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La presente invención se refiere a una nueva cepa bacte-
riana, CECT 7531, que pertenece a la especie Lactobaci-
llus plantarum, o cualquier cepa mutante que proceda de
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DESCRIPCIÓN

Nueva cepa de Lactobacillus plantarum para la producción de carotenoides.

La presente invención se refiere a una nueva cepa bacteriana, CECT 7531, que pertenece a la especie Lactobacillus
plantarum, o cualquier cepa mutante que proceda de la misma. La presente invención se refiere también al uso de
dicha cepa para la producción de carotenoides, para la fabricación de un alimento probiótico, de un complemento
nutricional, vitamínico o mineral, así como un método para la producción de carotenoides mediante dicha cepa.

Estado de la técnica anterior

Los carotenoides son un grupo de compuestos terpenoides coloreados y con propiedades antioxidantes que están
muy extendidos en los reinos vegetal y animal, así como en hongos y en microorganismos fotosintéticos y no fotosin-
téticos. En estos últimos, aunque no son esenciales para su crecimiento como organismos heterótrofos, desempeñan
importantes funciones biológicas. Así, en bacterias Gram positivas, los carotenoides juegan un papel importante pro-
tegiendo del estrés oxidativo al capturar radicales libres con sus dobles enlaces conjugados (Clauditz et al., 2006,
Infection and Immunity, 74: 4950-4953). También ha sido demostrada una correlación entre la producción de caro-
tenoides y una disminución de la fluidez de la membrana plasmática, lo que proporciona, por ejemplo, resistencia al
ácido oléico en Staphylococcus aureus. Además, los carotenoides son usados comercialmente como colorantes alimen-
tarios, suplementos de comida de animales y, más recientemente, como parte de nutracéuticos, alimentos funcionales,
cosméticos y productos farmacéuticos (Lee y Schmidt-Dannert, 2002. Applied Microbiology and Biotechnology, 60:
1-11).

En la actualidad, la ingeniería metabólica de diversos microorganismos, incluyendo los no carotenogénicos, está
siendo explotada para la producción biotecnológica de grandes cantidades de carotenoides razonablemente puros así
como para sintetizar estructuras carotenoides novedosas usando estrategias combinatorias y de evolución in vitro
(Lee y Schmidt-Dannert, 2002. Applied Microbiology and Biotechnology, 60: 1-11; Umeno et al., 2005. Journal of
Bacteriology 184: 6690-6699).

Las bacterias del ácido láctico (BAL) son bacilos o cocos Gram positivos, de bajo contenido GC, microaerófi-
los, no esporulados, que fermentan azúcares para producir principalmente ácido láctico, y que están asociados por
características fisiológicas comunes. Estas bacterias han sido históricamente asociadas con las fermentaciones de ali-
mentos, y su importancia industrial está además evidenciada por su consideración de microorganismos generalmente
seguros (Generally Regarded As Safe, GRAS, en inglés) (Holzapfel et al., 1995. International Journal of Food Micro-
biology, 24: 343-362). Entre las BAL, las especies seleccionadas del género Lactobacillus son ampliamente usadas
como probióticos, especialmente en productos lácteos y suplementos dietéticos (Klaenhammer et al., 2005. FEMS
Microbiology Reviews, 29: 393-409). Una de estas especies, Lactobacillus plantarum, es importante industrialmen-
te, estando implicada en muchas fermentaciones de vegetales, al tiempo que es habitante natural del tracto intestinal
humano (Johansson et al., 1993. Applied and Environmental Microbiology, 59: 15-20).

El uso de una cepa bacteriana que tenga la capacidad de producir cantidades de carotenoides superiores a las que
son obtenidas por cepas silvestres conocidas es de especial interés para su aplicación biotecnológica.

Explicación de la invención

La presente invención se refiere a una nueva cepa bacteriana, la cepa CECT 7531, que pertenece a la especie Lacto-
bacillus plantarum, o cualquier cepa mutante que proceda de la misma. La presente invención se refiere también al uso
de dicha cepa para la producción de carotenoides, para la fabricación de un alimento probiótico, de un complemento
nutricional, vitamínico o mineral, así como un método para la producción de carotenoides mediante dicha cepa.

En la presente invención se demuestra la presencia de biosíntesis de carotenoides C30 en varias de las cepas de
Lactobacillus plantarum (L. plantarum) estudiadas, especialmente en aquellas aisladas de fermentaciones de aceitu-
nas. Una de estas cepas, la cepa CECT 7531, aislada de una fermentación de aceitunas de mesa, produjo una cantidad
de carotenoides muy superior a la media (46,03 mg/kg peso seco), siendo esta producción unas dos veces y media
superior a la segunda cepa mayor productora encontrada (LPT49/6, 19,18 mg/kg peso seco), lo cual supone un efecto
inesperado. Además, los genes crtM y crtN, implicados en la biosíntesis del carotenoide C30 4,4’-diaponeurosporeno,
están presentes en todas las cepas ensayadas.

La cepa CECT 7531 de L. plantarum de la presente invención puede ser usada para fermentar alimentos o piensos
para animales. El uso de cepas seleccionadas super-productoras de carotenoides, como es el caso de la cepa de la pre-
sente invención, mejora su rendimiento en estas fermentaciones a través de un incremento de su resistencia a diferentes
condiciones de estrés. Además, todo ello contribuye a incrementar la cantidad total de antioxidantes aportados en la
dieta, tanto humana como animal. Debido a que L. plantarum es un reconocido habitante del tracto gastrointestinal,
su uso en la dieta es de extraordinario interés ya que el microorganismo aporta una cantidad continua de moléculas
antioxidantes en un lugar donde su acción protectora es muy bien recibida.

En este sentido, un aspecto de la presente invención es una cepa bacteriana, la cepa CECT 7531, que pertenece a la
especie Lactobacillus plantarum, de acuerdo con los criterios moleculares definidos por Torriani et al., (2001). Applied
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and Environmental Microbiology, 67: 3450-3454. La cepa CECT 7531 puede ser cultivada, pero sin limitarse, en medio
MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, (1960). Appl. Bact., 23: 130-135), a una temperatura de 30ºC en condiciones aerobias.
Las condiciones de mantenimiento de dicha cepa son, pero sin limitarse, mediante cultivos saturados añadiendo 20%
glicerol y congelando a -80ºC, o mediante liofilización.

La cepa CECT 7531 de Lactobacillus plantarum procede de fermentaciones de aceitunas de mesa. Dicha cepa
es capaz de producir una pigmentación amarilla de sus colonias aisladas cuando son crecidas en un medio sólido,
semisólido o líquido. La pigmentación amarilla en medio líquido se demuestra al centrifugar estos cultivos y recoger
los pellets de células correspondientes. Además, dicha cepa contiene los genes crtM y crtN, genes que codifican para
las enzimas dehidroescualeno sintasa y dehidroescualeno desaturasa respectivamente, dos enzimas implicadas en la
ruta de biosíntesis de carotenoides triperpenoides (con 30 átomos de carbono).

La cepa CECT 7531 puede ser utilizada para generar una cepa mutante (cepa mutante derivada). Dicha mutación
puede ser espontánea o inducida. La mutación puede llevarse a cabo por medio de la aplicación de uno o varios
métodos de mutagénesis. El método se selecciona, pero sin limitarse, de la lista que comprende mutagénesis química,
mutagénesis por radiaciones o mutagénesis por elementos transponibles.

Las mutaciones espontáneas pueden ocurrir debido a la acción de las radiaciones naturales e incluso durante la
replicación del ADN debido a errores en la lectura de las bases. La frecuencia de mutación (la proporción de mutantes
en la población) puede aumentarse significativamente con el uso de métodos de mutación inducida.

Tanto las mutaciones espontáneas como las inducidas se producen como resultado de cambios estructurales en
el genoma como por ejemplo, pero sin limitarse, cambio en el número de cromosomas, cambio en el orden de uno
o varios genes dentro del cromosoma o cambio en la secuencia de bases dentro de un gen (mutación puntual). La
mutación puntual puede provocar la sustitución de un nucleótido por otro nucleótido o el desplazamiento de la pauta
abierta de lectura (inserción o delección de uno o más nucleótidos).

El agente que provoca mutagénesis química se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, agentes
que reaccionan con el ADN, agentes intercalantes o análogos de bases. El agente que reacciona con el ADN es capaz
de reaccionar directamente con éste, aunque no se esté replicando, ocasionando cambios químicos en las bases que
provocan un apareamiento incorrecto. El agente que reacciona con el ADN se selecciona de la lista que comprende,
pero sin limitarse, ácido nitroso, hidroxilamina, agente alquilante (etil metano sulfonato [EMS], metil metano sulfonato
[MMS], dietil sulfato [DES], diepoxi butano [DEB], N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina [NTG], N-metil-N-nitroso
urea (gas mostaza), agente intercalante (acridina, bromuro de etidio o dihidroetidio).

La mutagénesis por radiaciones puede ser producida, pero sin limitarse, a radiaciones ultravioleta o radiaciones
ionizantes como los rayos X o los rayos gamma.

La mutagénesis por elementos transponibles puede ser producida, pero sin limitarse, a la inserción de una secuencia
de inserción o de un transposón en una secuencia de uno o varios genes de la cepa bacteriana de la presente invención.

La cepa CECT 7531 puede ser utilizada para generar una cepa recombinante (cepa recombinante derivada) me-
diante la introducción de genes que codifican para enzimas que puedan alterar y/o ampliar el rango de producción de
compuestos carotenoides de la cepa parental, o bien de secuencias de ADN específicas que puedan ejercer esta fun-
ción. Estos genes o secuencias de ADN pueden ser introducidos en la cepa parental mediante diversas técnicas como
por ejemplo, pero sin limitarse, vectores de expresión basados en plásmidos adecuados, vectores suicidas, plásmidos
conjugativos, transposones o fagos.

En adelante se podrá hacer referencia a la cepa CECT 7531 o a cualquier cepa mutante o recombinante derivada
con el término “cepa/s de la presente invención” o “cepa/s de la invención”.

Otro aspecto de la presente invención se refiere a una población celular que comprende células de la cepa de la
invención. La población celular es un conjunto de células que proceden de una o más células que pertenecen a la cepa
de la presente invención. La población celular puede constituir una colonia. Una colonia es una población celular que
procede de una sola célula.

En adelante se podrá hacer referencia a la población celular descrita en el párrafo anterior con el término “población
celular de la presente invención” o “población celular de la invención”.

Un aspecto más de la invención se refiere al uso de la cepa de la presente invención o de la población celular para
la producción de carotenoides. Una realización preferida se refiere al uso de dicha cepa o de dicha población celular
donde el carotenoide es un triterpenoide.

Un triterpenoide es un terpenoide de 30 átomos de carbono (C30). El término isoprenoide se puede utilizar como
sinónimo de terpenoide. Un terpenoide es una molécula lipídica formada por unidades de isopreno.

Otra realización preferida se refiere al uso de la cepa de la invención o de la población celular, donde el tri-
terpenoide es un diapocaroteno. El diapocaroteno se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, 4,4’-
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diapofitoeno, 4,4’-diapofitoflueno, 4,4’-diapo-zeta-caroteno, diapo-7,8,11,12-tetrahidrolicopeno, 4,4’-diaponeurospo-
reno, 4,4’-diapo-7,8,11,12-tetrahidrolicopeno, 4,4’-diaponeurosporeno o 4-hidroxi-4,4’-diapo-neurosporeno. En una
realización más preferida, el diapocaroteno es 4,4’-diaponeusporeno.

Otro aspecto de la presente invención es el uso de la cepa o de la población celular de la invención para la fabrica-
ción de un alimento probiótico.

El término “probiótico” tal como se entiende en la presente invención hace referencia a microorganismos vivos
que cuando son suministrados en cantidades adecuadas promueven beneficios en la salud del organismo huésped. El
organismo huésped puede ser un animal o un humano.

El término “alimento probiótico” tal como se entiende en la presente invención hace referencia a un alimento al
que se adicionan células de la cepa de la presente invención. El alimento probiótico de la presente invención contri-
buye al equilibrio de la flora bacteriana intestinal del huésped y, al constituir una fuente importante de carotenoides,
aumenta las defensas antioxidantes del organismo huésped. El alimento probiótico de la presente invención es, pero
sin limitarse, un producto lácteo como leche, batido, yogur o kéfir. El alimento probiótico puede ser un producto vege-
tal fermentado, como por ejemplo, pero sin limitarse, aceitunas, col, pepinillos, alcaparras, alcaparrones, zanahorias o
jugos vegetales fermentados. Por otra parte, la cepa de la presente invención también puede ser utilizada para producir
los citados alimentos fermentados al ser inoculada como cultivo activo en el material fermentable de partida.

Otra realización preferida de la presente invención se refiere al uso de la cepa o de la población celular de la
invención para la fabricación de un complemento nutricional. Una realización más preferida se refiere al uso de la
cepa o la población celular de la invención para la fabricación de un complemento vitamínico y/o mineral.

Un “complemento nutricional (o nutritivo)” o un “complemento vitamínico y/o mineral” es una fuente concentrada
de dichos nutrientes, solos o combinados, o más concretamente, de vitaminas y/o minerales, solos o combinados,
que son ingeridos por un animal o un humano para completar su alimentación o incluso para aumentar el aporte de
nutrientes, vitaminas y/o minerales. En la presente invención, el complemento nutricional o el complemento vitamínico
y/o mineral se fabrica combinando la cepa de la presente invención con los componentes de dichos complementos,
obteniendo de esta manera un complemento rico en carotenoides.

Según otra realización preferida, el alimento probiótico o el complemento nutricional, preferiblemente cualquiera
de los complementos vitamínico y/o mineral, se presenta en una forma adaptada a la administración oral. La forma
adaptada a la administración oral se refiere a un estado físico que pueda permitir su administración oral. La forma
adaptada a la administración oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, gotas, jarabe, tisana,
elixir, suspensión, suspensión extemporánea, vial bebible, comprimido, cápsula, granulado, sello, píldora, tableta,
pastilla, trocisco o liofilizado. El alimento probiótico o cualquiera de los complementos descritos puede ser un pienso
para animales.

En cada caso el alimento probiótico o cualquiera de los complementos descritos se adaptará al tipo de administra-
ción utilizada, por ello, se pueden presentar bajo la forma de soluciones o cualquier otra forma de administración.

Otro aspecto de la presente invención es un método para la producción de carotenoides que comprende:

a. Inocular la cepa o la población celular de la invención en un medio de cultivo,

b. cultivar dicha cepa o población en el medio de cultivo del apartado (a) durante un periodo de entre 15 y 35
horas, y

c. extraer los carotenoides de las células obtenidas en el paso (b).

Una realización preferida se refiere al método, donde el medio de cultivo comprende al menos una fuente de car-
bono, una fuente de nitrógeno, una solución tampón y componentes traza esenciales. El medio de cultivo del apartado
(a) puede comprender además, peptona, triptona, extracto de levadura, extracto de carne (Beef extract), polisorbato
(como por ejemplo, pero sin limitarse, Tween 80). La fuente de carbono puede ser, pero sin limitarse, glucosa, galac-
tosa, maltosa, lactosa, fructosa, sacarosa, mañosa, almidón, melaza, o cualquiera de sus combinaciones. La fuente de
nitrógeno puede ser, pero sin limitarse, citrato amónico, fosfato amónico, sulfato amónico, casaminoácidos, peptona
de carne, peptona de caseína, peptona de soja, o cualquiera de sus combinaciones. La solución tampón puede ser, pero
sin limitarse, acetato sódico, fosfato monoácido de potasio, citrato sódico, o cualquiera de sus combinaciones. Los
componentes traza esenciales pueden ser, pero sin limitarse, magnesio, manganeso, zinc, cobre, molibdeno, hierro o
níquel.

Según una realización preferida del método, la fuente de nitrógeno es citrato amónico, la solución que ayuda a
controlar el pH es acetato sódico y/o fosfato monoácido de potasio y los componentes traza esenciales son magnesio
y/o manganeso.

Según otra realización preferida del método, el periodo de cultivo de la cepa o población según el apartado (b) es
de entre 20 y 30 horas. Más preferiblemente el periodo de cultivo es de entre 23 y 25 horas.
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Otra realización más preferida se refiere al método, donde el pH del medio de cultivo, durante cualquier duración
del periodo de cultivo, se mantiene entre 6 y 7. Para mantener el pH del medio de cultivo se lleva a cabo una medida
del mismo mediante una toma de muestras serial o mediante una medida continua y la rectificación del mismo me-
diante la adición de un ácido o una base como por ejemplo, pero sin limitarse, ácido clorhídrico o hidróxido sódico,
respectivamente.

Otro aspecto de la presente invención es una composición probiótica que comprende la cepa o el cultivo celular de
la presente invención. Dicha composición probiótica puede contener, además, una o más cepas de una bacteria de la
misma especie o de una especie diferente o de cualquier otro microorganismo como por ejemplo un hongo o una leva-
dura. La bacteria se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, Lactobacillus acidophilus (en adelante el
término “Lactobacillus” se abreviará como “L.”), L. casei, L. casei var. Shirota, L. fermentum, L. crispatus, L. reuteri,
L. rhamnosus, L. plantarum, L. bulgaricus, L. cellobiosus, L. curvatus, L. gasseri, L. cremoris, Lactococcus lactis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adolescentis, Steptococcus salivaris, Steptococcus faecium, Steptococcus
diacetylactis o Steptococcus intermedius.

La composición probiótica puede presentarse en una forma adaptada a la administración oral, como por ejem-
plo, pero sin limitarse, en forma de gotas, jarabe, tisana, elixir, suspensión, suspensión extemporánea, vial bebible,
comprimido, cápsula, granulado, sello, píldora, tableta, pastilla, trocisco o liofilizado.

Otra realización preferida de la presente invención se refiere a una composición probiótica, que además comprende
un vehículo. El vehículo se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, nutracéutico, alimento funcional,
composición farmacéutica, alimento lácteo o alimento vegetal. Según una realización más preferida, el vehículo es un
alimento lácteo. Preferiblemente el alimento lácteo es leche fermentada. La leche fermentada se selecciona de la lista
que comprende, pero sin limitarse, queso, crema de leche, crema agria, yogurt, kéfir o koumiss. Según otra realización
preferida, el vehículo también puede ser un alimento vegetal. Preferiblemente el alimento vegetal es fermentado. El
alimento vegetal fermentado se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, aceitunas, col, pepinillos,
alcaparra, alcaparrón, zanahoria o jugo vegetal fermentado.

Un compuesto nutracéutico tal como se entiende en la presente invención es un suplemento dietético, presentado
en una matriz no alimenticia como por ejemplo, pero sin limitarse, píldoras, cápsulas o polvo, de una sustancia natural
bioactiva concentrada presente en los alimentos y que, tomada en dosis superior a la existente en esos alimentos, tiene
un efecto beneficioso sobre la salud, mayor que el que podría tener el alimento normal.

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras características técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de la invención.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invención.

Descripción de las figuras

Fig. 1. Muestra el análisis cromatográfico típico de los pigmentos carotenoides extraídos de los pellets de células
de cepas de L. plantarum.

En los paneles de la derecha se muestran los espectros de absorción de los picos cromatográficos correspondientes
a 4,4’-diaponeurosporeno (1), 4,4’-diapo-zeta-caroteno (2) y 4,4’-diapofitoflueno (3), con indicación de sus máximos
expresados en nanómetros (nm).

Fig. 2. Muestra la ruta biosintética de compuestos carotenoides triterpenoides (C30) y tetraterpenoides (C40).

Ejemplos

A continuación se ilustrará la invención mediante unos ensayos realizados por los inventores. Los siguientes ejem-
plos específicos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente
invención. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como limitaciones
a la invención que aquí se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos no pretenden limitar el campo de aplicación de
la misma.

Ejemplo 1

Producción del triterpenoide 4,4’-diaponeurosporeno por varias cepas de L. plantarum

Se realizó un cultivo de las cepas de L. plantarum (Tabla 1) en las condiciones propuestas en la presente in-
vención. Alícuotas del cultivo se centrifugaron, y se obtuvieron pellets que fueron sometidos a extracción y análisis
cromatográfico. En todos los casos en los que hubo producción de carotenoides, se observó un pico cromatográfico
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principal a 14.8 minutos (Fig. 1). El espectro de absorción mostró máximos a 416, 438 y 468 nm (%III/II=95), lo
cual es consistente con la presencia de un cromóforo conteniendo nueve dobles enlaces conjugados. En un princi-
pio, estas propiedades sugirieron la presencia de neurosporeno en las muestras analizadas, sin embargo la movilidad
cromatográfica para este pico fue diferente, fluyendo a tiempos de retención menores (cerca de 1 minuto) que para
neurosporeno (menor polaridad). El espectro de masas mostró un ión quasimolecular [M+H]+ a m/z 403, lo cual está
en consonancia con la formula molecular C30H42 correspondiente a 4,4’-diaponeurosporeno (Fig 2, pico 1). Estos datos
corroboran los descritos por Breithaupt et al., (2001). European Food Research and Technology, 213: 231-233) para L.
plantarum LTH4936. Otros dos picos minoritarios se encontraron a 15.3 y 15.6 minutos (Fig. 2, picos 2 y 3), mostran-
do espectro de absorción UV-visible con máximos a 380, 402, 426nm (%III/II=93) y 333, 349, 368 nm (%III/II=81),
respectivamente. El espectro de masas de estos picos mostró fragmentos [M+H]+ a m/z 405 y 407 respectivamente,
los cuales están en concordancia con las fórmulas moleculares C30H44 y C30H46, correspondientes a 4,4’-diapo-zeta-
caroteno y 4,4’-diapofitoflueno (también denominado como 4,4’-diapo-7,8,11,12-tetrahidrolicopeno) respectivamen-
te, y correspondientes a los intermediarios biosintéticos de la ruta de formación de 4,4’-diaponeurosporeno (Fig. 1)
(Wieland et al., (1994). Journal of Bacteriology, 176: 7719-7726). Aunque la mayoría de los pigmentos carotenoides
encontrados en bacterias son tetraterpenoides (C40), algunos triperpenoides (C30) han sido descritos en tres especies de
bacterias no-fotosintéticas, tales como S. aureus, Streptococcus faecium y Methylobacterium rhodinum, así como en
las especies fotosintéticas analizadas de heliobacterias. Tanto en el caso de los carotenoides C30 como los C40, la ruta
biosintética comienza con la síntesis del isoprenoide isopentenil pirofosfato (IPP), el cual, después de la elongación
de la cadena, catalizado por prenyl transferasas, es convertido en farnesyl pirofosfato (FPP) o geranylgeranyl pirofos-
fato (GGPP). FPP (C15) y GGPP (C20) son los precursores inmediatos de los carotenoides C30 y C40, respectivamente
(Lee y Schmidt-Dannert, 2002. Applied Microbiology and Biotechnology, 60: 1-11). La condensación cola-con-cola
de dos moléculas de GGPP, catalizado por la enzima fitoeno sintetasa, da lugar al primer carotenoide, fitoeno. Del
mismo modo, la condensación de dos moléculas de FPP, catalizada por la enzima dehydrosqualeno sintetasa, da lugar
a dehidrosqualeno (también denominado diapofitoeno), el primer carotenoide C30. Seguidamente, varias reacciones
sucesivas de desnaturalización incrementan el número de dobles enlaces conjugados inicialmente presentes en fitoe-
no o dehidroesqualeno para producir carotenoides coloreados (Lee y Schmidt-Dannert, 2002. Applied Microbiology
and Biotechnology, 60: 1-11). Aunque las desaturasas son especificas de las rutas C30 o C40, alguna intercambiabili-
dad, natural o inducida a través de ingeniería molecular, ha sido descrita en diversos estudios (Raisig y Sandmann,
2001. Biochimica and Biophysica Acta, 1533: 164-170; Umeno et al. 2005. Microbiology and Molecular Biology
Reviews, 69: 51-78). En los pocos microorganismos productores de carotenoides C30, el producto final acumulado es
4,4’-diaponeurosporeno o un compuesto derivado de éste por oxidación o incluso glicosilación, como es el caso de
staphyloxanthin en S. aureus (Pelz et al., 2005. Journal of Biological Chemistry, 280: 32493-32498). La naturaleza tri-
terpenoide de estos compuestos evita la ciclación de los extremos terminales como en el caso de los carotenoides C40,
y por lo tanto la diversidad estructural de los derivados de esta ruta es menor (Lee y Schmidt-Dannert, 2002. Applied
Microbiology and Biotechnology, 60: 1-11; Umeno et al. 2005. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 69:
51-78).

Ejemplo 2

Estimación cualitativa y cuantitativa de la producción de 4,4’-diaponeurosporeno por cepas de L. plantarum

Como se muestra en la Tabla 1, la mitad de los pellets celulares de las cepas de L. plantarum descritas en el
Ejemplo 1, aparecieron amarillos a simple vista (debido a la producción de carotenoides). Cultivos líquidos de cepas
seleccionadas que se incubaron durante 24, 48, 72 y 96 horas mostraron que después de las primeras 24 horas de incu-
bación, el contenido de carotenoides disminuía progresivamente. Por otra parte, en ensayos preliminares con algunas
cepas seleccionadas se comprobó que el medio de cultivo donde más carotenoides se producían era el denominado
DM1. Por lo tanto, las condiciones estándar para el estudio comparativo de producción de carotenoides en cepas de
L. plantarum se establecieron como cultivos líquidos de 500 ml de medio DM1, inoculados con una colonia aislada e
incubados estáticamente a 30ºC durante 24 h.
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TABLA 1

Cepas de Lactobacillus plantarum estudiadas y producción de 4,4’-diaponeurosporeno

En todas las cepas estudiadas, la producción de diaponeurosporeno estuvo comprendida entre niveles de trazas,
apenas distinguibles como picos cromatográficos en los análisis por HPLC, y los 46,03 mg/kg de peso seco produci-
dos por la cepa CECT 7531 de L. plantarum (Tabla 1). El color amarillo de los pellets fue evidente a simple vista para
aquellas cepas que producían al menos 4,95 mg de diaponeurosporeno por kg de peso seco (Tabla 1). Se encontró una
cierta correlación entre la producción de pigmentos carotenoides y el origen de las diferentes cepas estudiadas. Así,
las cepas aisladas de fermentaciones de aceitunas de mesa fueron las más productoras, mientras que en las aisladas de
queso o ensilados de maíz sólo se encontraron trazas de compuestos carotenoides. La producción de carotenoides por
microorganismos es muy diversa en lo que respecta a niveles de producción, lo cual unido a los diferentes métodos
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de cuantificación empleados, hace difícil la comparación entre especies y cepas distintas. A todo ello hay que añadir
que diversos autores han descrito diversos modos de estimular la síntesis de carotenoides en microorganismos a través
de las condiciones y medios de cultivo (Bhosale, 2004. Applied Microbiology and Biotechnology, 63: 351-361). De
este modo, aumentos de dos a mil veces en la producción de carotenoides han sido conseguidos mediante cambios en
irradiación lumínica, temperatura de cultivo, y la adición de diversos compuestos químicos. Resultados preliminares
obtenidos por los inventores han mostrado diferencias amplias en la producción y contenido final de diaponeurospore-
no en función de la marca y composición del medio de cultivo empleado, a pesar de que en todos los casos la densidad
celular a las 24 horas de incubación a 30ºC, antes de la extracción de carotenoides, fuera virtualmente la misma. Este
resultado ilustra la importancia e influencia de la composición del medio de cultivo en relación a la biosíntesis de ca-
rotenoides. En la presente invención se selecciona el medio definido DM1, tal como se ha mencionado anteriormente,
como el más rentable a este respecto.

Ejemplo 3

Análisis de la presencia del operón crtN-crtM en las cepas de L plantarum estudiadas

Los análisis genéticos a través de PCR mostraron que todas las cepas de L. plantarum estudiadas contenían los
genes crtN y crtM dispuestos como un operón, tal y como había sido descrito en la secuencia anotada del genoma
completo de L. plantarum WCFS1 (Kleerebezem et al., 2003. Proceedings of the National Academy of Sciences, 100:
1990-1995). Un fragmento de ADN amplificado de 2.379 pb pudo ser obtenido de casi todas las cepas cuando se
usaron los cebadores SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 2 (Ver notas al pie de Tabla 1), con 58 ó 60ºC como la temperatura
de anillamiento. Sin embargo, con dos cepas con las que no se obtuvo amplificación de esta forma, pudo obtenerse
un fragmento de ADN amplificado de 2.396 pb cuando los cebadores SEQ ID NO: 3/SEQ ID NO: 2 fueron usados
(Ver notas al pie de Tabla 1), con 58ºC como la temperatura de anillamiento. Estos resultados sugieren que pueden
aparecer pequeñas variaciones en la secuencia de ADN de los genes estudiados en todas las cepas. Las dos cepas
de las que sólo se pudo amplificar ADN específico con la segunda pareja de cebadores fueron aisladas de quesos,
no produciendo cantidades apreciables de carotenoides ninguna de ellas. La funcionalidad del operón crtN-crtM, por
tanto, aunque retenida en la mitad de las cepas estudiadas, puede perderse debido a ligeras variaciones en la secuencia
de ADN tal y como denotan los resultados obtenidos con los ensayos de PCR específicos. Además, estas variaciones
podrían ser la causa de las grandes diferencias en producción de carotenoides observadas entre las distintas cepas
ensayadas. Por otra parte, el hecho de que incluso en aquellas cepas donde sólo se encontraron trazas de producción
de diaponeurosporeno contenían el operón crtN-crtM, en cualquiera de sus “variantes PCR” encontradas, sugiere que
estos genes están bastante conservados entre las distintas cepas de L. plantarum, muy probablemente debido a que,
debido a su función, merecen ser preservados. Experimentos de optimización con estas cepas que sólo producen trazas
de carotenoides serían necesarios para saber si su baja producción es debida a albergar genes crtN o crtM defectuosos
o bien a que otras características metabólicas específicas están involucradas.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas de L. plantarum usadas en este estudio, y que se describen en la Tabla 1, fueron propagadas en agar
MRS (Oxoid) a 30ºC. Para los experimentos de optimización preliminares, fueron usados caldos MRS de distintas
procedencias, incluyendo los fabricados por Oxoid, Difco, Biokar y Merck. También para este propósito, se usaron
dos caldos de cultivo definidos distintos: DM1, conteniendo, por litro, glucosa (Panreac, 20 g), peptona (Difco, 10 g),
extracto de carne (Oxoid, 8 g), extracto de levadura (Oxoid, 4 g), K2HPO4 (Fluka, 2 g), acetato sódico-3H2O (Fluka, 5
g), citrato triamónico (Merck, 2 g), MgSO4·7H2O (Merck, 0.2 g), MnSCO4·4H2O (Merck, 0.05 g), y Tween 80 (Sigma,
1 ml); y DM2, conteniendo, por litro, glucosa (Panreac, 22 g), extracto de levadura (Oxoid, 10 g), (NH4)2HPO4 (Fluka,
2.5 g), MgSO4·7H2O (Merck, 0.05 g), MnSO4·H2O (Merck, 0.005 g), y Tween 80 (Sigma, 0.2 ml). En todos los casos,
el pH se ajustó a 6,5 con HCl (10N) y los caldos de cultivo se esterilizaron a 121ºC, 1 atm, durante 15 min.

Cultivos de L. plantarum para la producción de carotenoides

Para la producción de carotenoides en condiciones estándar, alícuotas de 500 mi de caldo DM1 se inocularon con
una colonia aislada de la cepa de L. plantarum a testar. Los cultivos se incubaron a 30ºC, sin aireación, durante 24, 48,
72 ó 96 h. Las células se recolectaron mediante centrifugación a 12.000 x g, a 4ºC durante 15 min, se lavaron con agua
destilada estéril y se centrifugaron de nuevo para obtener un pellet que fue posteriormente liofilizado. Estas muestras
se conservaron a -20ºC hasta la extracción de los carotenoides y el análisis cromatográfico de los mismos. Los datos
obtenidos fueron expresados en términos de peso seco.

Extracción de carotenoides y su análisis mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC)

El precipitado resultante de centrifugar el cultivo bacteriano (1 gramo) se introdujo en un tubo de ensayo de 15
ml, con tapón de rosca, y se extrajo con 10 ml de N,N-dimetilformamida durante 15 min a 65ºC. Las células se sepa-
raron y retiraron mediante centrifugación a 5.000 rpm, y la fase superior, conteniendo los pigmentos carotenoides, se
transfirió a un embudo de decantación. La operación se repitió hasta la extracción completa del color (normalmente
4 extracciones fueron suficiente). Todos los extractos se reunieron y se mezclaron con 100 ml de éter dietílico, aña-
diendo seguidamente unos 50 a 100 ml de solución de NaCl al 10% (p/v) para ayudar a la separación de las fases.
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Seguidamente la fase orgánica se secó haciéndola pasar por un lecho de Na2SO4 anhidro y se evaporó con la ayuda de
un evaporador rotatorio a vacío. La muestra se disolvió en 1 ml de acetona, se centrifugó a 12.000 rpm, y se almacenó
a -30ºC hasta su análisis.

El seguimiento y cuantificación de los pigmentos carotenoides bacterianos se llevó a cabo mediante cromatografía
líquida de alta resolución (HPLC) en fase reversa, usando un método cromatográfico previamente desarrollado en
nuestro laboratorio (Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez, (1993). Journal of Agriculture and Food Chemistry, 41:
1616-1620). En este método se emplea una columna de fase reversa C18 (Waters Spherisorb ODS2 column; 250x4.6
mm I.D., tamaño de partícula 5 µm) (Waters Ltd., Hertsfordshire, United Kingdom) y un gradiente de elución binario
acetona-agua a un flujo de 1.5 ml/min. El volumen de inyección fue de 5 µl y la detección de los pigmentos se
realiza espectrofotométricamente a 440 nm. La cuantificación se realizó mediante una recta de calibrado preparada
con β-caroteno (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). El sistema de análisis mediante HPLC consistió en una bomba
cuaternaria Waters 600E equipada con un detector de fotodiodos (PDA 996, Waters), controlados con el software
Empower2 (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA).

Aislamiento e identificación de pigmentos

Se utilizaron procedimientos rutinarios para el aislamiento e identificación de pigmentos carotenoides, descritos en
detalle en publicaciones previas de nuestro grupo de investigación (Mínguez-Mosquera y Hornero-Méndez, (1993).
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 41: 1616-1620), y que brevemente consisten en: separación y aislamiento
de los pigmentos mediante cromatografía en capa fina (TLC) sobre placas de silicagel 60GF, y co-cromatografía
con patrones de pigmentos; adquisición de los espectros UV-visible en diferentes disolventes y comparación con los
valores descritos en la literatura (Britton, (1995). UV/Visible Spectroscopy. En: Britton G, Liaaen-Jensen S, Pfander H,
editores. Carotenoids. Volume 1B: Spectroscopy. Basel, Switzerland: Birkhäuser), así como la realización de pruebas
químicas para determinar la presencia de grupos 5,6-epoxido (adición de 2% HCl en etanol), de grupos hidroxilo
mediante acetilación con Ac2O/Py, y de grupos carbonilos mediante la reducción con NaBH4 en etanol.

Análisis genético

La presencia del operón crtN-crtM en las diferentes cepas de L. plantarum fue detectada mediante PCR, usan-
do cebadores oligonucleotídicos diseñados a partir de las secuencias de nucleótidos publicadas para estos genes en
L. plantarum WCFS1 (Nº de acceso GeneBank AL935261; Kleerebezem et al., 2003. Proceedinqs of the National
Academy of Sciences, 100: 1990-1995). El par de cebadores SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 se utilizó para la ampli-
ficación de un fragmento (2.379 pares de bases [pb]) de ADN que incluía secuencias codificantes para ambos genes.
Alternativamente, en aquellos casos en los que el primer par de cebadores no funcionó, se utilizó el par de cebadores
SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 2 para amplificar un fragmento de ADN de 2.396 pb que incluía parte del promotor del
operón crtN-crtM. Se introdujeron sitios de restricción para EcoRI en el extremo 5’ terminal de los cebadores SEQ ID
NO: 1- SEQ ID NO: 2, y un sitio de restricción para KpnI en el extremo 5’ del cebador SEQ ID NO: 3 a fin de facilitar
futuras estrategias de clonación (letras en negrilla en la secuencia anteriormente descrita).

Además, se introdujeron secuencias de anclaje (“clamps”) en el extremo 5’ para asegurar una digestión correcta
por las enzimas de restricción (letras en itálica en la secuencia del cebador anteriormente descrita). El ADN total
de colonias de L. plantarum fue extraído según el protocolo descrito por Ruiz-Barba et al. (Ruiz-Barba et al., 2005.
Analytical Biochemistry 347, 333-335). La amplificación de los fragmentos de ADN fue realizada en mezclas de
reacción de 100 µl, conteniendo 2.5 mM MgCl, 1x buffer de reacción, 100 µM de cada deoxynucleoside triphosphates,
100 pmol de cada cebador, 5 U de Taq ADN polimerasa (Promega), y 5 µl de ADN total de colonias como sustrato.
Para la amplificación se utilizó un sistema termociclador GeneAmp PCR system 2400 (Perkin-Elmer) usando las
siguientes condiciones: desnaturalización a 94ºC durante 2 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalización a 94ºC
durante 15 seg, anillamiento a 60ºC durante 30 seg, y polimerización a 72ºC durante 2 min, más una etapa final
de polimerización a 72ºC durante 4 min. Alternativamente, cuando no se obtuvo amplificación en las condiciones
anteriores, se utilizó 58ºC como temperatura de anillamiento. Los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR
fueron finalmente analizados mediante electroforesis en gel de agarosa. Búsquedas de homología de secuencias de
ADN y proteínas fueron realizadas usando el programa WU-Blast2 desarrollado por EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk).
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REIVINDICACIONES

1. Cepa bacteriana CECT 7531 de Lactobacillus plantarum.

2. Población celular que comprende células de la cepa según la reivindicación 1.

3. Uso de la cepa o de la población celular según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 para la producción de
carotenoides.

4. Uso de la cepa o de la población celular según la reivindicación 3 donde el carotenoide es un triterpenoide.

5. Uso de la cepa o de la población celular según la reivindicación 4 donde el triterpenoide es un diapocaroteno.

6. Uso de la cepa o de la población celular según la reivindicación 5 donde el diapocaroteno es 4,4’-diaponeuspo-
reno.

7. Uso de la cepa o de la población celular según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 para la fabricación de un
alimento probiótico.

8. Uso de la cepa o de la población según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 para la fabricación de un
complemento nutricional.

9. Uso de la cepa o de la población según la reivindicación 8, donde el complemento nutricional es un complemento
vitamínico y/o mineral.

10. Uso de la cepa o de la población celular según cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, donde el alimento
probiótico o el complemento nutricional se presenta en una forma adaptada a la administración oral.

11. Método para la producción de carotenoides que comprende:

a. Inocular la cepa o la población celular según cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2 en un medio de
cultivo,

b. cultivar dicha cepa o población celular en el medio de cultivo del apartado (a) durante un periodo de entre
15 y 35 horas, y

c. extraer los carotenoides de las células obtenidas en el paso (b).

12. Método según la reivindicación 11, donde el medio de cultivo comprende al menos una fuente de carbono, una
fuente de nitrógeno, una solución tampón y componentes traza esenciales.

13. Método según cualquiera de las reivindicaciones 11 ó 12, donde la fuente de nitrógeno es citrato amónico, la
solución tampón es acetato sódico y/o fosfato monoácido de potasio y los componentes traza esenciales son magnesio
y/o manganeso.

14. Método según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, donde el periodo de cultivo de la cepa o población
celular según el apartado (b) es de entre 20 y 30 horas.

15. Método según cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, donde el pH del medio de cultivo durante el periodo
de cultivo del apartado (b) se mantiene entre 6 y 7.

16. Composición probiótica que comprende la cepa o el cultivo celular según cualquiera de las reivindicaciones 1
ó 2.

17. Composición probiótica según la reivindicación 16, que además comprende un vehículo.

18. Composición probiótica según la reivindicación 17 donde el vehículo es un alimento lácteo.

19. Composición probiótica según la reivindicación 17 donde el vehículo es un alimento vegetal.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC)

<120> Nueva cepa de Lactobacillus plantarum para la producción de carotenoides.

<130> 1641.416

<160> 3

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 34
<212> DNA
<213> Lactobacillus plantarum

<400> 1

cgcggaaattc atgaagcaag tatcgattat tggc 34

<210> 2
<211> 34
<212> DNA
<213> Lactobacillus plantarum

<400> 2

gatcgaattc ttaagcctcc ttaagggcta gttc 34

<210> 3
<211> 34
<212> DNA
<213> Lactobacillus plantarum

<400> 3
ctagggtacc aagggggag tttactgatg aagct 34
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  Reivindicaciones _____________________________________  NO 
     
 Actividad inventiva  Reivindicaciones  1-19  SÍ 
 (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones _____________________________________  NO 

 

 

 
 

  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial.  Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada. 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 200930276 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la realización 
de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 BREITHAUP D.E. ET AL., "Characterization of the triterpenoid 

4,4'-diaponeurosporene and its isomers in food-associated 
bacteria". European Food Research and Technology (2001), 
213(3), pág. 231-233,todo el documento.  

- -  

D02 KROECKEL L. "Bacterial carotenoid stains cooked sausage 
(Weisswurst) yellow" Mitteilungsblatt der Fleischforschung 
Kulmbach, (2007), 46(178) pág. 223-230  

- -  

D03 SACHINDRA N. M. ET AL., "Recovery of carotenoids fron 
ensilaged shrimp waste" Bioresource Tecnology (2007), 98, pág. 
1642-1646, todo el documento.  

- -  

 
 
 
 
 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo, 
de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La invención de la presente Solicitud Internacional se refiere a una nueva cepa bacteriana, CECT 7531, que pertenece a la 
especie Lactobacillus plantarum. Esta cepa, aislada de una fermentación de aceitunas de mesa, produce altas cantidades de 
carotenoides, en particular el diapocaroteno 4,4'-diaponeurosporeno. La presente invención también se refiere al uso de dicha 
cepa para la fabricación de un alimento probiótico, de un complemento nutricional, vitamínico o mineral, así como un método para 
la producción de carotenoides mediante dicha cepa. 
 
El documento D01 describe la caracterización del triterpenoide 4,4'-diaponeurosporeno y sus isómeros en varias bacterias 
asociadas a la comida , entre ellas la cepa de Lactobacillus plantarum LTH 4936 aislada de levadura de panadería. Según los 
autores este documento es el primero es describir la producción de triterpenoides en Lactobacillus plantarum. 
 
El documento D02 describe la producción de 4 ,4'-diapo-7,8,11,12-tetrahydrolycopeno en Leuconostoc gelidum. Este compuesto 
es un intermediario de 4,4'- diaponeurosporeno que según el autor es el principal carotenoide producido por Lactobacillus 
plantarum 
 
El documento D03 describe un proceso fermentativo de recuperación de carotenoides, en particular astaxantina, a partir de 
desechos de gamba, que utiliza como cultivo de partida la cepa de Lactobacillus plantarum B 4496. 
 
1.- NOVEDAD  
 
No se ha recuperado ningún documento en el estado de la técnica que describa o divulgue la cepa de Lactobacillus plantarum 
CECT 7531. Aun considerando la posibilidad de la existencia de una cepa igual en la naturaleza, a la vista del estado de la 
técnica relativo a la invención de la presente solicitud , esta Oficina no puede afirmar que esta cepa no sea nueva. En 
consecuencia, en opinión de esta Oficina las reivindicaciones 1-19 son nuevas. 
 
2.- ACTIVIDAD INVENTIVA 
 
La invención de la presente solicitud plantea como problema técnico la producción de carotenoides, en particular el compuesto 
4,4'- diaponeurosporeno. La solución propuesta en la solicitud es la provisión de una nueva cepa bacteriana: Lactobacillus 
plantarum CECT 7531 que en comparación con otras cepas de Lactobacillus plantarum analizadas en la descripción, produce 
grandes cantidades del compuesto 4,4'- diaponeurosporeno.  
 
El estado de la técnica relacionado con la invención de la presente solicitud, queda establecido por los documentos D01-D03 
según los cuales es conocida la producción de carotenoides utilizando Lactobacillus plantarum. Especialmente cercano a la 
invención se considera el documento D01 el cual describe la producción de 4,4'- diaponeurosporeno y sus isómeros a partir de la 
cepa Lactobacillus plantarum LTH 4936 aislada de levadura de panadería. No obstante, ninguno de los tres documentos aporta 
datos de producción de carotenoides que se pudieran comparar con los datos aportados por el solicitante. Sin descartar la 
existencia en la naturaleza de cepas de Lactobacillus plantarum superproductoras de carotenoides, esta Oficina, a la vista del 
estado de la técnica expuesto, no puede negar la actividad inventiva de la solución propuesta en la invención, y en consecuencia 
considera que las reivindicaciones 1-19 tienen actividad inventiva.  
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