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DESCRIPCION
Procedimiento de mejora de la actividad biol6gica de extractos de origen vegetal.

Campo de lainvencién

La invencion se refiere a composiciones cosméticas y farmacéuticas y a procedimientos de preparacion de las
mismas. Méas especificamente, la invencion se refiere a procedimientos de preparacion de composiciones cosméticas y
farmacéuticas con actividad biol6gica mejorada.

Antecedentes de lainvencidn

Durante los ultimos afios, los consumidores de productos para el cuidado de la piel son cada vez mas
conscientes del contenido de los productos que usan. La demanda de productos basados en materiales “naturales” ha
aumentado significativamente. Durante miles de afios las plantas han sido la fuente de numerosos remedios
tradicionales y han proporcionado la base para el desarrollo de productos farmacéuticos, por ejemplo, el mejor
analgésico, la aspirina, es una modificacion del derivado del sauce llorén acido salicilico y, para el tratamiento del
cancer, el Taxol procede, en Ultima instancia, de los tejos (género Taxus). Ha surgido de nuevo el interés en el uso de
materiales de origen vegetal para el tratamiento de la piel, que esta relacionado con el deseo general de volver a una
forma de vida mas sencilla o0 mas natural y de evitar materiales de origen humano o animal que podrian estar
contaminados por materiales no aconsejables o que son considerados como no aconsejables por algunos consumidores
u organismos gubernamentales.

Sin embargo, el uso de materiales de origen vegetal no estd exento de dificultades. Frecuentemente una planta
puede no producir grandes cantidades del compuesto de interés, dificultando la obtencién de cantidades significativas
para fines terapéuticos comerciales. Para mantener existencias suficientes de un material puede ser necesario recoger
grandes volimenes del material de origen vegetal en cuestion, lo cual, a su vez, puede producir dafios
medioambientales, desequilibrio ecoldgico o, en el peor de los casos, extincion final de la planta. Cuando la identidad
del compuesto que exhibe la actividad deseada es conocida, a veces es posible preparar el compuesto sintéticamente,
es decir, totalmente mediante rutas quimicas, o preparar el compuesto deseado de forma semi-sintética, partiendo de un
precursor fitoquimico mas abundante y obteniendo el compuesto deseado mediante rutas quimicas a partir del mismo.
Sin embargo, cualquiera de estos procedimientos puede ser caro y, segun la percepcion de algunos individuos, puede
hacer el producto final, en cierto modo, menos “natural’. De hecho, en muchos casos, el producto natural se percibira
como muy superior a su equivalente sintético, a pesar de su supuesta igualdad quimica; por ejemplo, en el caso de una
molécula asimétrica, la molécula obtenida de forma natural generalmente presentara solo un tipo de quiralidad, mientras
que los compuestos quimicos sintéticos presentaran todos los posibles tipos de quiralidad. Un muy buen ejemplo de la
importancia del origen natural es la percepcion casi universal de la superioridad de la vainilla natural en comparacion
con la vainilla artificial.

Recientemente, también ha sido posible obtener grandes cantidades de los compuestos fitoquimicos deseados
mediante un cultivo de células vegetales del que se seleccionan las células que producen mayores cantidades del
compuesto de interés o transformacion genética de las células hospedadoras que han proliferado mas facilmente, tales
como las bacterias, con genes de células vegetales para permitir que el hospedador produzca material vegetal. Sin
embargo, también hay un segmento de la poblacion que desaprueba, por motivos medioambientales o teoldgicos, este
medio para obtener compuestos quimicos deseables.

Por tanto, actualmente existe una clara necesidad de medios para mejorar la disponibilidad de compuestos de
origen vegetal biolégicamente activos de una forma que mantengan el caracter natural del producto considerado en su
conjunto. La presente invencion proporciona ahora un medio para aumentar la actividad biolégica de extractos
vegetales, aumentando asi de forma eficaz la disponibilidad del compuesto de interés.

Resumen de lainvencion

La presente invencién se refiere a un procedimiento, en el presente documento denominado bioconversién, de
modulacion de una actividad bioldgica seleccionada de un material que se encuentra en la naturaleza que tiene una o
mas actividades bioldgicas o propiedades bioquimicas en un extracto adecuado del material natural. El procedimiento
de la invencion comprende la incubacion de los extractos en presencia de una levadura u otros micro-organismos
adecuados, en condiciones aer6bicas adecuadas, durante un periodo de tiempo suficiente para aumentar, o alterar
favorablemente de otro modo, la actividad seleccionada. Preferiblemente, la actividad aumenta al menos el 100%
respecto a la actividad de referencia del extracto sin tratar. La invencion también se refiere al extracto modificado
preparado mediante este proceso.

Descripcién detallada de lainvencién

Ahora se ha descubierto, inesperadamente, que es posible mejorar 0 modular la actividad de un material que
se encuentra en la naturaleza, por ejemplo, un extracto vegetal que ya presente actividad biologica, mediante un
procesado relativamente sencillo del extracto en presencia de levadura. El proceso de bioconversion, como se
denomina en el presente documento, es aerdbico y recuerda al tipo de proceso que transforma el vino en vinagre.
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El proceso béasico es como se indica a continuacion: se selecciona un material que se encuentra en la
naturaleza que presenta una o mas actividades biologicas, o determinadas propiedades bioquimicas, tales como
solubilidad o aroma. Por motivos de simplicidad, a lo largo de la memoria descriptiva y reivindicaciones, se
sobreentendera que “actividad biologica” abarca tanto verdadera actividad biolégica como propiedades bioquimicas. A
este respecto, también se debe sobreentender que aunque, en muchos casos, el efecto deseado es mejorar la actividad
natural aumentando su potencia, en otros casos, especialmente cuando se modifica una propiedad bioquimica, la
propiedad mas que mejorarse se modula, porque la propiedad mejora cualitativamente pero no necesariamente
cuantitativamente. Por tanto, a lo largo de la memoria descriptiva y especificaciones, el término “modular” o
“modulacién” pretende abarcar no sélo un aumento en la actividad bioldgica sino también un cambio cualitativo en una
propiedad bioquimica. No es esencial conocer la identidad quimica del compuesto responsable de las actividades o
propiedades bioquimicas. Se puede preparar un extracto del material natural mediante incubacion del material con agua
destilada, disoluciones acuosas de sales, aguas estructuradas, mezclas agua/alcohol o un aceite biol6gicamente
aceptable, durante un periodo de tiempo suficiente para extraer materiales activos del material. Este periodo de tiempo
puede ser tan breve como de varias horas y tan largo como de una semana o similar. Si la identidad de la molécula es
conocida, entonces el andlisis de la presencia de la molécula en el fluido de extraccion indicara una extraccion
adecuada; sin embargo, si la identidad no es conocida, la observacion del cambio de color del disolvente, o simplemente
dejar el extracto hasta una semana, es un medio alternativo de garantizar una extraccion razonablemente adecuada.
Como alternativa al uso de un extracto crudo, el sustrato de partida puede ser un ingrediente basicamente puro, por
ejemplo, un extracto vegetal comercialmente disponible o un componente vegetal purificado o un compuesto sintético
puro que presente actividad bioldgica. Por motivos practicos, todos estos tipos de materiales de partida se denominaran
en el presente documento “extracto” y tales materiales también se denominaran “de origen vegetal” incluso si han sido
preparados en Ultima instancia sintéticamente. A continuacion, el extracto se combina con una levadura u otro micro-
organismo adecuado a temperatura ambiente, en condiciones bien oxigenadas, p. ej., agitacion a 20-200 rpm con
burbujeo de aire a 0,2-2 litros/minuto, durante un periodo de al menos aproximadamente 24 horas, preferiblemente mas
tiempo.

El proceso de bioconversion puede adoptar uno cualquiera de dos enfoques. El primero es un proceso en el
cual el micro-organismo se incuba no solo con el extracto sino también con nutrientes de cultivo tradicionales. Durante
una incubacion de este tipo, la levadura se puede multiplicar. El segundo, y preferible, enfoque es incubar el micro-
organismo en un entorno acuoso, en presencia solo del extracto, y basicamente en ausencia de cualquier nutriente
adicional. En este procedimiento de procesado, la levadura no se multiplica, pero se acopla al procesado catabélico del
material de partida. La bioconversion se monitoriza periédicamente en busca de sefiales del estabilizacion de la
actividad biolégica, por ejemplo, una estabilizaciéon de pH, y, a continuacion, la temperatura del sistema se eleva hasta
aproximadamente 30-50°C, preferiblemente hasta aproximadamente 40-45°C, durante al menos aproximadamente 24
horas. En una realizacion, la temperatura se eleva entonces brevemente hasta 90-95°C durante un periodo de
aproximadamente 5-10 minutos, lo cual rompe la levadura, liberando el contenido de las células. Alternativamente, las
células se pueden romper mediante sonicacion. A continuacion, todo el sistema se enfria hasta temperatura ambiente y
se filtra con tamafios de poro progresivamente decrecientes para eliminar los restos de levadura, dejando un extracto
que presenta un nivel mejorado de actividad o propiedades bioquimicas modificadas en comparacion con el extracto sin
procesar.

Usando tales procedimientos, el nivel de actividad relevante aumenta de forma muy significativa,
preferiblemente aumenta al menos aproximadamente el 25%, mas preferiblemente al menos aproximadamente el 50%,
lo més preferible al menos aproximadamente el 100% y, a menudo, aumenta significativamente mas, es decir, de tres a
diez veces. El organismo usado para el tratamiento biotecnoldgico, o bioconversion, del extracto puede ser cualquier
micro-organismo que se usa normalmente con este fin. Un organismo especialmente (til es una levadura estandar para
cerveza, Saccharomyces cerevisiae, pero también se puede usar otros micro-organismos aerobicos, incluyendo, pero
sin limitarse a, Aspergillus nidulans, Saccharomyces pombe, Thermus aquaticus, Bacillus subtilis, cianobacterias o
archaebacterias.

La concentracion de micro-organismos usada en el proceso de conversion no es critica y puede ser
relativamente baja, es decir, de aproximadamente el 0,01% a aproximadamente el 1% en peso de la mezcla,
especialmente en la realizacién en la cual la levadura no se multiplica durante la conversion. También se pueden usar
cantidades mayores que las anteriores. La cantidad de extracto de partida tampoco es critica; sin embargo, si se desea
evitar la proliferacion de la levadura, la cantidad se debe controlar para que no proporcione suficientes nutrientes a la
levadura como para permitir su multiplicaciéon. Habitualmente, la cantidad sera de aproximadamente el 0,01 a
aproximadamente el 10%, preferiblemente de aproximadamente el 0,01 a aproximadamente el 5%, de material activo,
dependiendo la concentracion tanto del material de partida como de su solubilidad.

En una realizacion de la invencién, como se describié anteriormente, el medio fluido en el cual se extrae el
material activo y/o en el cual tiene lugar la bioconversiéon es simplemente agua. Sin embargo, en una realizacion
preferible, el agua usada es agua estructurada, es decir agua |, agua S o una combinacion de ambas, como se describe,
por ejemplo, en los documentos RO 88053 [agua tipo S], RO 88054 (agua tipo I] y las patentes estadounidenses n°
5.846.397 y 6139855. El uso de agua estructurada en una o ambas de estas fases del proceso de bioconversion puede
mejorar adicionalmente las propiedades buscadas del material activo y, en algunos casos, puede marcar la diferencia
entre el éxito o el fracaso de la bioconversibn. Como norma general, cuando la formacion de cllsteres en agua(s)
estructurada(s) mejora las propiedades bioldgicas o modifica el comportamiento bioquimico de un material concreto en

3



10

15

20

25

30

35

40

50

55

60

ES 2375357713

ausencia de bioconversion, como se describe en los documentos 5.846.397 y 6.139.855, entonces la realizacion de la
extraccion y/o proceso de bioconversién en presencia de agua(s) estructurada(s) también puede mejorar los resultados.
Como también se ha indicado anteriormente, el medio de bioconversion generalmente no contiene nutrientes suficientes
para permitir el crecimiento y multiplicacion del organismo bioconversor, de forma que la Gnica fuente de sustrato para la
actividad bioquimica del organismo es el material activo proporcionado. Sin embargo, en una realizacion alternativa, se
puede realizar con éxito la bioconversion en presencia de un medio con nutrientes adecuado para el crecimiento del
micro-organismo.

El material natural seleccionado para la bioconversion puede ser cualquier material natural que presente una
actividad biolégica o propiedad bioquimica que se desee mejorar. El material inicial a partir del cual se prepara el
extracto puede ser un extracto relativamente crudo de cualquier planta, o parte de una planta, conocida por presentar
cierto nivel de actividad biolégica o propiedad, tanto si se conoce la identidad quimica del componente, o componentes,
activo como si no. Son conocidas y estdn documentadas una amplia variedad de plantas que contienen materiales
activos. Ejemplos de las mimas se pueden encontrar en las obras D'Amelio, F.S., Sr., Botanicals, a Phytocosmetic Desk
Reference, CRC Press, 1999, y Bruneton, J., Pharmacognosy, Phytochemistry, Medicinal Plants, Lavoisier Publishing,
1995. Algunos ejemplos especificos de tales plantas incluyen extracto de regaliz (Glycyrrhiza), como un agonista de
receptores estrogénicos, un inhibidor de tirosinasa (blanqueamiento cutaneo) y un protector mitocondrial; acido ferulico
0 sus derivados, como un agente blanqueante; extracto de romero, como un inductor del p450, un inhibidor de la
degranulacion de mastocitos y un antioxidante; manzanilla (Matricaria) para blanqueamiento y, en combinacion con
extractos de espinacas, como potenciadores de la comunicacion por uniones gap, inhibicion de ciclooxigenasa e iNOS e
inhibicion de la degranulacion de mastocitos; lavanda, para la inhibicién de la liberacién de histamina y, en combinacién
con romero, para induccion del P450, mejorando la actividad de la glutation-S-transferasa e inhibicion de degranulacion
de mastocitos; jengibre (Zingiber), por sus propiedades digestivas y anti-inflamatorias y, en combinacion con extracto de
rosa, para la modulacién de los receptores estrogénicos; enebro y espinacas en combinacién, para la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas; hojas de té blanco o verde, como antioxidantes, abedul blanco, como un inhibidor de
proteasas e inductor de proteinas de choque térmico, extractos de pepitas de uva u otros extractos de uva, como
antioxidantes; Pterocarpus ulei, como antioxidante, inhibidor de hialuronidasa y anti-inflamatorio; Centella asiatica, para
la estimulacién del colageno; Aniba purchyriminor, como un antioxidante, un inhibidor del factor de activacion plaquetario
y como un agente anti-angiogénico; Echinacea, por sus propiedades cicatrizantes e inmuno-estimulantes; Aloe vera, por
sus propiedades contra la irritacion y la adhesion; hierba de San Juan (Hypericum), por sus propiedades anti-depresivas
y astringentes; margosa (Azadirachta) como repelente de insectos; y Mimosa pudica, por sus propiedades inhibitorias de
colagenasa. Estos son solo algunos ejemplos y otros seran inmediatamente obvios para los expertos en la materia.

El material de partida también puede ser material de origen animal, tal como quitina, queratina, cartilago,
colageno y similares. Alternativamente, el material de partida puede ser un compuesto basicamente puro de origen
vegetal o animal o quimicamente sintetizado conocido por presentar actividad bioldgica, por ejemplo, cualquier nimero
de flavonoides, isoflavonoides o antocianinas con actividades biol6gicas conocidas; aminoacidos y derivados de los
mismos, tal como N-acetil cisteina y N-acetil glutamina, aldosaminas, término que incluye derivados de las mimas, tal
como N-acetil glucosamina, xantinas, término que incluye derivados de las mismas, tal como cafeina, antioxidantes, tal
como resveratrol, o acido rosmarinico, compuestos anti inflamatorios, tal como glicirricina, &cido glicirretinico y
compuestos relacionados; o esteroides y precursores esteroideos, tal como el DHEA o precursores naturales del mismo.
También se sobreentendera que muchos de estos compuestos presentan mas de una actividad biolégica; por ejemplo,
el resveratrol es tanto un antioxidante como un agente blanqueante. Tal como se usa en el presente documento, el uso
de la expresion “materiales naturales” pretende abarcar no solo materiales procedentes directamente de la naturaleza,
sino también materiales que estan presentes en fuentes naturales pero que pueden haber sido preparados por medios
sintéticos o semi-sintéticos.

Los materiales descritos en el presente documento son principalmente materiales que presentan una actividad
biologica que es (til para aplicacion via tdpica para mejorar los efectos terapéuticos o beneficiosos de los materiales
sobre la piel, pero los expertos en la materia se daran cuenta facilmente de que, en tanto en cuanto la funcion mejorada
sea aplicable a otros sistemas de 6rganos, los materiales mejorados se podran usar también sistémicamente. También
se sobreentendera que este procedimiento también se puede aplicar facilmente a un material presente en la naturaleza
de cualquier tipo que presente una actividad bioldgica aplicable Unica o principalmente para uso sistémico. Ejemplos de
materiales herbaceos o vegetales de otro tipo conocidos por tener efectos medicinales sistémicos se describen tanto en
la obra de D'Amelio como en la de Bruneton, véase anteriormente. Ejemplos concretos de materiales que tienen
propiedades bioquimicas interesantes son aceites con fragancia o esenciales, que pueden presentar tanto beneficios
cosméticos como beneficios sistémicos, especialmente en el campo de la aromaterapia. Los perfumes y aceites
esenciales se han usado durante miles de afios no soélo por sus propiedades de enmascaramiento de olor sino también
debido a sus reconocidos efectos en el plano psicolégico asi como en el organismo. Una referencia Util respecto a esta
informacion se encuentra en la obra Groom, N.; Perfume, the ultimate guide to the world's finest fragrances, Running
Press, Philadelphia-London, 1999, incorporada al presente documento como referencia. Ejemplos de aceites esenciales
Gtiles, o materiales vegetales que son conocidos por producir tales beneficios, son aceite esencial de rosa (disminuye la
tensién), romero (tonificante), lavanda (relajacién), limén (anti-depresivo), flor de azahar (disminuye la ansiedad), amaro
(anti-depresivo), albahaca (aumenta el nivel de alerta y la memoria), anis (carminativo), melisa (anti-depresivo), sandalo
(mejora del estado de &nimo), menta (estimulante mental) o ylang-ylang (aumenta la sensualidad). Cada uno de estos
materiales, si se someten a bioconversion, puede mejorar al tener estas propiedades individuales mejoradas.
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Una observacion especialmente (til es que el proceso de bioconversién puede lograr que un aceite esencial
sea hidrosoluble, bien modificando su estructura quimica o bien complejando el mismo con los dominios hidroéfobos de
las macromoléculas hidrosolubles, que se exponen al extracto durante la etapa de pirolisis. El geraniol procedente de
aceite de rosa y aceites esenciales procedentes de romero y lavanda se han transformado en hidrosolubles mediante
bioconversion.

Esta posibilidad de transformar en hidrosolubles compuestos que generalmente son insolubles en agua tiene
excelentes aplicaciones en el campo de la formulacion, en el cual la solubilidad, o la falta de la misma, de un material
aconsejable en un tipo concreto de vehiculo es, a menudo, problematica. Obviamente esta observacién no esta, por
tanto, limitada a aceites esenciales sino que abarca una gran variedad de compuestos usados en cosmética, tal como
rellenos, espesantes, tensioactivos y principios activos que presentan poca solubilidad en agua o aceite.

El aumento en la actividad observado con el actual proceso de bioconversion es especialmente sorprendente y
ha sido demostrado con una amplia variedad de diferentes materiales presentes en la naturaleza con una amplia gama
de actividades bioldgicas, como se observara en los siguientes ejemplos. Sin desear quedar ligados a teoria alguna,
este inesperado hecho puede ser debido a la solubilizacion o mayor biodisponibilidad de las moléculas activas, la
transformacioén enzimatica de los principios activos, la interaccion sinérgica de los principios activos con los
componentes de las levaduras tales como vitaminas o nutrientes o oligoelementos, es decir, aquellos elementos que se
encuentran en el organismo en concentraciones muy bajas, o a una combinacién de todos estos procesos. Cualquiera
gue sea el motivo, el éxito del aumento de actividad de una gran variedad de materiales naturales tanto crudos como
relativamente puros, con diferentes identidades quimicas y actividades biolégicas, inequivocamente muestra la amplia
aplicabilidad de la técnica de bioconversién para mejorar la actividad biolégica presente de forma natural. El beneficio
radica en la produccion de un material que es mas activo que el original para concentraciones equivalentes o incluso
menores, lo cual, a su vez, proporciona mayor disponibilidad de materiales naturales, que si no serian posiblemente
escasos y/o caros, con significativos beneficios biolégicos.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los ejemplos siguientes.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Este ejemplo ilustra el proceso general de bioconversién que se puede usar con diversos materiales naturales.
A. Preparacion del inéculo:

Veinticuatro horas antes de comenzar el proceso de bioconversion se prepara un cultivo fresco de levadura
Saccharomyces cerevisiae: ATCC 60219. Se inocula una colonia de una placa con estriado en fresco en un frasco con
agitacion de 400 ml que contiene el 100% de caldo tripona soja. Se prepara suficiente indculo para que constituya el 1%
(vol/ivol) del volumen total de la bioconversion. Esto constituye una proporcién levadura/medio aproximadamente del
0,01% al 0,1% en humedo peso/volumen. Una vez que se ha determinado el volumen de la conversion, se elige un
recipiente para alojar el proceso.

B. Preparacion del extracto:

El material que se va a extraer para bioconversion (p. ej., material vegetal finamente dividido) se afiade a 100
ml de agua o a una mezcla de agua:etanol 50:50, o a agua | con 0,01 ppm de iones de plata en los clisteres o a agua |,
0 a agua S u otros disolventes organicos como butilenglicol en una proporcién p/p entre el 0,01 y el 10%. La mezcla
vegetal-disolvente se incuba a temperatura ambiente durante un periodo de una semana. Tras la incubacion, el residuo
que queda se elimina mediante filtracién y, en caso de extracciones hidroalcohdlicas, se eliminan los alcoholes que
guedan mediante evaporacion rotatoria, quedando un extracto que se afiadira al recipiente de bioconversion.

C. Inéculo:

El recipiente contiene agua destilada estéril o agua | 0 agua S 0 mezclas de las mismas. A lo anterior se afiade
el extracto en proporciones que varian del 0,01% (al igual que, a menudo, en el caso de aceites esenciales con aroma)
al 10% (volumen/volumen). Tras la adicion del ingrediente activo o extracto vegetal el recipiente se puede inocular con
Saccharomyces cerevisiae, que se habia preparado previamente como se describié anteriormente. Toda bioconversion
que use S. cerevisiae se inocula con el 1,0% (del volumen total) de la bioconversion. El agitador se ajusta a la velocidad
deseada, tipicamente 20-200 rpm, a una temperatura de aproximadamente 25°C, con oxigenacion de 0,2-2 litros/min.

D. Tiempo de procesado:

La bioconversion durard 24-72 horas. Se toman muestras a intervalos de 24 horas para control del pH,
recuento de placas, evaluacion olfativa y visual y grabaciéon en un registro de datos. También se tomaran 20 ml de
muestra cada 24 horas para evaluacion de la estabilidad. El punto final del proceso generalmente se determina
monitorizando el pH, como un indicador de actividad bioldgica, hasta el momento en que se estabiliza, y entonces se
detiene el proceso de conversion. En este momento la temperatura se eleva hasta 45°C durante un dia y, a
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continuacion, se lleva a cabo una etapa pirolitica, en la cual la temperatura se eleva hasta 90-95°C durante 10-15
minutos.

Tras la pirolisis, el medio se filtra a través de filtros de tamafio de poro decreciente: 8, 2 y 0,22 micrometros.
Una vez filtrada, la muestra se conserva con 0,5% de fenoxietanol u otros conservantes o se almacena a 4 C° y se
guarda para uso posterior.

Ejemplo 2

Se preparan productos de fermentacion de diferentes materiales naturales basicamente como se describe en el
ejemplo 1, o ese proceso modificado como se indica, y, a continuacion, se ensayan para determinar su nivel de
actividad. Los resultados observados son los siguientes:

A. Centella asiatica.

Se sabe que los extractos de Centella asiatica presentan actividad potenciadora del colageno. Para intentar
mejorar esta actividad, se incuba una muestra de extracto de Centella asiatica al 0,1% con levadura al 0,1% durante 96
horas. El ensayo se realiza como se indica a continuacion: se sembraron células NHDF y se dejaron crecer hasta
confluencia en una placa de 96 pocillos antes del tratamiento. Las muestras ensayadas fueron levadura seca (p/v)
termolisada durante 10 minutos, levadura seca al 0,1% termolisada durante 96 horas, Centella asiatica al 0,1% (p/v) en
dH,0 y Centella asiatica al 0,1% (p/v) que fue sometida el proceso de bioconversion descrito anteriormente durante 96
horas con levadura al 0,1% en dH,O. Cada una de las muestras se filtro de forma estéril y diluy6é adicionalmente en
medio antes de ser ensayada. Las muestras se diluyeron al 10%, 5%, 2,5% y el 1,25%. Teniendo en cuenta que la
concentracién de partida de Centella era del 0,1% (p/v), las concentraciones finales de Centella ensaya fueron
0,00125%, 0,0025%, 0,005% y 0,01% (p/v). La placa se incubé durante 3 dias a 37°C / 5% CO, antes de recoger el
sobrenadante, y se almacend a -80°C en tubos siliconados hasta que se realiz6 el ELISA. Se realiz6 el PIP ELISA (Pan-
Vera Technology, Cddigo MK101) tal como se detalla en el protocolo suministrado por el fabricante y los resultados se
calcularon a partir de la curva patrén.

La muestra de Centella asiatica bioconvertida termolisada durante 96 horas presenta una actividad de
estimulacién de la sintesis in-vitro de colageno que es de tres a cuatro veces mayor que la de la muestra no
bioconvertida. La muestra de control de levadura termolisada durante 10 minutos en dH,O no induce ningin cambio en
la sintesis de colageno en cultivos de fibroblastos humanos, ni tampoco la muestra de levadura que se termolisé 96
horas tras ser “rehidratada’. Los resultados se muestran en el grafico presentado como figura 1. Los resultados
muestran claramente que la Centella bioconvertida proporciona un aumento en la sintesis de colageno.

B. Cafeina

La cafeina en agua tiene considerables propiedades antioxidantes, siendo capaz de reducir la oxidacion de
lipidos mediante radiacion ultravioleta. La cafeina se sometié a bioconversion en las concentraciones indicadas (p/v) en
agua o en una mezcla de aguas estructuradas (I/S 60/40). Tras la bioconversion en agua estructurada, se observa una
mayor capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica, como se indica posteriormente. La metodologia para determinar la
inhibicion de la peroxidacion lipidica se puede encontrar, por ejemplo, en el documento Pelle y col., Ann N. Y. Acad. Sci.
570 : 491-494 (1989).

Concentracion de cafeina Inhibicion de peroxidacion lipidica
No bioconvertida Bio-convertida
H.O agua l/sS H,O* agua l/S
0,05% 30% 24% 39%* 55%
0,25% 54% 58% 53%* 78%
0,5% 66% 66% 68%* 87%

*los resultados de esta columna indican una bioconversion realizada en un medio que contiene nutrientes,
como se describe en el ejemplo 3 posterior.

C. Resveratrol

El resveratrol es un conocido antioxidante, capaz de inhibir la peroxidacion inducida por UV de lipidos en un
ensayo liposémico como describen Pelle y col., véase anteriormente. Con la bioconversién en agua S, sus propiedades
antioxidantes se potencian (véase tabla posterior).
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Concentracion de resveratrol en agua S Actividad anti-oxidante
No bioconvertido Bioconvertido
0% 0%
0,05% 1,8% 0,47%
0,25% 8% T7%
0,5% 39% 92%

Los efectos positivos de la bioconversién sobre las propiedades anti-oxidantes del resveratrol no se obtienen
cuando el proceso de bioconversion se realiza en agua destilada.

El resveratrol también es un conocido inhibidor de la tirosinasa, siendo la concentracion que inhibe el 50% de la
actividad enzimatica (IC50) del 0,05%. La bioconversion en agua S aumenta aproximadamente un 20% la potencia
inhibitoria del resveratrol: tras la bioconversion en agua S, el IC50 del resveratrol es del 0,041%.

D. Abedul blanco

Los extractos de abedul blanco contienen compuestos que son inhibidores relativamente débiles de la elastasa,
posiblemente debido a su baja solubilidad en agua. En agua I/S (60/40), el IC50 del extracto de abedul blanco respecto
a la elastasa es del orden del 7,5%. Tras la bioconversidon en aguas I/S (60/40), su actividad anti-elastasa aumenta al
menos diez veces, siendo el IC50 de los extractos de abedul blanco bioconvertidos del 0,7%.

E. Extracto de espinacas

(i) Cuando se priva de suero a un cultivo de fibroblastos durante 24 horas, la sintesis del ADN resulta
negativamente afectada. Un extracto de espinacas al 0,01-0,1% estimula la sintesis de ADN en un cultivo de
fibroblastos privados de suero menos del doble, en comparacion con el control negativo “solo medio”, mientras que el
1% y el 10% de suero fetal bovino restaura la sintesis de ADN, aumentando los valores de la linea de referencia tres
veces y siete veces, respectivamente. Cuando el extracto de espinacas se bioconvierte, el extracto de espinacas al
0,01-0,1% aumenta la sintesis de ADN un factor de cinco-siete en células privadas de suero y parece, por tanto, que el
extracto de espinacas se comporta como un micronutriente con una actividad de estimulacion de sintesis de ADN
comparable con la del 10% de suero.

(ii) Los fibroblastos privados de suero también muestran una morfologia dafiada, caracterizada por la presencia
de numerosas vacuolas en el citoplasma; la morfologia vuelve a ser normal mediante adicion del 1% o 10% de suero. El
extracto de espinacas sin tratar al 0,01-0,1% no es capaz de restaurar la morfologia sana, pero las espinacas
bioconvertidas en las mismas concentraciones son capaces de restaurar la morfologia sana.

F. Pterocarpus ulei y Aniba purchyriminor

P. ulei es una planta ecuatorial conocida por sus propiedades anti-inflamatorias. A. purchyriminor es una planta
ecuatorial que contiene inhibidores del PAF (factor de activacion plaquetario). A. purchyriminor también esta dotada de
una agradable fragancia. Cada una de las plantas Pterocarpus ulei y Aniba purchyriminor presenta actividad
antioxidante. La mezcla de extractos de las dos plantas, por tanto, constituye un perfume con actividades biologicas
utiles. Se midieron sus propiedades anti-oxidantes y se observé que habian mejorado tras la bioconversion. Al 0,002%,
los extractos de Pterocarpus ulei inhiben la peroxidacion lipidica inducida por UV un 64%, pero al 0,0005% no presentan
actividad; al 0,002%, la Aniba purchyriminor inhibe la peroxidacion un 73%, pero al 0,0005% inhibe solo el 23%. Los
extractos sin tratar, en una concentracion del 1% cada uno, se combinan y diluyen al 0,1% cada uno y se someten a
bioconversion. Los extractos convertidos exhiben un aumento de casi tres veces respecto a su actividad antioxidante,
porque al 0,0001% inhiben el 12% de la peroxidacién y al 0,0002% inhiben el 26%.

G. Aceites esenciales

Se transformo un aceite esencial de rosa, compuesta principalmente por geraniol, en hidrosoluble mediante
bioconversién en una concentracion del 0,05% y se ensay6 en agua para estudiar su efecto sobre el estado de animo.
El estado de animo se puede evaluar en sujetos usando el test psicolégico estandar de Perfil de los Estados de Animo
(POMS), que mide la tension, depresién, enfado, vigor, fatiga y confusion. La modificacion del estado de &nimo se
puede determinar en sujetos que completan el cuestionario POMS antes y después de oler una fragancia concreta.

Se pidi6é a un grupo de 42 voluntarios que rellenara un cuestionario antes y diez minutos después de oler aceite
esencial de rosa bioconvertida o no bioconvertida, puntuando su estado de animo en una escala de 1-11. El resultado
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del experimento fue que el aceite esencial de rosa bioconvertida disminuye la tensién en mucho mayor grado que la
rosa no bioconvertida, como se muestra en las tablas posteriores.

De forma similar, se bioconvirtié un aceite esencial de romero en una concentracion del 1%. El aceite esencial
de romero esta ampliamente documentada en la literatura publicada para aumentar el vigor. Descubrimos que el romero
bioconvertido disminuye el vigor, el enfado y la tension.

TABLA 1
Material Estado de &nimo Antes Después n P
Romero biocon Tension 3,44 1,07 45 0,006
Enfado 3,24 1,78 45 0,05
Vigor Variacion del histograma 45
Lavanda biocon Tensién 3,55 1,17 42 0,01
Vigor Variacién del histograma 42
Lavanda + romero|Vigor Variacién del histograma* 42
biocon
Rosa biocon Tension Variacion del histograma** 38
* véanse detalles en (b) a continuacion.
** yéanse detalles en (a) a continuacion.
(@)
Estado de namero de participantes en el estado de animo
animo
Aceite esencial de rosa Aceite esencial de rosa bioconvertida
tensién Antes de olerla Después de olerla Antes de olerla Después de olerla
0 3 3 0 0
1 3 5 7 9
2 6 8 8 11
3 4 5 11 11
4 2 1 8 3
5 2 4 0 1
6 4 2 1 1
7 3 1 2 1
8 3 1 1 1
9 1 3 0 0
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11

(b)

Estado de &animo

ndmero de participantes en el estado de animo

Lavanda + romero bioconvertidos

vigor Antes de olerlos Después de olerlos
0 0 0
1 0 2
2 4 1
3 3 11
4 4 4
5 10 2
6 4 4
7 4 5
8 5 6
9 6 1
10 0 5
11 2 1

(c) un ejemplo de control negativo: agua

Estado de &animo

numero de participantes en el estado de animo

Agua
depresién Antes de olerla Después de olerla
0 0 0
1 0 0
2 20 22
3 10 9
4 5 4
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5 2 3
6 2 1
7 1 1
8 0 1
9 0 1
10 1 0
11 1 0
Tabla 2
Aceite esencial Efectos tradicionales documentados sobre el estado de animo
Lavanda Relajante, anti-nerviosismo, disminuye la melancolia, alivia la fatiga,

anti-depresivo, estimulante

Romero Estimulante cerebral, vigorizante, anti-depresivo
Rosa Anti-estrés, calmante, anti-depresivo, potencia los sentimientos positivos
Ejemplo 3

El procedimiento descrito en el ejemplo 1 se puede modificar para incluir un medio con nutrientes en el cual
pueda crecer la levadura. Un ejemplo de ingredientes adecuados para el medio son los siguientes:

Ingredientes del medio de fermentacion

Extracto de levadura Biospringer 3g/L

Extracto de malta Briess 3g/L

Hidrolisado de guisantes Marcor 5g/L

Glucosa 10g/L

El proceso de conversion se realiza como se describié en el ejemplo anterior, con las modificaciones
siguientes. El proceso durara 24-72 horas dependiendo de la tasa de utilizacion de carbohidratos. Cuando la conversion
ha finalizado, el procesado final esta hecho. No se realiza etapa de pirolisis. Todo el contenido del recipiente se somete
a sonicacion en vasos de precipitados de vidrio durante 1 hora. Se afiaden perlas de vidrio al frasco para favorecer el
proceso de sonicacion. Tras sonicacion, el medio se centrifuga en recipientes de 200 ml a 4000 rpm durante 15 minutos.
Las muestras centrifugadas se pasan, a continuacion, por un filtro de 0,22 um. Una vez filtrada, la muestra se conserva
con 0,5% de fenoxietanol y se guarda para uso posterior.

Ejemplo 4

Se usa el procedimiento del ejemplo 3 para convertir N-acetil glucosamina y manosa-6-fosfato, cada uno de los
cuales es conocido por presentar actividad bioldgica en la descamacion de las células cutaneas. El efecto de los
agentes exfoliantes bioconvertidos se ensaya entonces respecto a su capacidad de mejorar la exfoliacion de la piel y se
evallia como se indica a continuacion.
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Disefio del estudio

Los sujetos incluidos en este estudio fueron 120 mujeres con edades entre 21 y 65 afios, cumpliendo todos los
criterios de cribado de buena salud y no estaban embarazadas ni en periodo de lactancia. Los sujetos indicados se
presentaron para el ensayo sin hidratantes o cualquier otro producto en sus manos y se tomaron medidas de la linea de
referencia. Se asignaron de forma aleatoria a uno de los siguientes ocho grupos de tratamiento. Se les proporciono el
producto para que se lo llevaran a casa y se lo administrasen ellos mismos solo en su mano derecha, dos veces al dia,
por la mafiana después de lavarse y por la noche al menos 15 minutos antes de irse a dormir, durante cuatro semanas.
La mano izquierda sirvio como la zona de control sin tratar. A los sujetos se les permitié usar solo el producto de ensayo
y anotar especificamente su uso en una agenda diaria que se les proporciond. Tras dos y cuatro semanas los sujetos
volvieron para el ensayo sin haberse aplicado el producto durante al menos 12 horas y se volvieron a evaluar en las
mismas condiciones.

Exfoliacion de la piel mediante el procedimiento de discos D-Squame y andlisis de imagenes

Con cuatro discos D-Squame se ejercié presion de forma firme y uniforme sobre la cara y el dorso de cada
mano con un dispositivo de sujecion de la mano de presion uniforme y se retiraron suavemente apartandolos de la piel.
Los discos D-Squame se montaron en portamuestras para microscopio transparentes y se etiquetaron con el nombre y
visita del participante.

La descamacion se evalud a partir de los discos D-Squame mediante el analizador de imagenes. La evaluacién
de la piel se llevé a cabo antes del tratamiento y tras dos y cuatro semanas de tratamiento.

Se us6 el analizador de imagenes OPTIMA para evaluar la escamacion cutanea. Las muestras de D-Squame,
gue contienen corneocitos de la capa, se colocan bajo una camara en la parte superior de una mesa con luz y cada
imagen se importa al analizador de imagenes. Se midi¢ el Valor de Grises medio correspondiente a la densidad de la
muestra. Cuanto mas densa es la muestra, mayor es la diferencia en el valor de Grises.

Productos de ensayo y asignacién de grupos:

Se asignaron los siguientes grupos de ensayo:

1. Placebo (base D1)

2. 1% caldo

3. Caldo + levadura = 1% fermento

4. 1% caldo + N-acetil glucosamina

5. 1% caldo + manosa-6-fosfato

6. 1% fermento de N-acetil glucosamina

7. 1% fermento de manosa-6-fosfato

8. 1 % fermento de manosa-6-fosfato + amaro + turmalina
Resultados

La exfoliacion de la piel se evalué midiendo la cantidad de escamas eliminadas de la superficie cutidnea usando
discos D-Squame y analizando los mismos mediante el procedimiento de Al. En este estudio se usan diversas
combinaciones de fermentos de N-acetil D-glucosamina y manosa-6-fosfato frente al placebo, el caldo y el fermento
como controles, respecto a su efecto en la descamacion cutanea. Los datos demuestran claramente que el proceso de
fermentacion potencio la actividad de ambos materiales. La glucosamina mostré sisteméticamente una eficacia superior
a la de la manosa-6-fosfato. Los resultados se resumen en la tabla 3 posterior.

11
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Tabla 3

% de _glisminucién en la valor p

escamacion

2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas
Placebo (base D1) 10,7 12,2 0,259 0,179
Caldo 14,0 13,7 0,046 0,010
Caldo + levadura = fermento 13,2 17,1 0,029 0,031
Caldo + N-acetil glucosamina 24,5 30,7 0,000 0,000
Caldo + manosa-6-fosfato 16,6 25,2 0,000 0,000
Fermento de N-acetil glucosamina 27,7 36,4 0,000 0,000
Fermento de manosa-6-fosfato 22,2 28,2 0,000 0,000
Fermento de manosa-6-fosfato + amaro +|19,8 24,8 0,000 0,001

turmalina

Ejemplo 5

Se realizd otras serie de ensayos como se describié anteriormente. La concentraciéon de N-acetil D-
glucosamina y manosa-6-fosfato se redujo diez veces sin que su actividad se viese comprometida. La tabla 4 posterior
resume las concentraciones activas reales usadas con una breve descripcion junto con su actividad.

Tabla 4
Descripcion Concentracion de [Disminucién en la escamacion
principios activos en la
férmula
2 semanas 4 semanas
1. Placebo (base D1) 0 11% 12%
2. 1% de caldo (medio que contiene nutrientes para la 0 14% 14%
levadura)
3. 1% de fermento (caldo + levadura fermentada 3-5 dias) 0 13% 17%
4. 1% (caldo que contiene el 10% de N-acetil glucosamina) 0,1% 25% 31%
5. 1% (caldo que contiene el 10% de manosa-6-fosfato) 0,1% 17% 25%
6. 1% (fermento que contiene el 10% de N-acetil 0,1% 28% 36%
glucosamina)
7. 1% (fermento que contiene el 10% de manosa-6-fosfato) 0,1% 22% 18%
8. 1% N-acetil glucosamina ** 1,0% 16% 27%
9. 1% manosa-6-fosfato ** 1,0% 22% 29%

** Nota: los n°® 8 y 9 se ensayaron previamente en una base y los resultados mostrados representan su

actividad respecto al placebo.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de fabricacion de una preparacion bioconvertida, que comprende las etapas de:

a. incubar un material de origen vegetal o animal no humano seleccionado para bioconversién en un entorno
acuoso durante un periodo de tiempo suficiente para extraer material activo del material vegetal o animal no humano,

b. someter el material de (a) a un proceso de bioconversién, en el cual el extracto se combina con micro-
organismos de levadura a temperatura ambiente, se agita a 20-200 rpm con burbujeo de aire a 0,02-2 litros/minuto
durante un periodo de al menos aproximadamente 24 horas,

c. pirolizar aumentando la temperatura hasta 90-95°C durante un periodo de aproximadamente 5-10 minutos.
2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el cual la levadura es saccharomyces.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el cual el microorganismo se incuba con el extracto basicamente
en ausencia de cualquier nutriente en el medio.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el cual el microorganismo basicamente no exhibe crecimiento
durante la incubacion.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el cual el extracto es un extracto vegetal crudo.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el cual el extracto es un compuesto de origen vegetal
basicamente puro.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el cual el extracto es un extracto de origen animal no humano
crudo.

8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el cual el extracto procede del grupo constituido por regaliz,
matricaria, lavanda, jengibre, rosa, enebro, espinacas, té verde, té blanco, abedul blanco, pterocarpus, centella, aniba,
echinacea, hypericum, margosa, mimosa, romero, albahaca, uva y aloe.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el cual el extracto procede del grupo constituido por quitina,
queratina, colageno y cartilago.

10. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el cual el extracto es un compuesto seleccionado del grupo
constituido por flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, aminoécidos, aldosaminas, xantinas, fosfosacéaridos,
resveratrol, acido rosmarinico, glicirricina, esteroides y precursores esteroideos.

11. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el cual el extracto es un aceite esencial de plantas.
12. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el cual el medio comprende al menos un agua estructurada.

13. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el cual el extracto se ha preparado en presencia de al menos un
agua estructurada.

14. Un material presente en la naturaleza bioconvertido preparado segun el procedimiento de la reivindicacion

15. El material de la reivindicacién 14, que procede de regaliz, matricaria, lavanda, jengibre, rosa, enebro,
espinacas, té verde, té blanco, abedul blanco, pterocarpus, centella, aniba, echinacea, hypericum, margosa, mimosa,
romero, albahaca, uva y aloe.

16. El material de la reivindicacion 14, que procede de quitina, queratina, colageno o cartilago.

17. El material de la reivindicacion 14, que procede de un compuesto seleccionado del grupo constituido por un
compuesto seleccionado del grupo constituido por flavonoides, isoflavonoides, antocianinas, aminoacidos, aldosaminas,
xantinas, fosfosacaridos, resveratrol, acido rosmarinico, glicirricina, esteroides y precursores esteroideos.

18. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el cual el medio se proporciona con nutrientes suficientes para el
crecimiento del micro-organismo.

19. Un material bioconvertido preparado segun el procedimiento de la reivindicacion 18.
20. El material de la reivindicacién 19, que procede de una aldosamina o un fosfosacarido.

21. Una composicidon cosmética o farmacéutica que contiene una cantidad biolégicamente activa del material
bioconvertido de la reivindicacion 14.

13
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22. Una composicidon cosmética o farmacéutica que contiene una cantidad biolégicamente activa del material
bioconvertido de la reivindicacion 19.

14
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