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DESCRIPCION
Método para seleccionar bacterias con accién antioxidante
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a métodos para seleccionar bacterias de calidad alimentaria con propiedades
antioxidantes.

Técnica anterior

Todos los sujetos vivos mantienen un ambiente reductor dentro de sus células. Sin embargo, debido al metabolismo
aerobio por las mitocondrias y a otros factores, se producen especies reactivas derivadas de oxigeno, tales como
peroxidos y radicales de oxigeno libres. EI ambiente reductor es conservado por enzimas, tales como superoxido-
dismutasa, catalasa y glutation-peroxidasa. Si se altera el estado redox normal, las especies reactivas de oxigeno
pueden dafiar todos los componentes de la célula, incluyendo proteinas, lipidos y especialmente el DNA. Este
desequilibrio entre la produccién de especies reactivas de oxigeno y la capacidad para destoxificar los compuestos
intermedios reactivos o reparar el dafio causado por las especies reactivas de oxigeno se denomina estrés oxidante.
En los seres humanos, el estrés oxidante es un factor importante en el envejecimiento y en las enfermedades
degenerativas asociadas al envejecimiento, tales como cancer, artritis, diabetes, arterioesclerosis, enfermedad de
Lou Gehrig, enfermedad de Parkinson, insuficiencia cardiaca, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de
Huntington. La teoria del envejecimiento debido a los radicales libres establece que los organismos envejecen
porque las células acumulan con el tiempo dafios causados por especies reactivas de oxigeno.

Con el fin de evitar los efectos adversos del estrés oxidante, es necesaria la seleccion de componentes dietéticos
que tengan propiedades antioxidantes. Especialmente bacterias de calidad alimentaria, en particular bacterias de
acido lactico, son componentes dietéticos antioxidantes adecuados, ya que su uso da como resultado
ventajosamente un efecto a largo plazo de la accién antioxidante, por medio de la colonizacién del tracto intestinal.

La Patente de EE.UU. 6.884.415 describe un producto alimenticio antioxidante producido por la fermentacién de un
producto alimenticio que contiene Lactobacillus plantarum que tiene una actividad similar a la de la superéxido-
dismutasa (SOD) y una actividad de catalasa (CAT), en presencia de un material natural que contiene manganeso.
Sin embargo, se sabe que las bacterias de calidad alimentaria, incluyendo bacterias de acido lactico, pueden tener
propiedades antioxidantes no dependientes de la actividad de la catalasa ni de la SOD.

La solicitud de patente internacional WO 03/002131 describe una cepa de Lactobacillus fermentum como producto
probiodtico antioxidante. Las propiedades antioxidantes de esta cepa se caracterizaron in vitro por ensayos
enzimaticos y medidas del potencial redox del glutation.

La solicitud de patente internacional WO 00/20013 describe una cepa de Lactobacillus o Propionibacterium que da
lugar a cantidades elevadas de acido propiodnico en el intestino de un mamifero para la fabricacion de un
medicamento para reducir los factores del estrés oxidante, tales como IL-6, especies reactivas de oxigeno y
moléculas de adherencia. Uskova et al., 2009, Voprosy Pitania, vol. 78, 2009, paginas 18-23, describen que
diferentes cepas de Lactobacillus y Streptococcus tienen propiedades antioxidantes in vitro.

Caenorhabditis elegans (C. elegans) es un gusano transparente que vive en libertad (nematodo) en ambientes de
suelos templados. C. elegans se alimenta de bacterias, en particular de la cepa OP50 de Escherichia coli. Por este
motivo ha sido utilizado ampliamente como organismo modelo por una variedad de razones. Las cepas son baratas
y faciles de criar y pueden ser congeladas. Cuando se descongelan posteriormente, permanecen vivas, permitiendo
su almacenamiento a largo plazo. Tienen un ciclo de vida corto y reproducible. C. elegans tiene la ventaja de ser un
organismo eucariota multicelular que es lo suficientemente sencillo para ser estudiado con gran detalle. Este gusano
tiene cerca del 40% de los genes ortdlogos humanos entre todo el genoma, que lo convierte en un organismo
relevante para la situacién humana.

Caenorhabditis elegans se ha utilizado como sistema modelo animal para evaluar el dafio oxidante y los efectos
sobre el envejecimiento (Larsen, 1993, PNAS 90:8905-8909). El estudio se ha llevado a cabo con una cepa mutante
que tiene hiper-resistencia al estrés oxidante en comparacion con su cepa precursora.

Ademas, lkeda et al. (2007, AEM 73:6404-6409) han estudiado el efecto de las bacterias de acido lactico sobre el
ciclo de vida y resistencia a la Salmonella de C. elegans. Los autores sugieren que C. elegans puede ser un modelo
adecuado para la seleccion de cepas de bacterias probidticas (que ejercen efectos beneficiosos sobre la salud
humana cuando se ingieren en numero suficiente) o sustancias antienvejecimiento dietéticas. Sin embargo, la
resistencia frente al estrés oxidante no fue evaluada en este estudio. También se sabe que el largo ciclo de vida de
C. elegans esta relacionado con la via de la insulina y relacionado con los genes ortélogos en los seres humanos
implicados en el factor de crecimiento insulinoide y la diabetes (Glenn et al., 2004, J Gerontol A Biol Sci Med Sci.
59:1251-1260).
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Sumario de la invenciéon

Los autores de la presente invencion han encontrado que el sistema modelo animal Caenorhabditis elegans es un
modelo adecuado para seleccionar la capacidad de bacterias de calidad alimentaria para contrarrestar los efectos
daninos del estrés oxidante. El ensayo de seleccion se puede realizar en medios liquidos en placas de
microtitulaciéon a la que se afaden bacterias, asi como en placas de agar-agar con céspedes de bacterias como
alimentacion.

En particular, el efecto de estas bacterias de calidad alimentaria sobre la prevencion de los dafios que se producen
por estrés oxidante, particularmente en forma de especies reactivas oxidantes, se puede analizar usando C.
elegans. Se encontré que un modo adecuado de imponer el estrés oxidante a C. elegans era la adicion de peroxido
de hidrégeno. El método de seleccion de la presente invencion es relativamente sencillo e incluso los resultados
obtenidos son relevantes para la situacion humana. Finalmente, el método permite ventajosamente seleccionar
cepas de bacterias de calidad alimentaria con un efecto global anti-estrés oxidante, sin estar limitado a la seleccion
de un mecanismo especifico implicado en un efecto antioxidante, tal como la presencia de una enzima particular (por
ejemplo, CAT, SOD) o la liberacidn de un factor particular, como es el caso de la técnica anterior.

Descripcion detallada de la invenciéon
Método de seleccion utilizando Caenorhabditis elegans

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un método para seleccionar bacterias de calidad alimentaria
con propiedades antioxidantes, que comprende:

a. una etapa de sincronizacion del desarrollo de gusanos Caenorhabditis elegans (C. elegans);

b. una etapa de alimentacion de dichos gusanos C. elegans con las bacterias de calidad alimentaria que se
han de analizar;

c. una etapa de incubacion de los gusanos C. elegans en presencia de estrés oxidante;

d. una etapa de determinacioén de la viabilidad de dichos gusanos C. elegans que se incubaron en presencia
de estrés oxidante; y

e. una etapa de seleccién de las bacterias de calidad alimentaria que proporcionan la mayor supervivencia
de dichos C. elegans en presencia de estrés oxidante.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere al uso de Caenorhabditis elegans en un método para seleccionar
bacterias de calidad alimentaria con propiedades antioxidantes.

El desarrollo de C. elegans sincronizado por el método de acuerdo con la presente invencion se realiza
ventajosamente en gusanos que estan en el mismo estadio de desarrollo. Los métodos para que se desarrollen y
sincronicen gusanos C. elegans son conocidos en la técnica (En: W.B. Wood (ed) "The nematode Caenorhabditis
elegans". Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, pp 587-606; Chen et al., 2008, J. Cell
Commun. Signal. 2:81-92). Un modo adecuado de conseguir el desarrollo sincronizado es recoger huevos de
adultos prefiados y comenzar la eclosion de los huevos. Un modo adecuado para eclosionar los huevos es
incubarlos durante una noche en medio M9 (MRS (medio de Man, Rogosa y Sharpe) al 10% en volumen, 100 pg/mL
de fluorodesoxiuridina) mas 5 pyg/mL de colesterol. Posteriormente, se pueden aislar los gusanos en el estadio L1y
dejar que se desarrollen como se conoce en la técnica (En: W.B. Wood (ed) "The nematode Caenorhabditis
elegans"; antes citado). Preferiblemente, los gusanos se dejan que se desarrollen en los pocillos de una placa de
microtitulacion. Preferiblemente, los gusanos se dejan que se desarrollen sin agitacion durante tres dias a 25°C y
con una humedad relativa de 80-85%.

En una realizacion preferida del método de la presente invencion, se utiliza la cepa mutante BA17 fem-1(hc17) de C.
elegans (Nelson et al., 1978, Dev. Biol. 66:386-409). Esta cepa tiene inhibida ventajosamente la fertilidad a 25°C,
haciendo con ello mas facil controlar su desarrollo y reproduccion.

En una realizacion preferida de la etapa b. del método de la presente invencion, se utiliza como alimentacién de
control Escherichia coli (E. coli), preferiblemente E. coli OP50 (que es una fuente de alimentacion normal para C.
elegans).

En lugar de con alimentacion de control los gusanos se pueden desarrollar en presencia de las bacterias de calidad
alimentaria que se han de analizar.

Preferiblemente, estan presentes al menos 50 gusanos por condicién de ensayo (presencia o ausencia de estrés
oxidante), con el fin de encontrar diferencias relevantes entre las diferentes condiciones.
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Cuando los gusanos han llegado al estadio adulto, preferiblemente después de 3 dias de cultivo, pueden ser
incubados en presencia de estrés oxidante. Un modo adecuado de aplicar el estrés oxidante es por adiciéon de
peroxido de hidrégeno, preferiblemente, a una concentracion comprendida entre una concentracion final de de H20;
de 1 mM y 20 mM, mas preferiblemente entre 2 mM y 10 mM, incluso mas preferiblemente entre 2 mM y 5 mM. Una
concentracion optima de perdxido de hidrogeno es 5 mM. Preferiblemente, como control no se afiade H;05.

En una realizacion preferida de la etapa c. del método de la presente invencion, se incuban C. elegans en presencia
de estrés oxidante durante 5 minutos a 48 horas, mas preferiblemente de 1 hora a 10 horas. Un tiempo adecuado
para esta etapa de incubacion es 5 horas.

Un modo de realizar la etapa de incubacion en presencia de estrés oxidante es en medios liquidos, por ejemplo, en
pocillos de placas de microtitulacion. Este método tiene como ventaja que pueden analizarse simultaneamente
muchas condiciones. Alternativamente, el método se puede llevar a cabo en un medio solido, por ejemplo, placas de
agar-agar. Este método es mas laborioso y consume mas tiempo que el ensayo en placas de microtitulacion, pero
tiene la ventaja de que se pueden excluir los efectos directos de las bacterias de calidad alimentaria sobre el agente
que confiere estrés oxidante, tal como peroxido de hidrégeno.

En una realizacion de la etapa c. del método de la presente invencion, los gusanos C. elegans también se pueden
incubar en ausencia de estrés oxidante como control.

En una realizacion preferida de la etapa d. del método de la presente invencion, la evaluacién de la resistencia
antioxidante se expresa como viabilidad. Esta se puede observar por microscopia. Los gusanos se consideran
muertos si estan paralizados y no se observa ningin movimiento.

En una realizacion de la etapa d. del método de la presente invencion, cuando gusanos C. elegans se incuban en
ausencia de estrés oxidante como control en la etapa c., entonces la viabilidad de dichos gusanos C. elegans que
son incubados en presencia de estrés oxidante se compara con la viabilidad de dichos gusanos C. elegans que son
incubados en ausencia de estrés oxidante.

La etapa final e. del método de la presente invencion se pueden realizar seleccionando las bacterias de calidad
alimentaria que confieren una alta tasa de supervivencia a los gusanos C. elegans en presencia de estrés oxidante.

En una realizacion preferida de dicha etapa e., la supervivencia de C. elegans en ausencia de estrés oxidante se
evalla simultaneamente y se fija en 100%.

En otra realizacién de dicha etapa e., el efecto de las bacterias de calidad alimentaria sobre la supervivencia (o
viabilidad) de los gusanos C. elegans se compara con el efecto de la alimentacion de control, tal como E. coli.

Bacterias de calidad alimentaria

Las bacterias de calidad alimentaria de acuerdo con la presente invencion se refieren a bacterias seleccionadas del
grupo que consiste en Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Enterococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Weisella, Propionibacterium, Bacillus, Sporolactobacillus,
Corynebacterium 'y Brevibacterium.

Preferiblemente, las bacterias de calidad alimentaria son bacterias de acido lactico (LAB). Las bacterias de acido
lactico de acuerdo con la presente invencion se refieren a bacterias seleccionadas del grupo que consiste en
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Enterococcus,
Aerococcus, Carnobacterium y Weisella. Mas preferiblemente, las bacterias de calidad alimentaria se seleccionan
del grupo que consiste en Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus y Bifidobacterium.

Las cepas de calidad alimentaria analizadas se pueden cultivar como se conoce en la técnica. A modo de ejemplo,
cepas que pertenecen a los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus se cultivan en medios MRS con
cisteina, MRS y Elliker, respectivamente.

En una realizacion preferida del método de la presente invencion, para el ensayo en placas de microtitulacion, las
bacterias de calidad alimentaria ensayadas son viables.

En otra realizacion preferida del método de la presente invencién, las bacterias de calidad alimentaria se cultivan
previamente y se recogen en la fase de desarrollo logaritmico.

En otra realizacion preferida del método de la presente invencion, los cultivos de las diferentes bacterias de calidad
alimentaria se afiaden al medio de desarrollo liquido que contiene C. elegans a una concentracion final de 1x10°
células/mL a 1x10® células/mL, mas preferiblemente de 1x10° células/mL a 1x10” células/mL. Una concentracion
preferida para un ensayo en medios liquidos es 4x10” UFC/mL. Alternativamente, cuando se analiza C. elegans
sobre placas de agar-agar, las bacterias de calidad alimentaria de ensayo pueden estar presentes en forma de
colonias o céspedes sobre las placas de agar-agar.
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En otra realizacion preferida del método de la presente invencion, las bacterias de calidad alimentaria se afiaden al
medio de desarrollo de C. elegans en presencia de un antibiético que inhiba el posterior desarrollo de las bacterias
de calidad alimentaria. Ademas, debe estar presente un antibiético para evitar un desarrollo adicional de las
bacterias durante el ensayo. Preferiblemente, los gusanos se desarrollan y se incuban en presencia de un
antibiético, mas preferiblemente kanamicina, incluso mas preferiblemente kanamicina en una concentracion de 10 a
100 pg/mL. Ventajosamente, la kanamicina también inhibe el desarrollo de la alimentacién de control E. coli. Otros
antibioticos adecuados para inhibir algunas cepas de lactobacilos son vancomicina, neomicina y eritromicina.

Aplicacion

El método de la presente invencién se usa preferiblemente para seleccionar cepas de bacterias de calidad
alimentaria que protejan contra el estrés oxidante y/o para evitar el dafo impuesto por el estrés oxidante. Estas
bacterias de calidad alimentaria se pueden utilizar posteriormente en la fabricacién de composiciones farmacéuticas,
suplementos nutricionales y/o productos alimenticios.

Dichas composiciones son adecuadas para seres humanos que padecen estrés oxidante. Especialmente los
ancianos son un grupo objetivo apropiado, ya que el intestino envejecido y la inmunosenescencia son propensos a
una resistencia menos eficaz al estrés oxidante y a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Ejemplo 1: Seleccion de bacterias de acido lactico en la supervivencia de C. elegans con o sin estrés
oxidante en placas de microtitulacion

Se analizaron 100 cepas de calidad alimentaria que pertenecian a los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus y
Streptococcus para determinar sus propiedades antioxidantes. Estos géneros se cultivaron en medios MRS con
cisteina, MRS vy Elliker, respectivamente. A medida que se realizaba el bioensayo de la actividad antioxidante in vivo
con muestras de células vivas de diferentes bacterias de acido lactico, se recogian las células en el desarrollo en
fase logaritmica. Después del analisis de las curvas de desarrollo, el tiempo éptimo para la recuperacion celular era
después de 15 horas de incubacién a DO%= 1, 1,5 y 1,7 para Streptococcus, Lactobacillus y Bifidobacterium,
respectivamente. Los cultivos de las diferentes bacterias de acido lactico obtenidos como se describe anteriormente
se afnadieron a la mezcla a una concentracion final de 4x10° células/mL.

Posteriormente, se analizd la sensibilidad de las 100 cepas bacterianas a la kanamicina, un antibiético usado para
evitar el desarrollo de Escherichia coli. Este antibidtico tiene que estar presente para evitar un desarrollo adicional de
las bacterias durante el ensayo. Se encontré que una concentracion de 30 pg/mL de kanamicina era suficiente para
inhibir E. coli OP50; el 20% de las cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus
no fue inhibido por este antibiético. Sin embargo, puesto que las bifidobacterias no eran capaces de proliferar en
condiciones aerobias, no es esencial la presencia de un antibidtico. Otros antibiéticos adecuados para inhibir
algunas cepas de lactobacilos eran vancomicina (250 yg/mL), neomicina (10-35 pg/mL) y eritromicina (1-100 pg/mL).

Los experimentos han sido realizados con la cepa mutante BA17 fem-1(hc17) de C. elegans que tiene la fertilidad
inhibida a 25°C. Los gusanos BA17 fueron sincronizados aislando huevos de adultos prefiados a 20°C, eclosionando
los huevos durante una noche en medio M9 (MRS al 10% en volumen, 110 pg/mL de fluorodesoxiuridina) mas 5
pg/mL de colesterol y aislando los gusanos en el estadio L1 en los pocillos de una placa de microtitulacion. Los
gusanos se desarrollaron sin agitacion durante 3 dias a 25°C y una humedad relativa de 80-85%. Estas larvas se
transfirieron a una placa que contenia medio M9 mas colesterol y se incubaron durante 3 dias a 25°C y 80-85% de
humedad, sometiéndolos mientras a una alimentacién de control o experimental. Al menos estaban presentes 50
gusanos por pocillo.

Después de 3 dias, cuando los gusanos habian alcanzado el estadio adulto, se aplicoé el estrés oxidante afiadiendo
peroxido de hidrégeno H2O» (2 mM, 3 mM y 5 mM) o sin H2O2 (sin control de estrés). Durante este experimento se
utilizaron dos controles: pocillos con Escherichia coli en lugar de una bacteria de acido lactico como control de la
alimentacién bacteriana y pocillos con E. coli y H,O, 2 mM, 3 mM o 5 mM como control del estrés oxidante. Se
encontré que era oOptima una concentracion de H>O, de 5 mM. La resistencia antioxidante se expres6 como
viabilidad, evaluada después de 5 horas por microscopia. Los gusanos se incubaron en estas condiciones durante 5
horas. Para puntuar la capacidad antioxidante de los gusanos se consideré que estaban muertos (estresados) si
estaban paralizados.

En ausencia de estrés oxidante durante el tiempo de incubacion con E. coli la viabilidad varié entre 100 y alrededor
del 90%. En un ensayo inicial las bacterias de acido lactico tenian tasas de supervivencia similares o mejores, lo cual
es indicativo de una longevidad similar o mejorada. Los resultados del efecto de algunas cepas seleccionadas se
muestran en la Tabla 1 siguiente.
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Tabla 1: Efecto de la alimentacion con bacterias de acido lactico sobre la longevidad de C. elegans.

Cepa Viabilidad, %
S2A 95,7
S1B 98,0
S2B 94,1
S1C 94,5
S1D 98,2
S1E 100,0
S1F 95,0
S1G 98,2
S1H 97,1
L2A 91,9
L5A 100
L6A 94,1
L8A 96,0
L9A 91,75
E. coli OP50 89,5

Se analiz6 el efecto de 99 cepas de bacterias de acido lactico sobre la supervivencia de C. elegans bajo estrés
oxidante con H202 2, 3 y 5 mM. Se encontré que H20, 5 mM era la mejor concentracion para el ensayo del estrés
oxidante. En presencia de H»O», 5 mM, la viabilidad de los gusanos en presencia de E. coli OP50 era
aproximadamente el 93% en comparacion con la viabilidad en ausencia de estrés oxidante. Esto es indicativo de una
proteccion del 93% frente al estrés oxidante para E. coli OP50.

La Tabla 2 siguiente muestra el efecto de las bacterias de acido lactico seleccionadas sobre el nivel de proteccion
frente al estrés oxidante, en comparacion con el efecto protector ejercido por la cepa de E. coli OP50 de control
fijado en 100%.

-6-
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Tabla 2: Nivel de proteccion frente al estrés oxidante por H,O2 5 mM, conferido por algunas bacterias de acido
lactico en comparacion con la proteccion conferida por E. coli OP50.

Cepa Nivel de proteccion, %
E. coli OP50 100
Lactobacilos

L8F 14,6
L9F 21,6

L10F 9,7

L1G 102,5

L3G 7

L4G 30

L6G 23

L7G 95

L8G 18

L9G 81

L10G 77

L1H 70

L4H 87

L5H 6

L7H 3

L8H 9

L10H 8

L8B 76,8

L9A 18,7

L9B 13,3

L10B 5,2

L11B 70,9

L2C 15,7
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Cepa Nivel de proteccion, %
L4C 12,8
L6C 0,0
L8C 59,3
L10C 105
L11C 96,3
L4D 7,5
L6B 21,2
L8B 82,2
L5C 4.1
L7C 57
L2D 0,0
L5D 0,0
L2E 0,0
L3F 0,0
L4F 85,1
L6F 0,0
L7F 11,0
L11A 102
L4B 109
L3B 80,1
L6A 26,3
L2A 100
L2B 16,0
L5A 9,8
L7B 0,0
L5B 89,6
L8A 111
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Cepa Nivel de proteccion, %
L8D 87,1
L9D 91,6

L10D 94,1

L11D 100
L3E 104
L4E 59,4
L5E 34,2
L6E 56,7
L8E 54,2
L9E 58,1

L10E 88,6
L1F 87,5
L2F 52,2
L3A 3
L1B 1

Bifidobacterias

B1B 35,8
B1C 26,2
B1D 7,4
B1E 0,0
B1G 9,0
B2G 5,9

Estreptococos

S2A 84,3
S1B 61,5
S2B 85,0
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Cepa Nivel de proteccion, %
S1C 45,8
S1D 93,8
S1E 89,7
S1F 8,2
S1G 11,7
S1H 42,3

De la Tabla 2 anterior se deduce que, sorprendentemente, las cepas de Bifidobacterium no conferian resistencia al
estrés oxidante, mientras que conferian un ciclo de vida prolongado a C. elegans cuando se cultivaban en
condiciones anaerobias (lkeda et al., 2007; antes citado). Ademas, sorprendentemente, solo muy pocas cepas de
Streptococcus y Lactobacillus fueron capaces de conferir resistencia al estrés oxidante en un nivel mayor que el de
la cepa de control. Las cepas que mejoraban la viabilidad en ausencia de estrés oxidante no eran necesariamente
las cepas que proporcionaban también la mejor proteccion frente el estrés oxidante. Esto indica que el efecto
mejorado de las bacterias de acido lactico sobre la viabilidad no sélo es causado por un efecto sobre el estrés
oxidante ya que so6lo muy pocas cepas especificamente seleccionadas de Strepfococcus y Lactobacillus tienen
capacidad anti-estrés oxidante, en comparacion con la E. coli OP50 de control.

Ejemplo 2: Efecto de cepas seleccionadas de bacterias de acido lactico sobre la resistencia frente al estrés
oxidante de C. elegans de tipo natural desarrollado en placas de agar-agar.

Se desarrollaron C. elegans N2 de tipo natural en placas de agar-agar con un medio de desarrollo de nematodos
(NG) durante 5 dias (para sincronizar los gusanos) con céspedes de E. coli OP50 o con céspedes de cepas
seleccionadas de bacterias de acido lactico del Ejemplo 1 que les confirieron una proteccion frente al estrés oxidante
y se incubaron con H,0, 3 mM durante 5 horas. La viabilidad de los gusanos se evalud justo antes y después de la
incubacion de 5 horas y se determind el porcentaje de supervivencia bajo estrés oxidante determinando el
porcentaje de gusanos que murieron durante el tiempo de incubacion. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Nivel de proteccion frente al estrés oxidante por H,O», 3 mM, conferido por las bacterias de acido lactico con
relacion a la proteccion conferida por E. coli OP50 en placas de agar-agar.

Cepa Proteccion frente al estrés oxidante,% con relacion a E. coli OP50
L10C 162

L11D 162

L3E 106

L11C 57

L4B 69

L8A 0

S1D 38

S1E 49

En el ensayo en placas de agar-agar (en lugar de pocillos) se mostré que cepas especificas de bacterias de acido
lactico ejercian un efecto protector frente al estrés oxidante, pero no todas las cepas analizadas en el Ejemplo 1
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resultaron ser eficaces frente al estrés oxidante. De las 99 cepas, 3 cepas de Lactobacillus, 10C, 11D y 3E, fueron
eficaces frente al estrés oxidante.

De las cepas de Streptococcus analizadas (S2B, S1E y S1D) ninguna fue capaz de proteger frente al estrés oxidante
a un nivel superior al de E. coli OP50 en el ensayo en placas de agar-agar.

De lo anterior se deduce que el método en placas de agar-agar resulta ser mas selectivo que el ensayo en placas de
microtitulacion. Dado que el ensayo en placas de agar-agar es mas laborioso y consume mas tiempo que el ensayo
en placas de microtitulacion, el ensayo en placas de agar-agar puede usarse adecuadamente cuando sélo se
analizan pocas cepas de calidad alimentaria.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para seleccionar bacterias de calidad alimentaria con propiedades antioxidantes, que comprende:
a) una etapa de sincronizacion del desarrollo de gusanos Caenorhabditis elegans;

b) una etapa de alimentacion de gusanos C. elegans con las bacterias de calidad alimentaria que se han de
analizar;

¢) una etapa de incubacion de gusanos C. elegans en presencia de estrés oxidante;

d) una etapa de determinacion de la viabilidad de dichos gusanos C. elegans que se incubaron en presencia de
estrés oxidante; y

e) una etapa de seleccion de las bacterias de calidad alimentaria que permiten la mayor supervivencia de dichos
gusanos C. elegans en presencia de estrés oxidante.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que:

- la etapa ¢ comprende ademas una etapa de incubacion de gusanos C. elegans en ausencia de estrés oxidante
como control, y por que

- la etapa d comprende ademas una etapa de comparacion de la viabilidad de dichos gusanos C. elegans que
fueron incubados en presencia de estrés oxidante con la viabilidad de dichos gusanos C. elegans que fueron
incubados en ausencia de estrés oxidante.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, caracterizado por que dichos gusanos C.
elegans son cepas mutantes BA17 fem-1(hc17) de C. elegans.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a la reivindicacién 3, caracterizado por que dicho
C. elegans se desarrolla en los pocillos de una placa de microtitulacion.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a la reivindicaciéon 3, caracterizado por que el C.
elegans se desarrolla en placas de agar-agar.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciéon 1 a la reivindicaciéon 5, caracterizado por que un
grupo de gusanos recibe una alimentacién a base de Escherichia coli, mas preferiblemente E. coli OP50, como
control.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1 a la reivindicacion 6, caracterizado por que los
gusanos se desarrollan y se incuban en presencia de un antibiético.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1 a la reivindicacion 7, caracterizado por que dicho
antibidtico es kanamicina, preferiblemente kanamicina a una concentracion de 10 a 100 pg/mL.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1 a la reivindicacion 8, caracterizado por que dicho
estrés oxidante se aplica afiadiendo perdxido de hidrégeno (H203), preferiblemente a una concentracion final de 1 a
20 mM.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacién 1 a la reivindicacién 9, caracterizado por que dicha
etapa c. se realiza durante 5 minutos a 48 horas, preferiblemente durante 1 hora a 10 horas.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1 a la reivindicacién 10, caracterizado por que
dichas bacterias de calidad alimentaria son cepas que pertenecen a las bacterias de acido lactico.

12. El uso de Caenorhabditis elegans en un método para seleccionar bacterias de calidad alimentaria con
propiedades antioxidantes.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacién 12, caracterizado por que dichas bacterias de calidad alimentaria son
bacterias de acido lactico.

14. El uso de acuerdo con la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, caracterizado por que el C. elegans es la cepa
mutante BA17 fem-1(hc17) de C. elegans.

-12-



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

