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@Resumen:

En esta invencion se describe un proceso para la
obtencion de biosurfactantes a partir de la fracciéon
liquida de los licores de lavado de maiz mediante
procesos de separacién fisica que comprenden
centrifugacion y dialisis. El extracto biosurfactante
obtenido es capaz de reducir la tension superficial del
medio en méas de 16 unidades y posee una
concentraciéon micelar critica (CMC) menor de 0,13
g/L. Esta es la primera vez que se demuestra que es
posible obtener un extracto biosurfactante a partir de
la fraccion acuosa de los licores de lavado de maiz,
mediante procesos de separacion fisica, eliminado el
uso de procesos de extraccion liquido-liquido y sélido-
liquido.
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DESCRIPCION

Obtencién de un extracto biosurfactante a partir de los licores de lavado de maiz mediante
procesos de separacion fisica

Sector de la técnica.

La presente invencion pertenece a la obtencidén de detergentes de origen natural en el que se
aplican ademas tecnologias limpias para la obtencién de los mismos.

El objetivo principal de esta invencion es la obtencién de extracto biosurfactante a partir de la
fraccion liquida de los licores de lavado de maiz mediante procesos de separacion fisica, sin el
uso de disolvente organicos ni disoluciones tampén.

Antecedentes de lainvencion

Se ha demostrado que a partir de los licores de lavado de maiz se pueden obtener extractos
biosurfactantes con numerosas aplicaciones en distintos campos industriales.

Los extractos obtenidos y evaluados hasta el afio 2020 se obtuvieron mediante extraccion
liquido-liquido utilizando diferentes disolventes orgénicos. La extraccion y usos, asi como la
composicion de estos extractos estan protegidos bajo las siguientes patentes: ES-2424399 B2,
W02014044876A1, ES-2527366_B1.

Por otra parte, recientemente se ha publicado una nueva patente (ES-2795574_A1) donde se
muestra que es posible extraer un extracto biosurfactante a partir de la fraccion sélida de los
licores de lavado de maiz, que suelen contener un 50% en sélidos, tras extraccion soélido-
liquido con diferentes disoluciones acuosas que comprenden disoluciones tampoén fosfato en
presencia (PBS por sus siglas en inglés phosphate-buffered saline) o ausencia de NacCl,
seguido de un proceso de didlisis.

Este extracto tiene una composicion diferente al extracto obtenido a partir de los licores de
lavado de maiz utilizando disolventes organicos, posiblemente debido a que contiene
compuestos biosurfactantes extraidos a partir de la membrana plasmatica de los
microorganismos que componen la fraccion sélida de los licores de lavado de maiz. En la
Figura 1 y Figura 2 se recoge el esquema para la produccion de biosurfactantes a partir de los
licores de lavado de maiz siguiendo la tecnologia recogida en las patentes ES-2435324 B2y
W02014044876A1 (Figura 1) y en la patente ES-2795574_Al (Figura 2).

Si se realiza un estudio cronologico, la primera publicacién sobre la capacidad surfactante de
los licores de lavado de maiz fue en el Journal of Agriculturual and Food Chemistry en 2014
(Vecino y col. 2014) a la cual siguieron varias publicaciones donde se obtuvo un extracto
biosurfactante obtenido mediante extraccion liquido-liquido con cloroformo (Vecino y col. 2015,
Bioprocess and Biosystems Engineering) aplicandose en la formulacion de bioadsorbentes
(Pérez Ameneiro y col. 2015, Carbohydrate Polymers); a la descontaminacién de lodos y
suelos (Vecino y col. 2015, Jounal of Agriculturual and Food Chemistry; Bustos y col. 2018,
Agrociencia); a formulaciones de nanoparticulas (Gémez-Grafa y col. 2017, Nanomaterials); a
formulaciones cosméticas y de cuidado personal (Rincon-Fontan y col. 2016, RSC Advances;
Rincén-Fontan y col. 2017, RSC Advances; Rincén-Fontan y col. 2018, Powder Technology:
Rincén Fontan y col. 2017, RSC Advances; Rincon-Fontan y col. 2018, Powder Technology;
Rincon-Fontan y col. 2019, Journal of Colloid and Interface Science; Rincon-Fontan y col. 2020,
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ACS Omega; Rincén-Fontan y col. 2020, Sustanaible Chemistry and Pharmacy); asi como a
formulaciones farmaceuticas (Rodriguez-Lopez y col. 2019, Journal of Pharmaceutical
Sciences; Rodriguez-Lopez y col. 2020, Journal of Dermatological Treatment). Por otra parte, el
extracto biosurfactante obtenido a partir de los licores de lavado de maiz utilizando acetato de
etilo ha sido evaluado para su uso en la industria alimentaria, demostrando que favorece el
crecimiento de microorganismos probibticos (Lépez-Prieto y col. 2019, Journal of the Science of
Food and Agriculture); que tiene poder antimicrobiano (Lopez-Prieto y col. 2019, Foods; Lépez-
Prieto y col. 2020, Foods) y que favorece la extraccion de compuestos coloreados durante los
procesos de vinificacion en la etapa de maceracion del vino tinto (Scalzini y col. 2020, Foods).

También se ha demostrado que uno de los microorganismos responsables de la aparicion de
estos biosurfactantes en los licores de lavado de maiz es la cepa de Aneuribinibacillus
aneurinilyticus (Lopez-Prieto y col. 2019, CyTA — Journal of Food; Lépez-Prieto y col. 2021,
Microbiological Research). Esta cepa es una bacteria capaz de formar esporas que resisten las
condiciones del proceso de “steeping” que tiene lugar durante el fraccionamiento del maiz por
via humeda, capaz de producir 2 tipos de extractos biosurfactante “cell-bound” adherido a su
membrana plasmatica.

Respecto a los trabajos existentes sobre la separacién y/o purificacion de surfactantes y/o
biosurfactantes utilizando membranas decir que los datos bibliogréaficos existentes son referidos
a surfactantes sintetizados quimicamente o a biosurfactantes producidos en fermentaciones
controladas y de una naturaleza diferente a los obtenidos a partir de los licores de lavado de
maiz. Kertész y col. (2008) utilizaron una membrana de nanofiltracion para la separacién de un
surfactante anidnico CL80 (en concentraciones entre 0,5 a 5 g/L), con rendimientos del 94%.
Kaya y col. (2006) también utilizaron membranas de ultrafiltracion para la separacion de
surfactante no iénicos sintetizados por via quimica. Fernandez y col. (2005) publicaron que es
posible eliminar el 70% de dodecilsulfato de sodio con la membrana de ultrafiltracion de
cerdmica Menbralox. Klimonda y Kowalska (2019) estudiaron la eliminacion de tensioactivos
cationicos (bromuro de cetrimonio, cloruro de benzalconio y Tequat LC90i) mediante el uso de
membranas poliméricas en procesos de ultrafiltracién y nanofiltracion (en concentraciones
entre 50 y 3000 mg/L). Estos autores, observaron que la eficacia del proceso se ve afectada
por la concentracion de tensioactivo, el tipo de polimero de membrana y el tamafio de sus
poros. La separacién de bromuro de cetrimonio superé el 90% con ambos tipos de procesos,
siendo el 70% la retencion maxima para el cloruro de benzalconio con membranas
nanofiltracion, mientras que la separacion de Tequat LC90i fue muy alta y alcanz6 hasta el
100% con el uso de membranas de ultrafiltracion. En cuanto a los estudios con membranas
aplicados a biosurfactantes, Mulligan y Gibbs (1990) fueron los primeros en utilizar membranas
de ultrafiltracion para la separacion biosurfactantes, producidos en fermentaciones controladas,
entre los que se incluyen la surfactina y rhamnolipidos. Posteriormente, Witek-Krowiak y col.
(2011) propusieron un proceso de ultrafiltracion de dos etapas para separar y purificar
rhamnolipidos de medios de cultivo. Este método de ultrafiltracion de dos etapas consistio en
una primera etapa donde se utiliza membranas de un corte de alto peso molecular para aislar
las micelas contenidas en el concentrado, el cual posteriormente es diluido con alcohol (para
romper las micelas) y la solucién obtenida se vuelve a someter a ultrafiltracion usando una
membrana de corte de bajo peso molecular para separar el biosurfactante de cualquier
componente del medio ocluido por la estructura micelar. Como resultado, el retenido contenia
proteinas y otras macromoléculas, mientras que el permeado contenia una solucién pura de
biosurfactante. Ademas, Isa y col. (2007) propusieron el mismo proceso de ultrafiltracion en dos
etapas para el proceso de purificacion de surfactina. Ademas, Coutte y col. (2013) propusieron
recuperar la surfactina de los medios de cultivo después de aplicar los procesos de
microfiltracion y ultrafiltracion, obteniendo un extracto biosurfactante con una pureza de hasta
95%. La ultrafiltracion de un solo paso debe llevarse a cabo a concentracion micelar critica de
3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2931088 Al

los biosurfactante) se eliminaran debido a su mayor tamafo. Sin embargo, la formacion de
micelas (y por lo tanto la mayor parte del biosurfactante) se eliminarian debido a su mayor
tamafio. Sin embargo, la formaciéon de micelas se ha utilizado como una ventaja en un método
de ultrafiltracion de dos pasos ligeramente mas complejo (Isa y col. 2007; Baker & Chen, 2010).
En relacion con la utilizacion de procesos de didlisis para la separacion de biosurfactantes a
partir de medios acuosos fermentados Ciandrini y col. (2016) han obtenido un extracto
biosurfactante después de fermentar los medios comerciales Man Rogosa and Shape agar
(MRS) (Oxoid, UK) a 37°C durante 24-48 h bajo condiciones microaerobias (5% 02; 10% CO2;
85% N2), mediante la utilizacion de diferentes bacterias lacticas. En estos estudios, el medio
una vez fermentado, se centrifugé a 17000 rpm durante 15 min a 4°C y se filtré con un filtro
Millipore de 0,22 =m para finalmente dializarlo con una membrana Spectra/Por® de 1 y 6 kDa.
Los biosurfactantes obtenidos a partir de bacterias lacticas estan catalogados como glicolipidos
o glycolipopéptidos (Sharma y col. 2016, Springer Briefs in Microbiology) con una naturaleza
diferente a los biosurfactantes contenidos en los licores de lavado de maiz consistentes
principalmente en lipopéptidos y fosfolipidos (Rodriguez-Lépez y col. 2020, Separation and
Purification Technology). Por otra parte Chandran y Das (2012) han separado biosurfactantes
producidos por Cantidad tropicalis a partir de un medio fermentado en condiciones controladas
mediante extraccion sélido-liquido utilizando una columna de gel de silica seguido de dialisis.

Los biosurfactantes presentes en este extracto tienen una naturaleza diferente de los
biosurfactantes contenidos en los licores de lavado de maiz. Hasta ahora los procesos de
dialisis han sido aplicados de forma rutinaria, en la recuperacion de biosurfactantes, al extracto
acuoso obtenido tras someter a la biomasa microbiana, principalmente bacterias lacticas, a un
proceso de extraccion con tampoén fosfato (Gudifia y col., 2010, Colloids and Surfaces B:
Biointerfeces; Vecino y col. 2017, Journal of Industrial and Engineering Chemistry; Satpute y
col. 2019, BMC Microbiology). Hay que destacar que estos procesos son totalmente diferentes
a la tecnologia que se recoge en la presente invencién el proceso de didlisis se aplica
directamente a un medio fermentado y no al extracto acuoso obtenido tras lavar y someter a la
biomasa a un proceso de extraccién con tampén fosfato. Por otra parte, destacar que todos los
procesos descritos con anterioridad y que contemplan el uso de

Explicacién de lainvencién

Se propone un proceso para obtencién de biosurfactantes a partir de los licores de lavado de
maiz, generados durante el fraccionamiento del maiz por via hiumeda, utilizando Unicamente
procesos de separacion fisica. El extracto biosurfactante obtenido tiene unas propiedades
parecidas al extracto obtenido de la fraccidén sdlida de los licores de lavado de maiz, mediante
extraccion solido-liquido, en base a los andlisis por espectrofotometria de masas se puede
corroborar que su composicion es diferente.

Explicacién detallada de la invencidn

Se tomaron los licores de lavado de maiz y se sometieron a un pretratamiento consistente en
varias etapas de centrifugacion (50-5000 rpm, 4-40°C) y/o filtracion, utilizando papel de resma
(gramaje hasta 60 g/m2) y filtros de tamafo hasta 0,45 =m. Posteriormente la fraccion acuosa,
de los licores de lavado de maiz, se les ajusto el pH a diferentes valores entre 2 y 6 se
sometieron a varios procesos de didlisis a diferentes temperaturas (4-25°C) y con diferentes



10

15

20

25

30

35

40

ES2931088 Al

membranas, de entre 8 kDa y 1 kDa, con el fin de optimizar las condiciones de operacion y
seleccionar aquel extracto con las mejores propiedades biosurfactantes.

En la figura 3 se recoge, a modo de ejemplo, el esquema de uno de los procesos propuesto
para conseguir un extracto biosurfactante a partir de los licores de lavado de maiz aplicando
procesos de separacion fisica. Este esquema comprende un proceso que implica 3 etapas de
separacion: centrifugacion, filtracion y dialisis. Aunque el extracto obtenido de los licores de
lavado de maiz, mediante 2 procesos (centrifugacion o filtracion, seguido de dialisis) tiene unas
propiedades parecidas al obtenido mediante la aplicacibn secuencial de procesos de
centrifugacion, filtracion y didlisis, se selecciona esta Ultima secuencia de procesos como
Optima con el fin de obtener un extracto biosurfactante exento de biomasa microbiana y lo mas
higienizado posible.

Tas finalizar el proceso de didlisis la fraccion acuosa rica en biosurfactantes es liofilizada para
su conservacion. Los andlisis de caracterizacion del extracto biosurfactante se realizaron una
vez este fue liofilizado.

Breve descripcion de los dibujos

Para complementar la descripcidn realizada y con objeto de ayudar a una mejor comprension
de las caracteristicas de la invencién, se acompafia como parte integrante de dicha
descripcion, un juego de esquemas en donde con cardcter ilustrativo y no limitativo, se ha
representado lo siguiente:

Figura 1. Esquema del proceso propuesto para la obtencion de biosurfactantes a partir de los
licores de lavado de maiz utilizando disolventes organicos. El proceso de extraccion se aplica a
las dos fracciones que componen los licores de lavado de maiz liquida y sélida. Con esta
metodologia se obtiene un extracto biosurfactante con n aspecto oleoso.

Figura 2. Esquema propuesto para la obtencion de biosurfactantes a partir de la fraccion sélida
de los licores de lavado de maiz. El proceso incluye centrifugacion de los licores de lavado de
maiz, lavado de la fraccion sélida y extraccion solido-liquido de la fraccion sélida lavada con
diferentes disoluciones tampén. De esta forma se consiguen obtener los compuestos
biosurfactantes que estan adheridos a la membrana plasmética de la biomasa microbiana que
componen los licores de lavado de maiz. El extracto biosurfactante obtenido tras su liofilizacién
tiene un aspecto de polvo blanco y presenta capacidad de formar espuma.

Figura 3. Esquema propuesto en esta invencion para la obtencién de biosurfactantes a partir
de los licores de lavado de maiz mediante procesos de separacion fisica. Se parte de los
licores de lavado de maiz que son centrifugados Yy filtrados para eliminar la fraccion solida que
compone los licores de lavado de maiz, incluida la biomasa microbiana, y posteriormente la
fraccibn acuosa se somete a un proceso de dialisis con el fin de obtener un extracto
concentrado en biosurfactantes, producidos de forma extracelular por los microorganismos que
crecen en los licores de lavado de maiz de forma natural. Tras la liofilizacion de este extracto
su aspecto es en forma de polvo amarillo-blanquecino, con una capacidad limitada de formar
espuma, pero con unas buenas propiedades tensioactivas.
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Realizacion preferente de lainvencidn

Se realizaron extracciones a licores de lavado de maiz suministradores por FeedStimulants
(Utrecht, Paises Bajos). El extracto objeto de esta invencidén se obtuvo de los licores de lavado
de maiz, tras aplicar de forma secuencial diferentes procesos de separacion fisica que
comprenden centrifugacion, filtracion y dialisis. El proceso de separacion a diferentes pH,
recogidos en la Tabla 1. Como alternativa también se propone la aplicacion secuencial de
centrifugacion y didlisis, pero de esta forma se obtiene un extracto biosurfactante mas impuro.
Ademas, entre los procesos alternativos para la obtencién de este extracto biosurfactante se
contempla un pretratamiento de ajuste de pH entre 2-6, aunque las propiedades tensioactivas
del biosurfactante obtenido no se mejoran en gran mediada respecto al proceso preferente
seleccionado donde no se alter6 el pH de los licores de lavado de maiz (Tabla 1).

Tabla 1. Etapas empleadas durante el proceso de obtencién del extracto biosurfactante
mediante procesos de separacion fisica.

N° procesos Centrifugacién Filtracién Didlisis Ajuste de pH
separacion
3 Si Si Si No
3 Si Si Si acidificacion
3 Si Si Si basificacion
2 Si No Si No
2 Si No Si acidificacion
2 Si No Si basificaciéon
2 No Si Si No
2 No Si Si acidificacion
2 No Si Si basificaciéon

Tras liofilizar la fraccion acuosa obtenida de los licores de lavado de maiz sometida a los
procesos de separacion fisica incluidos en la Tabla 3 se obtiene un extracto biosurfactante
capaz de reducir la tension superficial del medio en mas de 16 unidades (Considerando como
control la tensién superficial del agua de 72 mN / m) y con una concentracién micelar critica
menor de 0,13 g/L. En cuanto a los pesos moleculares de los compuestos que conforman estos
extractos se observa la presencia de biomarcadores de entre 210 y 1422 m/z asi como
proteinas de elevado peso molecular detectadas estas ultimas mediante electroforesis. En
cuanto al analisis elemental de los extractos biosurfactantes obtenidos estos presentan un
contenido en carbono de entre 34-36% y un contenido en nitrdgeno de 8-9%, observandose un
enriquecimiento en nitrégeno. En comparacion con los extractos biosurfactantes obtenidos a
partir de los licores de lavado de maiz por otros métodos recogidos en la bibliografia, los
extractos biosurfactantes obtenidos en la presenta invencidén reducen la tension superficial del
agua en menor medida que el extracto biosurfactante obtenido mediante procesos de
extraccion liquido-liquido con disolventes organicos (reducciones de tension superficial entre
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28-33 unidades) con una menor CMC (0,12 a 0,31 g/L) (Rincén-Fontan y col. 2016, RSC
Advances; Lépez-Rodriguez y col. 2018, Tenside Surfactants and Detergentes; Rincon-Fontan
y col. 2018, Powder Technology; Lopez-Rodriguez y col. 2019, Journal of Pharmaceutical
Sciences; Rincon-Fontan y col. 2020 ACS Omega; Lopez-Rodriguez y col. 2020, Journal of
Dermatological Treatment; Lopez-Prieto y col. 2019, Foods; Lopez-Prieto y col. 2020, Foods).
Por otra parte, el extracto biosurfactante de la presente invencion presenta una capacidad de
reducir la tensidn superficial del agua similar al extracto biosurfactante obtenido de los sélidos
contenidos en los licores de lavado de maiz, mediante extraccion sélido-liquido con
disoluciones tampdn (entre 16-20 unidades), pero este Ultimo presenta con una CMC mayor
(0,42 g/L) (patente ES-2795574_Al). De los 2 procesos contemplados con anterioridad para la
obtencién de biosurfactantes a partir de los licores de lavado de maiz destacar, por orden
cronolégico, que en el primero de ellos (Figura 1) se obtienen dichos biosurfactantes a partir de
la fraccidn conjunta soélida y liquida de los licores de lavado de maiz aplicando a un proceso de
separacion mediante extraccion liquida-liquida con disolventes organicos que no se solapa con
el proceso propuesto en la presente invencion, donde se concentran biosurfactantes a partir de
la fraccion liquida de dichos licores (exenta de sdlidos), mediante la dialisis de la fraccion
acuosa, obteniéndose de esta forma un extracto biosurfactante con unas propiedades muy
diferentes al obtenido aplicando los procesos de extraccion liquido-liquido comprendido en las
patentes (ES-2435324 B2 y W02014044876A1). Respecto al segundo proceso contemplado
(Figura 2) resaltar que los biosurfactantes, referido a la patente (ES-2795574_Al), se obtienen
a partir de la fraccion solida contenida en los licores de lavado de maiz, lo que supone un
elemento diferenciador respecto a la presente invencion, donde los biosurfactantes son
obtenidos a partir de la fraccién acuosa de los licores de lavado de maiz. Ademas, el proceso
propuesto para obtener los biosurfactantes a partir de los licores de lavado de maiz. Ademas el
proceso propuesto para obtener los biosurfactantes a partir de los licores de lavado de maiz
segun la patente ES-2795574 Al, comprende un proceso de extraccién sélido-liquido con
diferentes tampones, dando lugar a una disolucion tampon rica en biosurfactantes que estaban
adheridos a la biomasa microbiana de los licores de lavado de maiz, que no se solapa con el
proceso propuesto en la presente invencién basados Unicamente en procesos de separacion
fisica para separar y/o concentrar los biosurfactantes producidos de forma extracelular por los
microorganismos que crecen de forma natural en los licores de lavado de maiz.
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REIVINDICACIONES

1. El procedimiento para la extraccion de biosurfactantes a partir de los licores de lavado de
maiz mediante procesos de separacion fisica que comprenden centrifugacion y/o filtracion
seguido de dialisis.

2. El procedimiento para la extraccién de biosurfactantes a partir de los licores de lavado de
maiz acidificados mediante procesos de separacion fisica que comprenden centrifugacion y/o
filtracion seguido de didlisis.

3. El procedimiento para la extraccion de biosurfactantes a partir de los licores de lavado de
maiz basificados, mediante procesos de separacion fisica que comprenden centrifugacion y/o
filtracion seguido de didlisis.

4. El uso o aplicacion de los biosurfactantes obtenido a partir de los licores de lavado de maiz
basificados, mediante procesos de separacion fisica que comprenden centrifugacion seguido
de didlisis.

5. El uso o aplicacién de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de maiz,
tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacién 1, para su uso
como agente surfactante y/o emulsionante en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica,
agroquimica o medioambiental.

6. El uso o aplicacién de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de maiz,
tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacion 3, para su uso
como agente surfactante y/o emulsionante en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica,
agroquimica o medioambiental.

7. El uso o aplicacién de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de maiz,
tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacién 1, para su uso
como agente surfactante y/o emulsionante en la limpieza de superficies.

8. El uso o aplicacion de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de maiz,
tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacion 2, en la
limpieza de superficies.

9. El uso o aplicacién de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de maiz,
tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacién 3, en la
limpieza de superficies.

10. El uso o aplicacion de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de
maiz, tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacion 1, para
mejorar la permeabilidad de aquellas formulas, que contengan principios activos, a travées de
las membranas celulares, destinadas a sus cosmeéticas, farmacéuticos y agroquimicos.

11. El uso o aplicacion de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de
maiz, tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacion 2, para
mejorar la permeabilidad de aquellas férmulas, que contengan principios activos, a traves de
las membranas celulares, destinadas a usos cosmeéticas, farmacéuticos y agroquimicos.
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12. El uso o aplicacion de los biosurfactantes obtenidos a partir de los licores de lavado de
maiz, tras someter a los mismos a los procesos de separacion, segun la reivindicacion 3, para
mejorar la permeabilidad de aquellas formulas, que contengan principios activos, a través de
las membranas celulares, destinadas a usos cosméticas, farmacéuticos y agroquimicos.
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