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DESCRIPCION

Biomasa enriquecida en cinc, método para la preparacion de la misma y productos probidticos, cosméticos,
dietéticos y nutracéuticos que comprenden la misma

La presente invencion se refiere a una biomasa enriquecida en cinc, a un método para la preparacion de la misma,
asi como a productos alimenticios, probidticos, dietéticos, nutracéuticos y cosméticos que comprenden la misma. La
invencion se refiere ademas a cepas bacterianas adecuadas para usarse en el método de la invencion.

El cinc es un mineral esencial que esta presente en los organismos en cantidades superiores a las de cualquier otro
oligoelemento, con la excepcion del hierro. Esta asociado a la absorcion normal de vitaminas y a su actividad,
particularmente las vitaminas del complejo B. Es un elemento constituyente de un enorme ndmero de enzimas que
desempefian un papel en la digestién y el metabolismo, incluyendo la anhidrasa carbodnica, requeridas para la
respiracion tisular. En el cuerpo humano, el cinc se encuentra especialmente en huesos, dientes, piel, higado,
musculos y cabello. El cinc se absorbe rapidamente en la parte superior del intestino delgado. El cinc también se
deposita por si mismo en determinadas estructuras oculares, la préstata, los espermatozoides, la piel, el cabello, las
ufias y se encuentra también en los globulos blancos. Estos aportes no son facilmente utilizables, por tanto el
alimento tiene que contener cantidades suficientes del mismo con el fin de satisfacer las necesidades del organismo.
Es indispensable para el crecimiento corporal, la reparacién tisular y para una respuesta inmunitaria normal.
También es importante para la digestion de hidratos de carbono y para el metabolismo del fésforo. Participa en la
sintesis de acido nucleico que controla la creacién de diversas proteinas en células, es importante para la absorcion
de vitaminas, es Util en procesos de cicatrizacion e inhibe las lipasas saprofitas de bacterias, levaduras y la piel.
Muchas enzimas necesitan cinc para activarse, lo que es necesario para la sintesis de proteinas, para determinados
aspectos de las funciones hormonales, para las funciones cerebrales, la vista y el gusto. Ademas, la enzima alcohol
dehidrogenasa (implicada en la descomposicion del alcohol) contiene cinc, por lo que el alcohol produce una pérdida
de cinc. El cinc se usa para reducir las secreciones sebaceas, en procesos de cicatrizacion para heridas internas y
externas (acelera la cicatrizacion de heridas), en terapias para el acné y la dermatitis seborreica. Este metal puede
promover el crecimiento de nuevo del cabello en personas que padecen alopecia areata total y puede usarse en
terapia contra la diabetes, gracias a sus efectos reguladores sobre la insulina de la sangre. Se ha encontrado que
afadir cinc a la insulina prolonga el efecto de la hormona sobre los niveles de azucar en sangre.

La deficiencia de cinc produce graves trastornos en todos los seres vivos. Se sabe que determinados farmacos
pueden inducir una deficiencia de cinc, entre ellos los anticuerpos anti-MAO (anti-monoaminooxidasa),
corticosteroides, diuréticos. La deficiencia de cinc puede producir retraso en el crecimiento, maduracién sexual
retardada y tiempos mas largos para la cicatrizacion de heridas. La deficiencia de cinc también puede conducir a
aterosclerosis y aumento en la propension a infecciones. Las estrias y las manchas blancas en las ufias pueden ser
sintomas de deficiencia de cinc. Otros sintomas de la deficiencia de cinc son ufias y cabello fragiles, falta de
pigmento del cabello, ciclos menstruales irregulares en chicas adolescentes, impotencia en hombres joévenes y
dolores en articulaciones de rodilla y cadera en adolescentes. La disminucidon de cinc cronica puede incluso
predisponer a las células del cuerpo a cancer. Incluso pequefias deficiencias de cinc son perjudiciales para el
organismo, por ejemplo, pueden determinar una reduccion en la concentracion de espermatozoides e impotencia.
Ademas, la deficiencia de cinc produce fatiga, probabilidades superiores de contraer infecciones o experimentar
heridas, y agilidad mental reducida. De hecho, la deficiencia de cinc obstaculiza la produccion de energia, la sintesis
de proteinas, la formacién de colageno y la tolerancia al alcohol.

En la técnica anterior se describen composiciones alimenticias o dietéticas que contienen cinc en combinacién con
agentes probidticos.

Por ejemplo, la solicitud de patente estadounidense 20070009502 A describe composiciones nutricionales para
alimentacién animal, disefiadas para la mejora o el mantenimiento de la microflora gastrointestinal, que comprenden
agentes probidticos (tales como levaduras y/o bacterias, por ejemplo Bifidobacterium, Enterococcus o Lactobacillus),
agentes prebiodticos, glutamina o sus andlogos, glucosa, glicina, electrolitos, vitaminas y minerales, incluyendo
mineral cinc (100-200 mg/kg).

La solicitud de patente WO 2006/112998 describe un complemento nutricional liquido que va a usarse en
combinacion con leche humana, disefiado para promover el crecimiento de bebés lactantes que padecen retraso en
el crecimiento, que comprende numerosos componentes, entre ellos probidticos (tales como Lactobacillus ylo
Bifidobacterium) y minerales, incluyendo cinc.

La solicitud de patente CA 2525342 A describe una preparaciéon alimenticia probidtica de amplio espectro util en
complementos alimenticios, por ejemplo para mejorar la respuesta inmunitaria frente a enfermedades, que
comprende cepas bacterianas especificas de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei
sbp. pseudoplantarum, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei, en combinacion con componentes auxiliares,
ligadores y componentes vigorizantes adicionales, incluyendo cinc.

El documento WO 92/21749 A se refiere a un aditivo rico en oligoelementos, a un método para preparar el mismo, a
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la preparaciéon en la que se incluye el aditivo y al uso del mismo. El documento RU 2002 117254 A divulga la
preparacion de un complejo.

Los documentos de la técnica anterior citados anteriormente describen composiciones adecuadas para el suministro
de cinc dentro del cuerpo humano o animal, en las que el cinc estd en forma de cinc inorganico y esta en
combinacién con muchos otros componentes, incluyendo microorganismos probidticos.

Estas composiciones tienen la desventaja de que contienen cinc exclusivamente en forma inorganica, que es mas
dificil de absorber por el cuerpo humano que el cinc organico.

Los inventores han encontrado ahora que determinadas especies bacterianas que pertenecen a los géneros
Bifidobacterium y Streptococcus, especialmente las cepas Bifidobacterium animalis Subsp. lactis BBIBM 'y
Streptococcus thermophilus ST 16 BM, cuando se hacen crecer en un medio de cultivo que contiene cinc inorganico,
muestran la capacidad inesperada y ventajosa de acumular cantidades extremadamente altas de cinc dentro de la
célula, sin que tales altas cantidades de cinc intracelular sean perjudiciales para la supervivencia de la propia
biomasa. Tal capacidad para acumular cinc de manera intracelular hace que las especies bacterianas mencionadas
anteriormente sean particularmente adecuadas para su uso como medios de suministro de cinc dentro del cuerpo
humano o animal, particularmente Utiles para la fabricacion de productos probiodticos que, por definicion, deben
contener una biomasa viva. La biomasa enriquecida en cinc de la invencién también puede usarse en aplicaciones
cosmeéticas, especialmente para la fabricacion de productos cosméticos o cosmecéuticos. Para la fabricacion de
productos cosméticos, es necesario que la biomasa esté constituida por microorganismos muertos, mientras que
para la fabricaciéon de productos cosmecéuticos, es necesario que la biomasa esté constituida por microorganismos
vivos.

Por tanto, un objeto de la invencion es un método para la fabricacion de una biomasa enriquecida en cinc,
caracterizado porque la biomasa se obtiene

(i) cultivando microorganismos seleccionados del grupo que consiste en Bifidobacterium animalis Subsp. lactis
BBIBm, Streptococcus thermophilus ST 16 BM y combinaciones de los mismos, en un medio de cultivo nutriente que
comprende una sal de cinc, de modo que dichos microorganismos acumulan cinc a nivel intracelular; y

(i) separando los microorganismos enriquecidos en cinc del medio de cultivo.

Mediante el método de la invencion se logra una biomasa que comprende microorganismos vivos que contienen una
alta cantidad de cinc acumulada dentro de las células, tal como resulta evidente a partir de los estudios notificados a
continuacioén en el presente documento.

El método para la fabricacion de la biomasa enriquecida en cinc de la invencion proporciona una primera etapa de
fermentacion, en la que los microorganismos seleccionados de Bifidobacterium animalis Subsp. lactis BB1BM y
Streptococcus thermophilus ST 16 BM se cultivan en un medio nutriente adecuado para hacer crecer
microorganismos de los géneros Bifidobacterium y Streptococcus complementado con una sal de cinc,
preferiblemente sulfato de cinc (ZnSO,). El medio nutriente es preferiblemente un medio liquido que contiene fuentes
de carbono, por ejemplo glucosa y/o lactosa; fuentes de nitrégeno, por ejemplo peptonas, hidrolizados de caseina,
extractos de levadura; sales inorganicas; fuentes de vitaminas y microelementos.

La concentracion de la sal de cinc en el medio de cultivo es preferiblemente de entre 5 y 50 mM, incluso mas
preferiblemente de entre 10 y 40 mM.

Se prefiere sulfato de cinc.

La fermentacion se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura de entre 25°C y 48°C, mas preferiblemente de
entre 35°C y 45°C. El valor de pH del medio liquido es preferiblemente de entre 2,5 y 8,0, mas preferiblemente de
entre 3,5 y 7,5. La duracion del tiempo de fermentacion es preferiblemente de entre 6 y 40 horas, mas
preferiblemente de entre 8 y 36 horas. La fermentacion puede llevarse a cabo en condiciones aerobias,
microaerobias y/o anaerobias. Tras la etapa de fermentacion, durante la que se produce el crecimiento de biomasa y
la acumulacién de cinc dentro de las células bacterianas, la biomasa obtenida se separa del medio de cultivo
mediante cualquier método conocido per se adecuado, por ejemplo mediante centrifugacién o microfiltracion, de tal
forma que no se compromete la viabilidad celular. Por tanto, el método de la invencién permite que se obtenga una
biomasa de microorganismos enriquecida en cinc que comprende microorganismos vivos. Si se desea, la biomasa
obtenida puede someterse entonces a liofilizacion, secado, microencapsulacion y/o congelacion, llevados a cabo
segun procedimientos convencionales.

Los presentes inventores también han seleccionado dos cepas de microorganismos de las especies Streptococcus
thermophilus y Bifidobacterium animalis, que estan dotadas particularmente de una capacidad particularmente alta
para acumular cinc dentro de la célula. Tales cepas se han designado Streptococcus thermophilus ST 16 BM y
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM y se han depositado en la DSMZ (Deutsche Sammlung fur
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Mikroorganismen und Zellkulturen (Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares), Braunschweig,
Alemania), segun el Tratado de Budapest, como Streptococcus thermophilus ST 16 BM depositada el 13 de julio de
2007, con el numero de registro DSM 19526, y Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM depositada el 23 de
diciembre de 2005, con el numero de registro DSM 17850, respectivamente.

Tal como se describié anteriormente, la biomasa enriquecida en cinc que puede lograrse mediante el método de la
invencion es particularmente adecuada para su uso como agente probiotico, porque contiene altas concentraciones
de cinc en forma organica.

Para este fin, la biomasa que comprende microorganismos visos, y por tanto que tiene actividad probidtica, puede
prepararse de diferentes formas. Por ejemplo, puede afiadirse a un producto alimenticio, preferiblemente a leche o a
un producto lacteo tal como yogur, con el fin de obtener una preparacion alimenticia que tiene actividad probidtica.
Alternativamente, puede usarse para la fabricacién de una composicién que tiene actividad probidtica, tal como por
ejemplo un complemento alimenticio, un producto dietético, un alimento funcional, o para la fabricacién de una
preparacion no alimenticia para administracion oral, tal como por ejemplo un producto nutracéutico, en combinacion
con vehiculos y/o excipientes adecuados. Para este fin, la biomasa se usa preferiblemente en forma de una
composicion liofilizada o secada como tal y/o de una composiciéon microencapsulada.

La carga bacteriana del producto liofilizado o secado que va a usarse posteriormente en la composicion que tiene
actividad probidtica es de al menos de 10" - 10" UFC/g de producto.

Para la fabricacién del producto liofilizado o secado, se suspende la biomasa himeda en un medio liquido, por
ejemplo agua o una disolucion fisiolégica estéril, con la inclusion de agentes protectores tales como por ejemplo
leche desnatada, lactosa, glucosa, extracto de levadura, almidon de patata, glutamato de sodio, inositol, citrato de
sodio, gelatina, maltodextrina, estearato de magnesio, acido ascoérbico, acido estearico y combinaciones de los
mismos.

El producto liofiizado o secado se diluye entonces para la fabricacion de probidticos con sustancias inertes
seleccionadas por ejemplo de las indicadas anteriormente para la liofilizacion, tal como para obtener una carga
bacteriana preferiblemente de al menos 10° UFC/g de producto. El producto liofilizado puede microencapsularse con
el fin de aumentar la estabilidad a temperatura ambiente (18-24 meses).

Para la fabricacion de un producto en el que la biomasa debe estar muerta (por ejemplo, un producto cosmético o
algunos productos alimenticos, tales como productos de panaderia), la biomasa enriquecida en cinc que puede
lograrse mediante método de la invencion se somete a métodos conocidos per se, tales como secado, para obtener
células muertas.

La siguiente seccion experimental se proporciona exclusivamente a modo de ilustracién y no se pretende que limite
el alcance de la invencion tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Pruebas de captacion de cinc intracelular

Con el fin de comparar el contenido en cinc intracelular total y estimar la capacidad de acumulacion del metal a nivel
citoplasmatico o de membrana, se llevé a cabo un examen de cepas de microorganismos probioticos crecidas en
medios con o sin sulfato de cinc.

Se inocularon cultivos de Bifidobacterium almacenados en infusion de MRS en MRS liquido y se incubaron de
manera anaerobia a 37°C. Tras un periodo de crecimiento de 24 horas, se inocularon 120 ml (el 10% v/v) de MRS
liquido solo y 120 ml (el 10% v/v) de MRS liquido complementado con ZnSOs 10 mM, respectivamente. Se
incubaron estos cultivos en condiciones anaerobias a 37°C durante 48 horas. Se sigui6 el mismo procedimiento
experimental para establecer pruebas de captacion intracelular en Streptococcus. En este caso, se usé un medio
M17 liquido y se incubaron los cultivos en condiciones anaerobias a 42°C durante 48 horas.

Al final del crecimiento, habiendo mantenido una pequena alicuota para la determinaciéon del peso en seco, se
procedio a separar la biomasa del medio de cultivo mediante centrifugacion y a mineralizar la biomasa recogida.

Mineralizacién de la biomasa

Con el fin de determinar el cinc intracelular total, se alteraron completamente las células bacterianas y entonces se
mineraliz6 la biomasa segun el protocolo notificado a continuacién en el presente documento.

Se centrifugaron durante 30 minutos cien ml de cultivos crecidos a 4500 rpm (en una centrifuga enfriada hasta 4°C,
centrifuga Beckman GS-15R) para recoger las células. Entonces se lavo el sedimento 4 veces, cada vez con 140 ml
de agua destilada, con el fin de eliminar el cinc residual del sobrenadante. El cuarto lavado con agua se retuvo para
analizar su contenido en cinc mediante la técnica de ICP.
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Se mineraliz6 la biomasa resuspendiendo el sedimento en una razén de 1:1 (p/v) con una disolucién de acido nitrico
HNO3. Durante la optimizacion del procedimiento de mineralizacion, con el fin de lograr la recuperacion total del cinc
intracelular, se usaron concentraciones crecientes de disoluciones de acido nitrico, del 0,65%, el 6,5% y el 20%,
respectivamente.

Se transfiri6 cada suspension celular asi obtenida a tubos con tapa de rosca y se almacenaron a -20°C durante al
menos 2 horas. Entonces se descongelaron los tubos con tapa de rosca en un bafio con termostato a 100°C durante
30 minutos bajo una campana quimica: para evitar la evaporacion y presion excesivas dentro de los tubos, se
sellaron estos con tapones dotados de una aguja de vacio. Se enfriaron las disoluciones a temperatura ambiente,
permitiendo que se desprendieran los vapores de la reaccion. Al final del procedimiento de mineralizacion, se
centrifugaron las suspensiones celulares a 13000 rpm durante 30 minutos a 4°C con el fin de recoger el extracto
mineralizado y de eliminar los desechos celulares.

Andlisis de cinc total mediante ICP

Para el andlisis mediante ICP, se acidificaron las muestras al 2% con HNO3 concentrado al 65% y luego se diluyeron
con agua bidestilada hasta un volumen final de 5 ml. Estas operaciones se realizaron bajo una campana quimica. Se
filtraron las disoluciones asi obtenidas mediante el uso de filtros de acetato de celulosa de 0,8 um (Millex-AA,
Millipore) hasta que fueron completamente transparentes.

Se llevé a cabo la cuantificacion del cinc intracelular acumulado por las cepas en examen mediante la técnica de ICP
- AES (OES - OPTIMA 4200 DV, Perkin Elmer).

El sistema usa frecuencias de 40 MHz. La inyeccidon de plasma estd automatizada y controlada por un sistema
electronico conectado a un ordenador.

El argén usado debe ser puro al 99,99% vy su flujo debe estar siempre en un intervalo de desde 0 hasta 20
litros/minuto, con aumentos variables de 1 litro/minuto. El flujo de muestra nebulizada debe producirse dentro de
valores de flujo masico de desde 0 hasta 0,01 litros/minuto, con aumentos variables de 1 litro/minuto.

El nebulizador esta compuesto por materiales resistentes a la corrosion, por lo que el sistema puede resistir
disoluciones con concentraciones de HCI, HNO3, H2SO4, H3PO4 del 50% (v/v), concentraciones de NaOH del 30%
(v/v) y concentraciones de HF del 20% (v/v).

El espectrofotdmetro consiste en un policromador que se encuentra en un compartimento con termostato a 38°C. El
método de deteccion usado es CCD vy la lectura se realiza en el campo UV.

Parametros del analisis usados:

Resolucion: alta

Flujo de gas de purga: normal

Tiempo de retardo de lectura (s): 45

Repeticiones: 3

Tiempo de lectura: auto

Tiempo min.: 1.000 s - Tiempo max.: 10.000 s

Retardo de equilibrado de fuente: 15 s

Tipo de aerosol de plasma: humedo

Condiciones de puesta en marcha del nebulizador: instantanea

Con el fin de obtener la concentracién de cinc desconocida, se usé una linea de calibracién construida con las
siguientes disoluciones patron al 2% acidificadas con HNOs: 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm y 10 ppm de cinc.

El cinc celular total se expresa en mg de metal por gramo de biomasa seca.

La concentracion intracelular total del metal acumulado se defini6 mediante la técnica de ICP-AES descrita
anteriormente acidificando las muestras obtenidas al 2% con HNOs.

La figura 1 notifica las concentraciones de cinc intracelular (expresadas como mg de cinc intracelular por gramo de
peso celular seco) medidas en pruebas de captacion llevadas a cabo en cepas de diferentes especies de
Bifidobacterium. Especificamente, las pruebas se realizaron en cepas de B. infantis, B. breve, B. bifidum, B.
animalis, B. longum. Todas las cepas analizadas muestran una concentracion de cinc intracelular muy baja, con
valores que se encuentran entre 0,01 y 0,20 mg/gow, cuando se hacen crecer en medio MRS libre de cinc. La
adicion al medio de cultivo MRS de sulfato de cinc 10 mM induce un aumento en la concentracién de cinc
intracelular. Sin embargo, tal como puede observarse a partir de la figura 1, las concentraciones del metal
internalizado son bastante bajas y se encuentran entre 0,72 mg/gow y 2,12 mg/gow en las cepas de todas las
especies, excepto en la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM (nimero de registro DSM 17850; fecha
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de presentacion 23 de diciembre de 2005) en la que la concentracién de cinc intracelular aumenta hasta
53,32 mg/gow (un aumento de hasta 1.000 veces la concentracion basal).

Tal como puede observarse a partir de la figura 2, se han logrado valores de cinc intracelular comparables con la
cepa Streptococcus thermophilus ST 16 BM (numero de registro DSM 19526; fecha de presentacion 13 de julio de
2007) crecida en medio M17 enriquecido con sulfato de cinc 10 mM cinc (concentracion de cinc intracelular =
59,31 mg/gow) (serie 1). La figura 2 muestra ademas que las cepas que pertenecen a otras especies de
Streptococcus, tales como S. salivarius, S. faecium y S. lactis, demuestran una capacidad mucho mas baja para
acumular cinc intracelular cuando se hacen crecer en el mismo medio. Ademas, la figura muestra la comparacion
con las concentraciones de cinc intracelular detectadas cuando las cepas se hacen crecer en el mismo medio M17
sin sulfato de cinc afiadido (series 2).

Ejemplo 1

Se esterilizaron 200 ml de medio M17 (Merck), al que se ha afiadido sulfato de cinc 10 mM, en un frasco de 500 ml.
Se inocul6 un cultivo de siembra de Streptococcus thermophilus ST 16 BM (namero de registro DSM 19526; fecha
de presentacion 13 de julio de 2007), crecido previamente durante 24 horas a 42°C en condiciones anaerobias, en el
frasco en la cantidad del 10% (v/v) Entonces se dejo crecer el cultivo durante 40 horas a 42°C en condiciones
anaerobias. Se obtuvieron 2,73 x 10° UFC/ml al final del cultivo. Se recogié la biomasa mediante centrifugacion y se
traté y se analizé6 segun los métodos descritos anteriormente. El cinc total acumulado por las células fue de
59,31 mg/gpw. D.W. = peso seco.

Ejemplo 2

Igual que en el ejemplo 1, usando medio SBF31 + Zn*" 15 mM esterilizado por separado por filtracion. Medio SBF31:
triptona 23 g/l; peptona de soja 16 g/l; extracto de levadura 12 g/l; MgSO. 0,25 g/l; K;HPO4 2,5 g/l; acido ascorbico
0,5 g/l; glucosa 45 g/l; diglicerofosfato de Na 19 g/I.

Tiempo de fermentacién: 21 horas; produccion de células vivas: 5,3 x 10" UFC/ml; cinc acumulado: 51,67 mg/gow.

Ejemplo 3

Igual que en el ejemplo 1, usando medio SBF32 + Zn* 30 mM esterilizado por separado por filtraciéon. Tras 21
horas, se obtuvieron 2,1 g/litro de biomasa seca que tenia una viabilidad de 3,15 x 10'® UFC/ml; cinc acumulado:
63,42 mg/gow. Medio SBF32: triptona 23 g/l; peptona de soja 16 g/l; extracto de levadura 12 g/l; MgSO4 0,25 g/l;
KoHPO, 2,5 g/l; acido ascorbico 0,5 g/l; lactosa 45 g/l; glicerina 19 g/l.

Ejemplo 4

Se inocularon 71 ml de medio M17, al que se habia afiadido sulfato de cinc 10 mM (esterilizado por separado por
filtracién) con 500 ml de liquido de cultivo de siembra del mismo medio M17 + sulfato de cinc 10 mM en el que se
habia hecho crecer previamente Streptococcus thermophilus ST 16 BM (ndmero de registro DSM 19526; fecha de
presentacion 13.7.2007) durante 24 horas a 42°C en condiciones anaerobias. Condiciones del fermentador: 150 rpm;
0,5 | de aire/l/min; temperatura 42°C; pH ajustado a 4,8 (+ 0,2) con NaOH al 10%; tiempo de fermentacion: 21 horas.
Se obtuvieron 2,75 x 10" UFC/ml. El cinc total acumulado por las células fue de 57,2 mg/gow.

Ejemplo 5

Igual que en el ejemplo 4, pero se realizaron dos adiciones de Zn* 15 mM durante la fermentaC|on alog12y log18.
Tiempo de fermentacién: 24 horas. Viabilidad celular al final de la fermentacion: 2,25 x 10"° UFC/ml. El cinc total
acumulado por las células fue de 91,3 mg/gow.

Ejemplo 6

Se mantuvieron 300 ml de medio MRS (Merck) + cisteina, esterilizado a 120°C durante 30 minutos, al que se habia
afiadido sulfato de cinc 10 mM esterilizado con filtro, en reducciéon previa durante no menos de 24 horas en entorno
aerobio. Se inoculd un liquido de cultivo de siembra de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM (numero de
registro DSM 17850; fecha de presentacion 23 de diciembre de 2005), crecido previamente durante 24 horas en el
mismo medio en condiciones anaerobias a 37°C, en los 300 ml mencionados anterlormente al 10% (v/v) y se hizo
crecer en condiciones anaerobias durante 24 horas a 37°C. Se obtuvieron 1 x 10" UFC/ml al final del cultivo. El cinc
total acumulado por las células fue de 53,32 mg/gow.

Ejemplo 7

Se preparé un fermentador anaerobio de 15 litros equipado con una placa de agitacion en lugar del eje con 10 litros
de medio y en las mismas condiciones que en el ejemplo 6. Se ajustd el sulfato de cinc a 15 mM. Se inoculd el
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fermentador con el 10% v/v de un liquido de cultivo de siembra de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM
(numero de registro DSM 17850; fecha de presentacion 23 de diciembre de 2005) de 24 horas y se incub6 a 37°C
durante 24 horas. La cantidad de células vivas fue de 1 x 10" UFC/ml. El cinc total acumulado por las células fue de
67,1 mg/gow.

Ejemplo 8

Se esterilizaron 90 ml de medio MRS que contenia cisteina al 0,05%, al que se habia afiadido sulfato de Zn 10 mM,
en un frasco de 100 ml. Se inoculé un cultivo de siembra de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM, crecido
previamente durante 24 horas a 37°C en condiciones anaerobias en el mismo medio, en el frasco en la cantidad del

10% viv. Entonces se dejo crecer el cultivo durante 40 horas a 37°C en condiciones anaerobias. Se obtuvieron
3,12 x 10° UFC/ml al final del cultivo. Se recogio la biomasa mediante centrifugacion y se traté y se analizo segtin el
método dado a conocer. El Zn total acumulado por las células fue de 54,36 mg/g p.s.

Ejemplo 9

Se formularon 90 ml de medio basal minimo (en gramos por litro) tal como sigue: Casaminoacidos (Difco
Laboratories, Sparks, Md.), 15; base de nitrégeno de levadura (Difco Laboratories), 6,7; acido ascorbico, 10; acetato
de sodio, 10; (NH4)2SO0s, 5; urea, 2; MgSO4-7H20, 0,2; Fe-SO4-7H20, 0,01; MnSO4-7H20, 0,007; NaCl, 0,01; Tween
80, 1; cisteina, 0,5 (pH ajustado a 7,0 y esterilizado en autoclave durante 30 minutos a 110°C). Se esterilizé en
autoclave por separado uno de los siguientes hidratos de carbono (glucosa, fructo-oligosacaridos, inulina, rafinosa,
lactosa, galacto-oligosasacaridos, fructosa, galactosa o xilo-oligosacaridos) y se afiadié al medio basal con el fin de
lograr una concentracion de 10 g/I. Se afiadié adicionalmente sulfato de Zn 10 mM. Se inocul6 un cultivo de siembra
de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM, crecido previamente durante 24 horas a 37°C en condiciones
anaerobias en el mismo medio, en el frasco en la cantidad del 10% v/v. Entonces se dejo crecer el cultivo durante 40
horas a 37°C en condiciones anaerobias. Se obtuvieron concentraciones de biomasa en el intervalo de desde 1,5 x
10® UFC/ml hasta 3,2 x 10° UFC/ml al final del cultivo. Se recogié la biomasa mediante centrifugacion y se traté y se
analizé segun el método descrito. El cinc total acumulado en las células estaba en el intervalo de desde 48,12 hasta
54,37 mg/g p.s.

Ejemplo 10

Se esterilizaron 2 litros de medio MRS que contenia cisteina al 0,05% y al que se afiadié sulfato de Zn 10 mM, en un
biorreactor de 3,6 litros y se inocularon al 10% con un cultivo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM
crecido durante 24 horas en el mismo medio. Se esterilizd el biorreactor in situ y se presurizd con nitrégeno. Las
condiciones del procedimiento fueron: insuflacion de nitrégeno constante a 0,01, 150 rpm, 37°C, pH mantenido a 6,2
con NaOH 0,1 M. Tras 48 horas, la biomasa tenia una a concentracion de 3,6 x 10° UFC/ml. Se recogio la biomasa y
se analiz para determinar la cantidad de cinc. El cinc total acumulado en las células fue de 53,81 mg/g p.s.

Ejemplo 11

Se esterilizaron 2 litros de medio MRS que contenia cisteina al 0,05% en un biorreactor de 3,6 litros y se inocularon
al 10% con un cultivo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM crecido durante 24 horas en el mismo
medio. Se esterilizé el biorreactor in situ y se presurizé con nitrégeno. Las condiciones del procedimiento fueron:
insuflacion de nitrégeno constante a 0,01, 150 rpm, 37°C, pH mantenido a 6,2 con NaOH 0,1 M. Tas un periodo de
crecimiento de 24 horas, se afiadio sulfato de Zn al cultivo con el fin de lograr una concentracion final de 10 mM. 24
horas desde la adicion del metal, la biomasa tenia una concentracion de 3,6 x 10° UFC/ml. Se recogio la biomasa y
se analiz para determinar la cantidad de cinc. El cinc total acumulado en las células fue de 53,81 mg/g p.s.

Ejemplo 12

Se esterilizaron 10 litros de medio MRS que contenia cisteina 0,05% con una adicién de sulfato de Zn 10 mM, en un
biorreactor de 3,6 litros y se inocularon al 10% con un cultivo de Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM
crecido durante 24 horas en el mismo medio. Se esterilizd el biorreactor in situ y se presurizd con nitrégeno. Las
condiciones del procedimiento fueron: insuflacion de nitrégeno constante a 0,01, 150 rpm, 37°C, pH mantenido a 6,2
con NaOH 0,1 M. Una vez que el cultivo habia terminado la acidificacion, tal como se indica por la terminacién de la
atraccion de NaOH, se suministré al cultivo en modo semicontinuo disoluciéon de sulfato de Zn 10 mM y glucosa al
30%. Una vez alcanzado un volumen de 15 litros, la biomasa tenia una concentracion de 1,2 x 10'® UFC/ml y se
recogid y se analizd6 para determinar la cantidad de cinc. El cinc total acumulado en las células fue de
52,15 mg/g p.s.
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REIVINDICACIONES

Método de preparacién de una biomasa enriquecida en cinc, caracterizado porque dicha biomasa se
obtiene

i) cultivando microorganismos seleccionados del grupo que consiste en Streptococcus thermophilus ST 16
BM, depositado segun el Tratado de Budapest en la DSMZ, Braunschweig, Alemania, con el numero de
registro DSM 19526 el 13 de julio de 2007, y Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM, depositado
segun el Tratado de Budapest en la DSMZ, Braunschweig, Alemania, con el nimero de registro DSM 17850
el 23 de diciembre de 2005, y combinaciones de los mismos, en un medio de cultivo nutriente que
comprende una sal de cinc, de modo que dichos microorganismos acumulan cinc; y

ii) separando los microorganismos enriquecidos en cinc del medio de cultivo.

Método segun la reivindicacion 1, en el que los microorganismos separados del medio de cultivo se
someten a liofilizacion, secado, microencapsulacion y/o congelacion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la sal de cinc es sulfato de cinc.

Método segun la reivindicacion 3, en el que el medio de cultivo nutriente comprende una cantidad de sulfato
de cinc en el intervalo de desde 5 hasta 50 mM, preferiblemente desde 10 hasta 40 mM.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el medio de cultivo es un medio
liquido.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el medio de cultivo comprende los
nutrientes convencionales para el crecimiento de dichos microorganismos, seleccionados del grupo que
consiste en sales inorganicas, fuentes de carbono, nitrégeno, vitaminas y micronutrientes, y mezclas de los
mismos.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho medio de cultivo tiene un pH en
el intervalo de desde 2,5 hasta 8,0, mas preferiblemente en el intervalo de desde 3,5 hasta 7,5.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dichos microorganismos se cultivan
en dicho medio de cultivo a una temperatura en el intervalo de desde 25°C hasta 48°C, mas preferiblemente
en el intervalo de desde 35°C hasta 45°C.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dichos microorganismos se cultivan
en dicho medio de cultivo durante de 6 a 40 horas, mas preferiblemente de 8 a 36 horas.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dichos microorganismos se separan
del medio de cultivo por centrifugacién o microfiltracion.

Biomasa enriquecida en cinc que puede obtenerse mediante el método segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

Biomasa segun la reivindicacion 11, que comprende microorganismos vivos.
Biomasa segun la reivindicacion 12, como agente probidtico.

Uso de la biomasa segun la reivindicacion 12, para la fabricacion de una composicion que tiene actividad
probidtica.

Uso segun la reivindicacion 14, en el que dicha composicion que tiene actividad probidtica se selecciona del
grupo que consiste en complementos alimenticios, productos dietéticos, productos alimenticios funcionales,
productos nutracéuticos y preparaciones alimenticias.

Biomasa segun la reivindicacion 11, que comprende microorganismos muertos.

Uso de la biomasa segun la reivindicacion 16, para la fabricacion de un producto cosmético o un producto
alimenticio.

Composicién que tiene actividad probiodtica que comprende una biomasa viva enriquecida en cinc segun la
reivindicacion 12, en combinacién con vehiculos y/o excipientes adecuados.

Composicién segun la reivindicacion 18, con una carga bacteriana de al menos 10° UFC/g.
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Preparacion alimenticia, complemento alimenticio, producto dietético, alimento funcional, producto
nutracéutico o producto cosmecéutico, que comprende una composicion segun la reivindicacion 18 6 19.

Producto cosmético o alimenticio que comprende una biomasa segun la reivindicacion 16.

Microorganismo seleccionado de la cepa Streptococcus thermophilus ST 16 BM, depositada segun el
Tratado de Budapest en la DSMZ, Braunschweig, Alemania, con el numero de registro DSM 19526 el 13 de
julio de 2007, y la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB 1 BM, depositada segun el Tratado de
Budapest en la DSMZ, Braunschweig, Alemania, con el nimero de registro DSM 17850 el 23 de diciembre
de 2005.
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