimiento, segun reivindicacion 4, caracterizado por que el indculo se administra
en una proporcion de entre el 5y el 15% (v/v), preferentemente un 5% (v/v), sobre el
volumen total del medio de cultivo que comprende los posos de café.
Procedimiento, segun reivindicaciones 4 o 5, caracterizado por que el medio de
cultivo estd compuesto por 5,0 g L' de extracto de levadura, 1,0 g L' de KH,PQO,, 0,5
g L' de MgSQ4-7H;0, 0,1 g L' de CaCly, 0,1 g L' de NaCl y 0,7 g L™ de peptona,
con una concentracion de posos de café de entre 5 g L4+ a 50 g L' (db),
preferentemente de entre 8 y 18 g L™.
Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, caracterizado por que
la fermentacion se produce a una temperatura de entre 20 y 37°C, preferentemente,

aproximadamente 30°C.
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Procedimiento, segun reivindicaciones 4 a 7, caracterizado por que la separacion de
solidos se realiza por centrifugacion o mas preferentemente por ultracentrifugacion a
una velocidad igual o superior a 9000 rpm.

Producto obtenido por el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
8.

Producto, segun reivindicacion anterior, caracterizado por que la concentracién de
surfactinas es de entre 1,5 y 50 veces superior a su concentracién micelar critica.
Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que ademas
comprende una etapa de acidificacién seguida de una etapa de centrifugacion.
Procedimiento, segun reivindicacion anterior, caracterizado por que la acidificacion
se realiza a pH 2 a 4°C durante 12 horas.

Producto obtenido por el procedimiento segun reivindicaciones 11 o 12.
Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 11 o 12, que
comprende una etapa previa consistente en someter los posos de café a hidrdlisis,
preferentemente hidrdlisis a alta presion y emplear la fraccion liquida de la mezcla
resultante como medio de cultivo.

Procedimiento, segun reivindicacion anterior, que comprende una extraccién de
melanoidinas antes del proceso de hidrdlisis.

Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 11, 12, 14 0 15, que
comprende la adicién de melanoidinas tras la fermentacion de los posos de café en
presencia de los microorganismos.

Procedimiento, segun reivindicacion anterior, que comprende la adicién de las
melanoidinas obtenidas antes de la hidrolisis.

Producto obtenido por el procedimiento segun reivindicaciones 14 a 17.
Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 11, 12, 0 14 a 17, que
ademas comprende una etapa previa de tamizado de los posos de café en el que se
eliminan particulas con tamafo superior a 2mm, preferentemente con tamano
superior a 1mm.

Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 11, 12, 14 a 17 0 19,
caracterizado por que su rendimiento es de al menos 20 mg de surfactante por litro
de medio de cultivo.

Alimento funcional que comprende un producto segun reivindicaciones 9, 10, 13 o
18.

Alimento funcional que comprende un producto segun reivindicaciones 9, 10, 13 0 18

que comprende al menos un 99% de melanoidinas.
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Composicion para la eliminacion de metales pesados en medios contaminados que
comprende un producto segun reivindicaciones 9, 10, 13 0 18.

Composiciéon para la eliminacion de metales pesados en medios contaminados que
comprende un producto segun reivindicaciones 9, 10, 13 o 18 que comprende al
menos un 99% de melanoidinas.

Composiciéon para el tratamiento de talasemia que comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva de un producto segun reivindicaciones 9, 10, 13 o0 18.

. Composicion para el tratamiento de talasemia que comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva de un producto segun reivindicaciones 9, 10, 13 0 18 que
comprende al menos un 99% de melanoidinas.

Microorganismo perteneciente a la especie Bacillus subtilis 9462 (numero de
deposito CECT 9462) depositada el 26/10/2017 por la Universidad de Granada en la
Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) y/o microorganismo con un alto grado
de homologia con la cepa CECT 9462 cuya secuencia de ADN sea idéntica en al
menos el 99,6%, 99,7%, 99,8% o el 99,9% con la secuencia de ADN de la cepa
CECT 9462, basandose en la identidad de la totalidad de los nucledtidos de dichas

secuencias de ADN.
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