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DESCRIPCION
Cepa de Lactobacillus delbrueckii que disminuye el colesterol en sangre.

La presente invencion se refiere a una cepa nueva de Lactobacillus delbrueckii que presenta propiedades de
disminucion del colesterol en sangre.

Se ha dado a conocer que ciertos productos lacteos fermentados pueden ejercer efectos de disminucion del
colesterol en sangre. Estos efectos dependen, en particular, de la presencia, en estos productos, de cepas
especificas de bacterias de acido lactico que pertenecen a ciertas especies determinadas. En particular, son cepas
de enterococos, tales como Enterococcus faecium (solicitud EP0101209) o Enterococcus mundtii (solicitud PCT WO
2007/108583), de bifidobacterias (solicitud PCT WO 2007/029773) (Xiao y otros, J Dairy Sci, 86, 2452-61, 2003), y
de lactobacillus.

Entre los lactobacillus, se han identificado cepas que disminuyen el colesterol en sangre sélo en algunas especies,
tales como Lactobacillus casei (Brashears y otros, J Dairy Sci, 81, 2103-10, 1998; Kapila y Sinha, Indian J Med Sci,
60, 361-70, 2006; Kawase y otros, J Dairy Sci, 83, 255-63, 2000), Lactobacillus fermentum (Gillland y Walker, J
Dairy Sci, 73, 905-11, 1990; Pereira y otros, Appl Environ Microbiol, 69, 4743-52, 2003), y, de manera especial,
Lactobacillus acidophilus (Gilliland y otros, Appl Environ Microbiol, 49, 377-81, 1985; Lin y otros, J Dairy Sci, 72,
2885-99, 1989; Gilliland y Walker, J Dairy Sci, 73, 905-11, 1990; Gupta y otros, Int J Food Microbiol, 29, 105-9, 1996;
Anderson y Gilliland, J Am Coll Nutr, 18, 43-50, 1999).

Por otro lado, otras especies de lactobacillus y, en particular, Lactobacillus delbrueckii, que es una de las especies
utilizadas mas ampliamente en la fabricacion de productos lacteos fermentados, ya que constituye, en combinacion
con Streptococcus thermophilus, la “simbiosis del yogur” convencional, eran consideradas hasta ahora como
carentes de los efectos de disminucion del colesterol en sangre.

De este modo, se demostrd que los yogures convencionales (obtenidos mediante fermentacion con Lactobacillus
delbrueckii + Streptococcus thermophilus) no presentaban los efectos de disminucién del colesterol en sangre de los
productos lacteos obtenidos mediante la fermentacion con Lactobacillus acidophilus y Streptococcus thermophilus
(Akalin y otros, J Dairy Sci, 80, 2721-5, 1997), o con Bifidobacterium longum (Xiao y otros, J Dairy Sci, 86, 2452-61,
2003). También se dio a conocer que la administracion de Lactobacillus delbrueckii a ratones axénicos inducia una
disminucion en la excrecion fecal de colesterol, pero no inducia ningun cambio en el nivel de colesterol en sangre o
hepatico. Cuando se administraba Lactobacillus delbrueckii a ratones deficientes en la apolipoproteina E (ratones sin
ApoE), no se observaba ningun efecto, ya fuera para el colesterol fecal, hepatico o en sangre (Portugal y otros, Braz
J Med Biol Res, 39, 629-35, 2006).

Los presentes inventores han aislado ahora una cepa de Lactobacillus delbrueckii que, de manera sorprendente,
presenta propiedades de disminucién del colesterol en sangre. Esta cepa también presenta la capacidad de
crecimiento en leche y la capacidad de propagacién de las cepas de Lactobacillus delbrueckii utilizadas
habitualmente en la fabricacién de yogures y, por tanto, se puede utilizar de manera conveniente en la fabricacion de
productos lacteos fermentados y, en particular, yogures.

Por consiguiente, la presente invencidn da a conocer la cepa de la subespecie /actis de Lactobacillus delbrueckii
depositada el 6 de abril de 2007 bajo el nombre 1-3741 con la CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (“Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos”)) [French National Microorganism Culture
Collection (“Coleccion Nacional Francesa de Cultivos de Microorganismos”) ], 25 rue du Docteur Roux, en Paris.

Las caracteristicas de esta cepa son las siguientes:

- Morfologia: Microorganismo gram positivo, bacilos granulares, mas o menos largos, que son bastante
pequenos.

- Fermentacién de los siguientes azucares (resultados obtenidos en una tira Api 50 CH - medio APl MRS a
37°C durante 48 horas): D-glucosa, D-fructosa, D-manosa, N-acetilglucosamina, maltosa, lactosa,
sacarosa, trehalosa.

La presente invencion también da a conocer un fermento lactico que comprende la cepa de la subespecie lactis de
Lactobacillus delbrueckii CNCM 1-3741 combinada con una o mas de otras cepas de bacterias del acido lactico.

Dicha otra cepa o cepas pueden pertenecer, en particular, a las siguientes especies: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei subespecie casei, Lactobacillus casei subespecie rhamnosus,
Lactobacillus zeae, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus cremoris, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
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delbrueckii subespecie bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subespecie lactis, Lactobacillus delbrueckii subespecie
delbrueckii, Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus amylovorus,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus brevis,
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subespecie lactis, Lactococcus lactis subespecie cremoris,
Enterococcus faecium, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium animalis especie lactis, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium adolescentis.

Segun una realizacion preferente de un fermento lactico, segun la presente invencion, la cepa de la subespecie /actis
de Lactobacillus delbrueckii CNCM [-3741 esta combinada, como minimo, con una cepa de Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus y, como minimo, una cepa de Streptococcus thermophilus.

La presente invencion también da a conocer un método para preparar un producto fermentado, cuyo método se
caracteriza por el hecho de que comprende la fermentacién de un medio adecuado con la cepa CNCM 1-3741, o con
un fermento lactico, segun la presente invencion, que contiene dicha cepa. Segun una realizacion preferente de este
método, el medio utilizado para la fermentacion es leche o un medio basado en leche, o un zumo de plantas (zumo
de fruta y/o de verduras) o una mezcla de estos medios.

La presente invencion también da a conocer productos fermentados, en particular productos lacteos fermentados,
que contienen bacterias de la cepa CNCM 1-3741 y, de manera opcional, bacterias de una o mas de otras cepas de
bacterias del acido lactico.

Segun una realizacion preferente de un producto fermentado, segun la presente invencién, éste contiene, después
de la fermentaciéon, como minimo, 1x10° CFU (unidades formadoras de colonias), de manera preferente, como
minimo, 1x10” CFU, y de manera mas preferente, entre 1x10” y 1x10° CFU, por ml de bacterias de la cepa CNCM
1-3741.

La presente invencion también se refiere a la utilizacion de la cepa CNCM [-3741, o de fermentos lacticos o de
productos fermentados que contienen dicha cepa, para obtener productos que inducen una disminucién en el nivel
de colesterol en sangre, en particular el nivel de colesterol LDL.

La presente invencion se entendera de manera mas clara mediante la siguiente descripcion adicional, la cual se
refiere a ejemplos que ilustran las propiedades de disminucién del colesterol en sangre de la cepa CNCM 1-3741. Sin
embargo, debe entenderse claramente que estos ejemplos se proporcionan unicamente a modo de ilustracion del
objeto de la presente invencion, de la cual no constituyen de ningin modo una limitacion.

EJEMPLO 1: EFECTO DE DISMINUCION DEL COLESTEROL EN SANGRE /N VIVO DE LA CEPA CNCM 1-3741

Se evalud el efecto del consumo de la cepa CNCM 1-3741 (también referida en lo sucesivo como DN 111244) y,
como control positivo, de la cepa 1-2273 de Lactobacillus acidophilus dada a conocer en la patente EP1251860
(también referida en lo sucesivo como DN 112001), en ratones in vivo deficientes en apolipoproteina E (sin apoE).
La cepa -2273 es una cepa que presenta una actividad in vitro de disminucién del colesterol en sangre, pero que no
se puede utilizar facilmente para obtener productos lacteos fermentados, ya que crece muy escasamente en leche.

El protocolo experimental es el siguiente:

Se dividieron cuarenta ratones sin ApoE de 9 a 10 semanas de vida en 4 grupos de 10 ratones. Estos ratones fueron
proporcionados por los Laboratorios Charles River, L'Arbresle (Francia).

Todos los ratones recibieron durante 28 dias una dieta rica en lipidos complementada, mediante sonda, con:

- 300 pl/dia de un cultivo que contenia 6x10° CFU de la cepa DN 111244, obtenido bajo las condiciones de
cultivo en leche-medio MRS (grupo 1);

- 300 pl/dia de un cultivo que contenia 6x10° CFU de la cepa DN 112001, obtenido utilizando las mismas
condiciones de cultivo en leche-medio MRS que las descritas para la cepa 111244 (grupo 2);

- 300 pl/dia de una leche de control, la composicién de la cual es la siguiente: leche desnatada (control).

Las cepas DN 112001 y DN 111244 (CNCM 1-3741) se cultivaron en medio MRS. Se volvieron a suspender
posteriormente en leche para obtener una leche que contenia 6x10® CFU de bacterias.

La captacion diaria de los animales en los tres grupos fue idéntica. Los animales se pesaron al inicio del experimento
y, a continuacion, a intervalos de 5 dias durante el transcurso del tratamiento. No se observd una diferencia
significativa entre los diversos grupos.
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El nivel de colesterol total en plasma y el nivel de colesterol LDL se midieron al inicio del experimento y después de
28 dias de tratamiento.

Ensayo de lipidos en plasma

Los resultados se muestran en las figuras 1y 2.

Estos resultados muestran que, después de 28 dias de tratamiento, se observa una disminucion en el colesterol total
y en el colesterol LDL (el colesterol “malo”) en los animales de los grupos 1 y 2 en comparaciéon con el grupo de
control.

EJEMPLO 2: CRECIMIENTO DE LA CEPA CNCM 1-3741 EN LECHE

Las propiedades con respecto al crecimiento en leche de la cepa CNCM 1-3741 se analizaron utilizando el siguiente
protocolo:

Se inoculé un medio formado de leche desnatada reconstituida (120 g de leche desnatada en polvo en un litro de
agua destilada, complementada con 2 g/l de extracto de levadura) con la cepa CNCM I-3741 o, mediante
comparacioén, con la cepa CNCM 1-1519 de la subespecie bulgaricus de L. delbrueckii (esta cepa, que se da a
conocer en la solicitud EP 0858501, presenta propiedades convencionales en términos de fermentacion).

La actividad fermentativa de las cepas, unida a su crecimiento, se mide mediante la manipulacion continua del pH
del medio de crecimiento.

Los resultados se proporcionan en la figura 3.

Estos resultados muestran que la cepa CNCM 1-3741 es capaz de crecer de manera eficaz en leche y, por tanto, se
puede utilizar en la fabricacién de productos lacteos fermentados.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de la subespecie lactis de Lactobacillus delbrueckii depositada el 6 de abril de 2007 bajo el numero 1-3741
con la CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (“Coleccion Nacional de Cultivos de
Microorganismos”)).

2. Fermento lactico que comprende la cepa de la subespecie lactis de Lactobacillus delbrueckii, segun la
reivindicacion 1, combinado con una o mas de otras cepas de bacterias del acido lactico.

3. Fermento lactico, segun la reivindicacion 2, caracterizado por el hecho de que dicha otra cepa o cepas de
bacterias del acido lactico se eligen entre cepas que pertenecen a las siguientes especies: Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

4. Producto fermentado que contiene bacterias de la cepa CNCM [-3741.

5. Utilizacion de la cepa CNCM [-3741 para obtener un producto que induce una disminucion en el nivel de colesterol
en sangre, en particular el nivel de colesterol LDL.
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