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DESCRIPCION

Biomasa enriquecida en cobre, procedimiento para la preparacion de la misma y productos probioticos, cosméticos,
dietéticos y nutraceuticos que comprenden la misma

La presente invencion se refiere a una biomasa enriquecida con cobre y a un procedimiento para la preparacion de
una biomasa enriquecida con cobre.

La contribuciéon de los microelementos tales como el cobre es muy importante para el organismo humano y animal.
El cobre es un elemento esencial para el metabolismo de energia celular, la produccion de tejido conjuntivo y la
sintesis de péptidos neuroactivos. Participa en la cadena respiratoria, interviene en la sintesis de hemoglobina (junto
con el hierro) y en la actividad de queratinizacién y pigmentacion del cabello y la piel.

No obstante, la liberacion de cobre en el interior del organismo humano y animal se hace dificil por los efectos
téxicos que un metal de este tipo puede causar si se ingieren dosis elevadas.

Con el fin de superar este problema, los inventores han proporcionado un método para la fabricacién de una
biomasa que consiste en células de levadura caracterizada por un elevado contenido intracelular de cobre en forma
de un complejo de cobre-glutation (Cu-GSH). La biomasa obtenible mediante el procedimiento de la invencion se
denomina en lo sucesivo en el presente documento "biomasa de levadura enriquecida en cobre".

Fabricar un complejo de cobre con glutation en células de levadura permite de forma ventajosa eliminar los riesgos
de toxicidad del metal.

Ademas, el propio glutation es una molécula bioldgica util para el organismo animal y humano. El glutation (GSH-L-y-
glutamil-L-cisteinil-glicina) es, de hecho, el compuesto tiol no proteinaceo mas abundante y ampliamente distribuido
en los seres vivos, desde procariotas a eucariotas. Este tripéptido se sintetiza intracelularmente mediante la accion
sucesiva de dos enzimas: la primera es la y--glutamilcisteina sintetasa (GSH 1), que sufre una inhibicion por
retroalimentacion por el propio GSH; la ultima es la GSH sintasa (GSH Il). El bajo potencial redox (E’o= -240 mV)
hace del GSH un fuerte tampdn redox celular. En los tejidos, el GSH desempefia un papel de gran importancia en
los mecanismos de biorreduccion, proteccién contra la tension oxidativa y xenobiontes, asi como en la
destoxificacion de metabolitos enddgenos, actividades enziméticas y los metabolismos del azufre y del nitrogeno.
Por estas razones, se considera que el GSH es una molécula de defensa potente y versétil. Dichas caracteristicas
hacen del GSH una importante molécula farmacol6égicamente activa para tratar muchas afecciones patologicas, por
ejemplo: infeccion por VIH, cirrosis hepética, inflamaciones del pancreas y para contrarrestar el proceso de
envejecimiento. Ademas, el GSH es de interés en la industria de los alimentos y en el campo de la nutricién
deportiva.

En algunas especies de levadura [1, 2] se encuentran niveles altos de GSH, en las que el tripéptido parece participar
en los mecanismos de defensa celular contra las tensiones nutricionales y oxidativas [2, 3].

Ademas, el GSH facilita la reduccion del ion cobre de Cu™ a la forma Cu®. En consecuencia, el GSH secuestra los
iones de Cu’ en forma de conjugado cobre-glutatién (Cu-GSH). En varios estudios se ha sugerido que los
conjugados Cu-GSH desempefian un papel esencial en la transferencia del cobre a una forma apo de las enzimas
que contienen cobre (tales como la superédxido dismutasa), de las enzimas implicadas en la proteccion de la célula
frente a toxicidades por metales pesados (como las metalotioneinas) y de las enzimas implicadas en el transporte
del cobre (como la ceruloplasmina).

Los presentes inventores han resuelto el problema mencionado de la liberacion del cobre dentro del organismo
humano y animal mediante el descubrimiento de que células de la levadura Saccharomyces cerevisiae, si crecen en
condiciones de cultivo adecuadas, son capaces de acumular concentraciones altas del complejo Cu-GSH dentro de
la célula sin que estas concentraciones elevadas sean perjudiciales para la supervivencia de las células.

En base a este hallazgo, los inventores han definido un método de cultivo para las células de Saccharomyces
cerevisiae en un medio nutritivo que contiene una sal de cobre en condiciones que favorecen la acumulacion
intracelular del cobre en forma de un complejo Cu-GSH.

La biomasa de levadura enriquecida con cobre obtenible mediante el procedimiento de la invencién, que tiene un
contenido intracelular del complejo Cu-GSH superior al 1% en peso seco, es adecuada tanto para aplicaciones en el
campo de la cosmética, por ejemplo, para la fabricacion de cosméticos o productos cosmecéuticos, como para
aplicaciones en el campo dietético y alimentario, por ejemplo, para la fabricacion de productos con actividad
prébidtica, como suplementos alimenticios, productos dietéticos, alimentos funcionales, productos nutraceuticos y
varios tipos de preparaciones alimentarias.

Por tanto, un primer objeto de la invencion es un procedimiento para la preparacion de una biomasa de levadura
enriquecida con cobre caracterizada por las etapas siguientes;

(i) cultivar células de levadura de Saccharomyces cerevisiae, cepa SA 221 BM (nimero de acceso DSM
21530, fecha de depdsito 6 de junio de 2008) o cepa SA 586 BM (numero de acceso DSM 21531, fecha
de depdsito 6 de junio de 2008), en un medio nutritivo liquido que comprende una fuente de carbono, una
fuente de nitrégeno, al menos un aminoéacido y una sal de cobre, de modo que se obtenga una biomasa
de levadura enriquecida con cobre en forma de un complejo de Cu-GSH en la que el contenido
intracelular del complejo Cu-GSH es superior al 1% en peso seco; y

(i) separar la biomasa de levadura enriquecida con cobre obtenida en la etapa anterior del medio nutritivo
liquido.
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El procedimiento de la invencién se distingue por su simplicidad y bajo coste.

La fuente de carbono en el medio nutritivo liquido puede comprender, por ejemplo, azlcares tales como dextrosa,
glucosa, fructosa, sacarosa, manosa, manitol, acidos organicos, alcoholes tales como etanol, glicerol, aldehidos.

La fuente de nitrogeno puede comprender, por ejemplo, extracto de malta, licor de maceracion del maiz, hidrolizados
enzimaticos de caseina, aminoacidos, sales amonicas tales como, por ejemplo, sulfato aménico.

El medio nutritivo liquido en el que las células se cultivan comprende al menos un aminoacido, tal como, por
ejemplo, cisteina, metionina, glutamato, glutamina, glicina, leucina, acetilcisteina, serina o combinaciones de los
mismos. Se prefieren las siguientes combinaciones de aminoacidos: cisteina y glicina; cisteina, glicina y serina;
cisteina, glicina, serina y metionina.

La sal de cobre en el medio nutritivo liquido es, por ejemplo, acetato de cobre, sulfato o carbonato de cobre. Entre
estos se prefiere el acetato de cobre. La concentracion de la sal de cobre esta comprendida, preferentemente, entre
0,1y 3 mM.

En una realizacion preferida, el medio nutritivo liquido comprende una o mas sales minerales adicionales ademas
del acetato de cobre, tales como, por ejemplo, citrato sédico, sulfato potasico, sulfato de magnesio.

En una realizacion particularmente preferida, que permite aumentar la acumulacion del complejo Cu-GSH
intracelular, el medio nutritivo liquido comprende adicionalmente ATP (adenosina trifosfato) y acetilfosfato. La
concentracion preferida de ATP esté entre 2 y 5 mM, siendo preferentemente de 2,5 mM. La concentracion preferida
de acetilfosfato esté entre 5 y 50 mM, siendo preferentemente de 20 mM.

El cultivo de las células de levadura en el medio nutritivo liquido con el fin de alcanzar una acumulacién de Cu-GSH
intracelular se lleva a cabo a una temperatura comprendida preferentemente entre 25 y 40 °C y en un pH
comprendido preferentemente entre 3y 9.

Antes del paso al medio nutritivo liquido, las células de Saccharomyces cerevisiae pueden opcionalmente
precultivarse en condiciones aerébicas adecuadas para favorecer la proliferacion celular, con la intencion de
incrementar la cantidad de biomasa. Estas condiciones de crecimiento son bien conocidas por el experto en la
materia y se describen en, por ejemplo, [4,5].

Las células de levadura usadas en el procedimiento de la invencion son, preferentemente, células de
Saccharomyces cerevisiae en forma comprimida, tales como las presentes comercialmente en la levadura de
panadero. Es preferible usar una levadura osmo-tolerante, tal como la comercializada por la marca “La Parisienne
OSMO”, que tiene la propiedad de aguantar concentraciones de azucares superiores al 17%. El uso de levadura
osmo-tolerante para obtener una biomasa que tiene un contenido intracelular de Cu-GSHA superior a 1,5% de peso
seco, preferentemente superior al 2% de peso seco.

Sometiendo la levadura osmo-tolerante a adaptacion en medio con concentraciones crecientes de acetato de cobre,
los inventores han obtenido dos cepas de Saccharomyces cerevisiae osmo-tolerante capaz de acumular cantidades
particularmente altas del complejo Cu-GSH dentro de la célula (superior al 2% de peso seco, preferentemente
superior al 3% de peso seco, todavia mas preferentemente superior al 4% de peso seco) y, por tanto,
particularmente adecuadas para usar en el procedimiento de la invencion. Muestras de estas cepas, denominadas
SA 221 BM y SA 586 BM se han depositado segun el Tratado de Budapest con el Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), con los nimeros de acceso DSM 21530 y DSM 21531, respectivamente,
el 6 de junio de 2008.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a efectos Unicamente ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance de
la invencién como se define en las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO 1

Células de levadura (S. cerevisiae), disponibles comercialmente como levadura de panadero en forma comprimida,
se resuspendieron (10% peso/volumen) en una solucidn que contiene (g/l): glucosa 80, sulfato amdnico 7, sulfato de
magnesio 0,5, citrato sodico 10, cisteina 4, glicina 4, acetato de cobre (1,5 y 2,5 mM para comparar). La mezcla se
incubd a 30 °C en matraces de 100 ml, que contienen 10 ml de la suspension, durante un tiempo total de 40 horas.
Las muestras se recogieron en intervalos de tiempo de 24, 48 y 72 horas y se analiz6 el contenido de GSH vy del
complejo Cu-GSH.

Con el fin de determinar la concentracion intracelular de GSH en la forma reducida y/o de complejo Cu-GSH, se
sometio a las células a tratamiento mediante permeabilizacion térmica usando el procedimiento que se describe a
continuacion [1].

En breve, una muestra de 1 ml se someti6é a centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
sometid a analisis HPLC para determinar el GSH y el complejo Cu-GSH a nivel extracelular. El sedimento celular se
resuspendié en 1 ml de acido ascérbico 0,5 g/l en agua de calidad para HPLC ultrapura, se traté a 100 °C durante 15
minutos, se enfrid en hielo y se centrifugé a 12.000 rpm durante 12 minutos. El residuo soélido, consistente en las
células vacias, se elimind, mientras que la materia permeabilizada se sometié a andlisis HPLC para determinar el
GSH y el complejo Cu-GSH a nivel intracelular. La evaluacién cuantitativa para GSH y los conjugados se realizd
usando el sistema HPLC con un detector de UV a 210 nm usando una columna Purospher® end-capped RP-18
(250-4) mm (Merck) con termostato a 30 °C, y se eluy6 con 25 mM de una solucién de NaH2PO4 a un pH de 3,5, a
0,3 ml min-1 [6].

Los resultados se exponen en la Tabla 1.
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Tabla 1
Acetato de | GSH (% peso seco) Cu-GSH ((% peso seco)
Cu (mM)
24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h
Control 0,1 0,8 0,9 - - -
1,5 0,1 0,2 0,6 0,1 11 1,2
2,5 0,1 0,2 0,5 <0,1 1,2 15
EJEMPLO 2

Células de levadura S. cervisiae osmo-tolerante en forma comprimida (La Parisienne OSMO) se resuspendieron
(10% peso/volumen) en una solucién que contiene (g/l): glucosa 80, sulfato amdnico 7, sulfato de magnesio 0,5,
citrato sédico 10, cisteina 4, glicina 4, acetato de cobre (0,5 y 1,5 mM para comparar). La mezcla se incub6 a 30 °C
en matraces de 100 ml, que contienen 10 ml de la suspensién, durante un tiempo total de 72 horas. Las muestras se
recogieron a las 24, 48 y 72 horas y se sometieron a tratamiento de acuerdo con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 1. La evaluacién analitica se llevé a cabo en las mismas condiciones.

Los resultados se exponen en la Tabla 2.

Tabla 2
Cu (mM) | GSH (% peso seco) Cu-GSH (% peso seco)
TO 24h 48 h 72h TO 24h 48 h 72h
Control 1,1 - - 1.4 - z N N
0,5 1 0,8 1,2 2,0 1,0 1,8 2,1
1,5 1,1 0,7 1,0 1,9 11 1,7 2,5
EJEMPLO 3

Células de levadura S. cerevisiae comercial se usaron al 5% (peso/volumen) en un fermentador de 20 | (15 |
volumen de trabajo), en el que a la solucién de reaccién del Ejemplo 1 se afiaden 2,5 mM de ATP y 20 mM de
acetilfosfato, tras un reaccion de 24 horas. La reaccion se realiz6 a 30 °C con aireacion a 1 vvm y agitacion a 400
rpm.

Los resultados se exponen en la Tabla 3.

Tabla 3
Cu (mM) | GSH (% peso seco) Cu-GSH (% peso seco)
TO 24 h 48 h 72h TO 24 h 48 h 72h
Control 0,5 0,8 1,5 1,8 - - - -
1,5 0,5 0,9 1,6 1,7 - 1,3 1,9 2,3
2,5 0,5 0,9 15 1,8 - 1,4 2,0 2,7
EJEMPLO 4

Células de levadura S. cerevisiae SA 221 BM (numero de acceso DSM 21530, fecha de presentacion 6 de junio
de 2008) se cultivaron en un fermentador de 20 | (15 | volumen de trabajo), de acuerdo con el procedimiento
industrial (medio que contiene melazas 80 g/l, sulfato aménico 8 g/l, sulfato de magnesio 0,5 g/l, temperatura 30
°C, aireacion a 1 vvm y agitaciéon a 300 rpm, sobrepresion a 0,2 bares). La biomasa se recolecté mediante
centrifugacion y después se uso6 para el enriquecimiento en cobre usando una concentracion celular del 5% (p/v)
y el mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo 2. Las muestras se sometieron a tratamiento de
acuerdo con el procedimiento expuesto en el Ejemplo 1. La evaluacién analitica se llevd a cabo en las mismas
condiciones.

Los resultados se exponen en la Tabla 4.



10

15

20

25

30

ES 2420767 T3

Tabla 4
Cu (mN) GSH (% peso seco) Cu-GSH (% peso seco)
TO 48 h 72h TO 48 h 72h
Control 04 0,5 0,6 - - -
0,5 0,4 0,1 0,9 - 1,7 2,3
15 0,4 0,9 1,3 - 2,2 31

Se recogieron alicuotas tras 72 horas de reaccion de la mezcla de reaccion preparada usando 1,5 mM de sal de
cobre (3,1% en peso seco del complejo Cu-GSH), se sometieron a rotura celular mediante ultrasonidos con el fin de
cuantificar el contenido de cobre intracelular mediante absorcion atomica. El procedimiento usado se ilustra a
continuacion en el presente documento. Brevemente, una muestra de 10 ml se sometié a centrifugacion a 10.000
durante 10 minutos. El sedimento celular se resuspendio en 5 ml de tampdn de lisis (tampon de lisis (g/l): Tris-HCI 20
mM, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, 5% (v/v) de glicerol, sulfato aménico 0,3 M, pH 7,6, agua de calidad ultrapura para
HPLC), se sometid a ultrasonidos en hielo durante 8 ciclos de 30 segundos y, por ultimo, se centrifugé a 20.000 rpm
durante 30 minutos. Los residuos celulares se eliminaron, la materia permeabilizada se analiz6 mediante absorcion
atomica. El andlisis de absorcion atdmica mostré un contenido intracelular de 50 umoles de la muestra de Cu-
GSH/ml, que corresponde a 1,00 mmol de Cu-GSH/g ss.

EJEMPLO 5

Células de levadura S. cerevisiae SA 221 BM (numero de acceso DSM 21530, fecha de presentacion 6 de junio de
2008) se fermentaron en un fermentador de 20 | (15 | volumen de trabajo), de acuerdo con el procedimiento
industrial (medio que contiene melazas 80 g/l, sulfato aménico 8 g/l, sulfato de magnesio 0,5 g/l, temperatura 30 °C,
aireacion a 1 vvm, agitacion a 300 rpm, sobrepresion a 0,2 bares). La biomasa se recolect6 mediante centrifugacion
y después se usé (5% en peso/volumen del contenido celular) para el enriqguecimiento en cobre usando una solucion
gue contiene (g/l): glucosa 80, sulfato aménico 7, sulfato de magnesio 0,5, citrato sédico 10, cisteina 4, glicina 4,
serina 4, acetato de cobre 0,5y 1,5 mM. 24 horas después se afadieron 2,5 mM de ATP y 20 mM de acetilfosfato.
La mezcla se incub6 a 30 °C en un fermentador de 15 | con un volumen de trabajo de 10 |, agitando a 150 rpm, con
aireacion a 1 vvm y manteniendo el pH a 6,5 durante un tiempo de reaccion total de 72 horas.

Los resultados se exponen en la Tabla 5.

Tabla 5
Cu (mM) | GSH (% peso seco) Cu-GSH (% peso seco)
TO 24 h 48 h 72h TO 24 h 48 h 72h
Control 0,9 - 1,1 1,4 - - N N
05 0,9 1,1 2,0 2.4 - 1,3 25 34
1,5 0,9 1,0 2,1 2,3 - 1,5 3,1 4,2

El andlisis de absorcion atdmica de la muestra sonicada obtenida con 1,5 mM de Cu tras 72 horas de incubacion
(4,2% en peso seco de Cu-GSH) mostré6 un contenido intracelular de 76 pmoles de Cu-GSH/ml de muestra,
correspondiente a 1,52 mmoles de Cu-GSH/g de ss.

EJEMPLO 6

Como en el Ejemplo 5, pero con la levadura Saccharomyces cerevisiae SA 586 BM (DSM 21531 depositada el 6 de
junio de 2008).

Los resultados se exponen en la Tabla 6.

Tabla 6
Cu (mM) | GSH (% peso seco) Cu-GSH (% peso seco)
TO 24 h 48 h 72h T0 24 h 48 h 72h
Control 0,8 1,3 1,7 2,3 - - - -
1,5 0,8 1,2 1,6 2,2 - 1,4 2,9 3,7
2,5 0,8 1,2 1,7 2,1 - 1,4 3,3 4,5
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EJEMPLO 7

Levadura Saccharomyces cerevisiae SA 221 BM (DSM 21530 depositada el 6 de junio de 2008). La biomasa
fermentada y recogida como en el Ejemplo 5 se resuspendié en 5% (peso/volumen) para enriguecimiento en cobre
en un fermentador de 20 | (15 | volumen de trabajo), en una solucién que contiene (g/l): glucosa 125, lactosa 10,
sulfato aménico 7, sulfato de magnesio 0,5, citrato sédico 10, cisteina 4, glicina 4, serina 4 y acetato de cobre 1,5. 24
horas después se afiadieron 2,5 mM de ATP y 20 Mm de acetilfosfato. Las condiciones son las del Ejemplo 5.

Los resultados se exponen en la Tabla 7.

Tabla 7
Cu (mM) | GSH (% peso seco) Cu-GSH (% peso seco)
TO 24 h 48 h 72h TO 24 h 48 h 72h
Control 0,8 11 1,3 1,3 - - - -
15 0,8 1,0 14 2,4 - 1.8 3,3 49
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar una biomasa de levadura enriquecida en cobre, que se caracteriza por las

etapas:

(i) cultivar células de levadura Saccharomyces cerevisiae de la cepa SA 221 BM depositada en la DSMZ con
el nimero de acceso DSM 21530 el 6 de junio de 2008 o la cepa SA 586 BM depositada en la DSMZ con
el nimero de acceso DSM 21531 el 6 de junio de 2008, en un medio nutritivo liquido que comprende una
fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, al menos un aminoacido y una sal de cobre, de modo que se
obtenga una biomasa de levadura enriquecida con cobre en forma de un complejo de Cu-GSH en la que
el contenido intracelular del complejo Cu-GSH es superior al 1% en peso seco; y

(i) separar del medio nutritivo liquido la biomasa de levadura enriquecida con cobre obtenida en la etapa (i).

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la levadura es Saccharomyces cerevisiae osmo-

tolerante en forma comprimida.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la sal de cobre es acetato de cobre.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el medio nutritivo liquido

contiene la sal de cobre a una concentracion comprendida entre 0,1y 3 mM.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el medio nutritivo liquido

' comprende ATP y acetilfosfato.

El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la etapa (i) se lleva a

" cabo a una temperatura comprendida entre 25 y 40 °C y a un pH comprendido entre 3y 9.

Una biomasa enriquecida en cobre, que consiste en células de levadura Saccharomyces cerevisiae que tienen
un contenido intracelular del complejo cobre-glutation (Cu-GSH) superior al 1% en peso seco, en la que las
células de levadura Saccharomyces cerevisiae se seleccionan de la cepa de Saccharomyces cerevisiae SA 221
BM depositada en la DSMZ con el numero de acceso DSM 21530 el 6 de junio de 2008 y la cepa de
Saccharomyces cerevisiae SA 586 BM depositada en la DSMZ con el niumero de acceso DSM 21531 el 6 de
junio de 2008,.

La biomasa de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que el contenido intracelular del complejo Cu-GSH es

superior al 3% en peso seco.

Una composicién que tiene actividad probidtica, que comprende una biomasa de acuerdo con la reivindicacion 7
u 8.

10.Una preparacion alimentaria, un suplemento alimentario, un producto dietético, un alimento funcional, un

producto nutracéutico, un producto cosmético o un producto cosmeceéutico, que comprende una composicion
probiética de acuerdo con la reivindicacion 9.
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