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DESCRIPCION

Microorganismos fotosintéticos enriquecidos con selenio a partir de compuestos seleno-hidroxiacidos y sus
aplicaciones en nutricion, cosmética y farmacia

La invencion se refiere al enriquecimiento de microorganismos fotosintéticos con selenio organico, que incluye el uso
de compuestos tal como seleno-hidroxiacidos, en particular con acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico, en forma
(D,L), o un enantiémero, sal, derivado éster o amida de este compuesto, y al uso de microorganismos fotosintéticos
enriquecidos de esta forma en la nutricion humana o animal, cosmética o farmacéutica.

El selenio es un micronutriente esencial particularmente para seres humanos y mamiferos, (Wendel, A.; Phosphorus,
Sulfur Silicon Relat Elem.,1992, 67, 1-4, 405-415). En particular, participa en forma de L(+)-selenocisteina o L(+)-
selenometionina (Muller, S. et al., Arch. Microbiol., 1997, 168, 421) para la biosintesis de selenoproteinas tal como la
glutatién peroxidasa, tiorredoxina reductasa y selenoproteina P.

En seres humanos, se han notificado deficiencias de selenio, en particular en el caso de los pacientes sometidos a
nutricion parenteral durante largos periodos (Von Stockhausen, H.B., Biol. Trace Elem. Res., 1988, 15: 147-155). El
suplemento diario con 200 pg de selenio se considera seguro y adecuado para un ser humano adulto de peso medio
(Schrauzer, G.N., J. Am. Col. Nutr., 2001, 20: 1-14).

El selenio se encuentra en la naturaleza en dos formas: organica e inorganica.

Los compuestos inorganicos frecuentemente son sales tal como selenito o selenato de sodio. Estos compuestos son
altamente toxicos para el ser humano y para la mayoria de los animales.

Los compuestos organicos (compuestos de organoselenio) estan representados en los organismos vivos
especialmente por los aminoacidos L(+)-selenometionina, L(+)-metilselenocisteina y L(+)-selenocisteina.

La L(+)-selenometionina es la principal fuente de selenio organico en seres humanos y animales. Sin embargo, el
ser humano y los y animales son auxétrofos para este aminoacido, que solamente puede obtenerse a través de los
alimentos.

Por lo tanto, seria ideal incorporar el selenio en su forma organica en los complementos alimenticios para tratar o
prevenir la deficiencia de selenio.

Se ha podido demostrar, por tanto, que un suplemento alimenticio con L(+)-selenometionina es mucho menos téxico
y mostré mejor biodisponibilidad que una dosis en forma de selenito de sodio (Mony, M.C. et al., J. of Trace Elem.
Exp. Med., 2000, 13: 367-380).

En la actualidad, no se conoce ninguna otra via metabdlica para la absorcién de selenio por los organismos vivos
distinta al uso de sustratos tal como el selenio inorganico, principalmente en forma de selenito de sodio y
selenometionina.

Se puede encontrar un aporte adecuado de selenio organico en las plantas superiores (en particular, trigo, maiz,
soya), en los cuales mas del 80 % del selenio se compone de L(+)-selenometionina (Schrauzer, G. N., J. Am. Coll.
Nutrit., 2001, 20 (1): 1-4). Sin embargo, la concentracién de selenio en estas plantas no es suficiente para conseguir
facilmente, y a coste bajo, aditivos alimenticios.

Una de las formas estudiadas para obtener composiciones ricas en selenometionina es enriquecer ciertos
microorganismos con selenio organico a partir del selenio inorganico. Estos microorganismos, una vez enriquecidos,
pueden ser la materia prima para la preparacion de productos alimenticios o cosméticos.

Numerosas publicaciones describen, por ejemplo, la preparaciéon de levadura enriquecida con selenio, en particular,
la levadura Saccharomyces cerevisiae (Oh Tae-Kwang et al., patente n.° KR950006950 del 26.06.1995) para su uso
como tal o incorporada a composiciones alimenticias (Moesgaard S. et al., patente n.° DK200200408 de
16/09/2003); o para obtener productos derivados enriquecidos con selenio tal como, por ejemplo, pan (Wang
Boaquan, patente n.° CN 1.817.143 de 08/16/2006 ), leche (Jeng-Yi Chang, patente n.° TW565432 de 12/11/2003),
huevos (Li Cui et al., patente n.° CN1302723C de 07.03.2007), chocolate (In Gyeong Suk et al., patente n.°
KR20040101145 de 08.11.2004) o cerveza (Yakovlev L.G. et al., patente n.° RU2209237 de 27/07/2003)
enriquecidos con selenio. En el campo de los alimentos saludables, las preparaciones que contienen levadura
enriquecida con selenio también se han sugerido para las mujeres embarazadas (Wang Weiyi, patente n.°
CN1778199 de 05.31.2006), o para mejorar el microambiente intestinal de los pacientes con hipoglucemia (Li Tao
Zhao, patente n.° CN1810161 de 08.02.2006). En el campo de la dermocosmética, las composiciones que contienen
levadura enriquecida con selenio se han desarrollado para reducir la pérdida de pelo (Kasik Heinz, patente n.°
DE19858670 de 21/06/2000) o para la prevencion del fotoenvejecimiento (Norihisa Kawai et al.,, patente n.°
JP07300409 de 14.11.1995). Las preparaciones farmacéuticas que contienen levadura enriquecida con selenio se
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utilizan en la prevencion y tratamiento de las enfermedades inflamatorias tal como retinopatia diabética (Ely Crary J.,
patente n.° US5639482 de 06.17.1997) o cardiovasculares (Nagy P.L. et al.; patente n.° HUT060436 de 09.28.1992).

Las bacterias, especialmente las bacterias probiéticas también se han enriquecido con selenio (Calomme M. et al.,
Biol. Trace Elem. Res., 1995, 47, 379-383). El Lactobacillus acidophilus asi como Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
ferintoshensis, Lactobacillus buchnerilparabuchneri (Andreoni V. et al., patente n.° US0258964) se han descrito
como complementos alimenticios enriquecidos con selenio. Se han preparado mezclas de probiéticos que consisten
de levaduras y lactobacilos para fortalecer el sistema inmunoldgico y la resistencia a las enfermedades (Huang Kehe
Qin, patente n.° CN1283171C de 08.11.2006).

Sin embargo, en todas estas preparaciones, los microorganismos enriquecidos con selenio se prepararon solamente
a partir de selenio inorganico. Por lo tanto, la fuente de selenio mas utilizada consiste en selenito o selenato de sodio
disuelto en medios de cultivo de microorganismos. Los microorganismos enriquecidos de esta forma, aunque
sintetizan cantidades satisfactorias de selenio organico asimilable por el cuerpo humano, frecuentemente tienen un
indice alto de selenio inorganico sin procesar, lo cual puede ser peligroso para el consumidor.

En una solicitud publicada anterior con n.° WO 2006/008190, se han descrito nuevos compuestos organicos de tipo
seleno-hidroxiacidos como utiles para servir como precursores para la sintesis de L(+)-selenometionina en el ser
humano y los animales.

Sorprendentemente, el solicitante ha observado que los compuestos organicos de tipo seleno-hidroxiacidos, tales
como los descritos en la solicitud WO 2006/008190, se pueden incorporar a los medios de cultivo para enriquecer
diferentes microorganismos fotosintéticos con selenio organico. Los resultados obtenidos mostraron que estos
compuestos pueden enriquecer de manera muy eficaz tales microorganismos, especialmente en L(+)-
selenometionina, con un rendimiento equivalente o superior al obtenido con los compuestos inorganicos utilizados
comunmente.

Por lo tanto, es evidente que el enriquecimiento de microorganismos fotosintéticos con selenio organico a partir de
compuestos organicos del tipo seleno-hidroxiacidos podria producir selenio organico exento de selenio inorganico v,
por lo tanto, resolver los problemas de toxicidad asociados con los métodos de la técnica anterior.

Los microorganismos fotosintéticos y enriquecidos se pueden utilizar directamente en la alimentacion en el contexto
de la prevencion o tratamiento de la deficiencia de selenio, principalmente para el proposito de producir productos y
composiciones farmacéuticas, nutricionales o cosméticas.

Descripcion detallada de la invencién

La presente solicitud se refiere a obtencion de los microorganismos fotosintéticos; es decir, organismos cuyo
crecimiento depende de una fuente de energia luminosa.

Por microorganismo se entiende cualquier organismo vivo unicelular que pertenezca a uno de los siguientes reinos
especies: monera, protista, hongos y protozoarios, con una estructura de células eucariotas o procariotas
microscopica o ultramicroscépica, con un potencial metabdlico y de reproduccion. Tales organismos unicelulares
pueden estar implicados en la formacién de filamentos o biopeliculas.

Preferentemente, los organismos fotosintéticos de acuerdo con la invencion son microalgas eucariotas, o microalgas
procariotas tales como las cianobacterias, preferentemente microalgas del género Chlorella o de los géneros
Spirulina o Arthrospira (espirulina). Estas ultimas son bien conocidas del experto en la materia para su uso como
complementos alimenticios, particularmente en los paises en desarrollo.

Por selenio organico se entiende un conjunto de moléculas que contienen al menos un compuesto que tiene por lo
menos un atomo de selenio en su estructura quimica que se puede producir por un organismo vivo, tal como,
particularmente los aminoacidos selenometionina, metilselenocisteina y selenocisteina, o los péptidos o proteinas
que los contienen.

Los microorganismos fotosintéticos enriquecidos de esta forma con selenio se pueden utilizar como tal, o como
aditivo alimenticio. Por ejemplo, se pueden deshidratar para formar un polvo estable que se puede incorporar a
composiciones como base para la elaboracién de productos procesados, pero también se pueden utilizar vivos como
probidticos en el proceso de elaboracion de alimentos para obtener, por ejemplo, leches y bebidas fermentadas.

La presente invencion tiene por tanto por objetivo proporcionar un nuevo proceso para enriquecer microorganismos
fotosintéticos con selenometionina y/o selenocisteina, caracterizado por que dicho organismo fotosintético se cultiva
en un medio de cultivo que comprende un compuesto del tipo seleno-hidroxiacido de formula (I) de acuerdo con la
reivindicacion 1, o bien una sal, un derivado éster o una amida del mismo:
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Un compuesto del tipo seleno-hidroxiacido es un compuesto de la formula general (I), un precursor, sal o un
derivado éster o amida del mismo:
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Preferentemente, Rs es un grupo alcoxilo, S-cisteinilo, S-glutationilo;
20 ORs4es un grupo alcoxilo (C1-Czs), ceramida 1, ceramida 2, ceramida 3, ceramida 4, ceramida 5, ceramida 6a y 6b, o

un grupo seleccionado de las siguientes opciones:
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Preferentemente OR4 es un grupo alcoxilo (C1-Cze);

ORs es un grupo alcoxilo (C1-Ca2s), ceramida 1, ceramida 2, ceramida 3, ceramida 4, ceramida 5, ceramida 6a y 6b o
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Preferentemente ORs es un grupo alcoxilo (C1-Cze).

ORs es un grupo piruvato, lactato, citrato, fumarato, maleato, miristato, palmitato, estearato, palmitoleato, oleato,
linoleato, acidos grasos naturales o 13-cis retinoato;
Rz es un grupo H, alquilo(C1-Cz2s), un aminoacido natural o amina natural.

En la férmula (l) anterior:

- por alquilo, se entiende un grupo de 1 a 26 atomos de carbono lineal o ciclico, opcionalmente ramificado,
opcionalmente fluorado o polifluorado y, opcionalmente con uno o mas enlaces dobles de carbono-carbono tal
como, por ejemplo, metilo, etilo, isopropilo, trifluorometilo, linoleilo, linolenilo, palmitoilo.

- por alcoxilo, se entiende un grupo derivado de un alcohol primario, secundario o terciario de 1 a 26 atomos de
carbono, lineal o ciclico, opcionalmente ramificado, opcionalmente fluorado o polifluorado y, opcionalmente,
comprende uno o mas enlaces dobles carbono-carbono, tales como, por ejemplo, metoxilo, etoxilo, isopropoxilo,
trifluorometoxilo, linoleoxilo, linolenoxilo, palmitoxilo.

- las estructuras de los radicales de tipo ceramida se describen principalmente en "Cosmetic Lipids and the Skin
Barrier", Thomas Férster Ed. 2002, Marcel Dekker, Inc., pagina 2, figura 2.

- por natural, se entiende cualquier compuesto correspondiente que se encuentra en el metabolismo de los
organismos vegetales, animales y en el ser humano (Steglich W., R6mpp Encyclopedia Natural Products, G.
Thieme ed.).

- por oligbmero, se entiende cualquier compuesto formado por el enlace de 2 a 15 monémeros unidos entre si a
través de un enlace de tipo éster.

- por polimero, se entiende cualquier compuesto formado por el enlace de mas 15 de monémeros unidos entre si a
través de un enlace de tipo éster.

El compuesto de selenohidroxiacido de formula (I) de acuerdo con la invencion es el de la reivindicacién 1, para el
que n =0, y cada uno de R1y R2 es un hidroxilo, o bien una sal un derivado éster o amida de dicho compuesto.

De acuerdo con la invencion, dicho compuesto de formula () se utiliza preferentemente en forma de sales de calcio,
zinc o magnesio, que por lo general permiten una mejor solubilidad en medios de cultivo, y una mejor asimilaciéon por
los microorganismos fotosintéticos.

En una realizacion preferida de la invencion, el microorganismo fotosintético se selecciona del grupo que consiste de
cianoficeas y cloroficeas. Asi, el microorganismo fotosintético se selecciona ventajosamente entre las cloroficeas o
cloroficeas, preferentemente se selecciona del grupo que consiste de cloroficeas del genero Chlorella y cianoficeas
del género Spirulina o Arthrospira.

La invencion se refiere mas concretamente a la utilizacion de un compuesto de férmula (I) elegido (o seleccionado)
de:

- acido L-2-hidroxi-4-metilselenobutanoico,

- acido D-2-hidroxi-4-metilselenobutanoico,

- acido DL-2-hidroxi-4-metilselenobutanoico,
0 una sal de estos compuestos.

Estos compuestos se describen en la solicitud WO 2006/008190.

La invencion también se refiere a un microorganismo fotosintético enriquecido con selenio organico, que se puede
obtener por el método de la invencion de acuerdo con la reivindicaciéon 7. Este microorganismo tiene generalmente
un contenido de selenio organico superior a 1000 ppm, mas preferentemente superior a 2000 ppm de selenio
equivalente y preferentemente menos de un 1,5 %, preferentemente menos de 0,5 %, preferentemente menos del
0,1 % en peso de selenio inorganico con respecto al selenio total.

En otras palabras, los restos de selenio en forma inorganica presentes en los microorganismos fotosintéticos
enriquecidos de acuerdo con el procedimiento método de la invencion representan generalmente menos del 1,5 %
del total de selenio presente en los microorganismos, que por lo general representa menos del 0,5 % de la biomasa
seca total (peso en seco) del microorganismo.
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La invencion se refiere especialmente a un microorganismo fotosintético enriquecido con selenio organico de
acuerdo con una de las reivindicaciones 7 a 17. Preferentemente, se caracteriza por que el contenido de selenio de
dicho microorganismo en forma de selenometionina representa mas del 70 %, preferentemente mas del 80 % e
incluso mas preferentemente mas del 90 % en peso de selenio, con respecto al selenio total presente en dicho
microorganismo fotosintético. Tal proporcion de selenometionina representa una mejora, en términos de cantidad y
calidad del selenio organico presente en este microorganismo, de forma sustancial y particularmente ventajosa en
comparacién con lo obtenido en la técnica anterior.

En particular, la invencion se refiere al caso en que el microorganismo se caracteriza por ser una microalga
cloroficea enriquecida en selenio, y en que el microorganismo tiene un contenido de selenometionina generalmente
mayor de 1000 ugSe/g en peso en seco de dicho microorganismo.

La cantidad de selenio fijada en el interior de los microorganismos se expresa en forma de moléculas organicas
(selenometionina, selenocisteina u otros) o inorganicas (sales de selenio) en peso de selenio por gramo (ugSe/g) de
peso en seco de los microorganismos. En otras palabras, el contenido de selenio de los microorganismos
fotosintéticos se determina mediante el calculo del peso de selenio presente en estas moléculas, organicas o
inorganicas, con respecto a la biomasa seca total del microorganismo. Por otra parte, las fracciones en peso de
selenio presentes en las formas organicas e inorganicas se establecen y expresan en porcentaje con respecto al
peso total de selenio.

El contenido de selenio total y en forma de selenometionina en los microorganismos fotosintéticos de acuerdo con la
invencién se puede determinar, respectivamente, por la mineralizacion y digestion enzimatica después de la
centrifugacion vy liofilizacion de los microorganismos, por ejemplo, mediante el método de acuerdo con Lobinsky et
al., descrito en Mester, Z. et al., (2006) Annal. Bioanal. Chem. 385: 168-180.

Los resultados obtenidos de acuerdo con la presente invencion, ilustrados en los ejemplos de esta solicitud,
muestran que los microorganismos fotosintéticos, particularmente las microalgas cloroficeas y cianoficeas acumulan
selenio en forma de selenometionina en un contenido generalmente mayor de 1000 ugSe/g de peso en seco, e
incluso superior a 1400 ugSe/g de peso en seco de estas microalgas.

La invenciéon se refiere mas particularmente a una cloroficea o cianoficea enriquecida con selenio organico,
caracterizada por que el contenido de selenio organico en forma de selenometionina es generalmente superior a
1000 pgSe/g de peso en seco.

Tal cloroficea o cianoficea enriquecida con selenio organico se caracteriza generalmente por que su contenido de
selenio organico en forma de selenometionina representa mas del 70 %, mas preferentemente mas del 80 %, muy
preferentemente mas de 90 %, incluso mas del 95 % del selenio total contenido en la misma y, también, se
caracteriza por que su contenido residual de selenio inorganico es generalmente inferior al 0,5 %, mas
preferentemente inferior al 0,1 % del total de selenio contenido en la misma. En general, el contenido residual de
selenio inorganico es inferior al 1 %, preferentemente inferior al 0,5 %, mas preferentemente inferior al 0,2 %, y muy
preferentemente inferior al 0,1 % de la biomasa total de la cloroficea en peso en seco.

La invencién también se refiere a la fabricacién de productos alimenticios, cosméticos o farmacéuticos a partir de
dichos microorganismos fotosintéticos enriquecidos con selenio mediante el método de la presente invencion. La
fabricacion se realiza a través de las técnicas conocidas por los expertos en la técnica.

Los microorganismos fotosintéticos de acuerdo con la invenciéon también pueden ser utiles en la nutricién animal,
especialmente para la obtenciéon de derivados secundarios enriquecidos con selenio organico, tal como de pescado,
leche o huevos.

Las moléculas y sus derivados asi obtenidos son utiles en diferentes aplicaciones, incluyendo las mencionadas en el
preambulo, incluso como un agente cosmeético, farmacéutico o nutricional.

La invencién tiene también por objetivo el uso de un microorganismo fotosintético enriquecido con selenio de
acuerdo con la invencién de las reivindicaciones 7 a 17 como un producto (o agente), cosmético, farmacéutico (o
terapéutico), o nutricional.

La invencion también se refiere a composiciones, en general, cosméticas, farmacéuticas o nutricionales, que
comprenden los microorganismos fotosintéticos.

La invencién también se refiere a un medio de cultivo para microorganismos fotosintéticos, caracterizado por que
comprende el compuesto de formula () de acuerdo con la invencion anteriormente definido y de acuerdo con la
reivindicacion 1. Un medio de cultivo de ese tipo es util para la aplicacion del proceso de enriquecimiento de
microorganismos fotosintéticos con selenio de acuerdo con la invencion.

En particular, la invencion se refiere a un medio de cultivo solido o liquido que comprende por lo menos un
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compuesto de formula (1), preferentemente el acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico o una sal del mismo a una
concentracion de entre 0,5 y 2000 mg/l, preferentemente entre 1 y 1000 mg/l, mas preferentemente entre 2 y 500
mg/l, respectivamente, de 0,2 a 800 mg/lI del compuesto en equivalente de selenio, preferentemente entre 0,4 y 400
mg/l del compuesto en equivalente de selenio, mas preferentemente entre 0,8 y 200 mg/l del compuesto en
equivalente de selenio.

Para las microalgas de origen marino, los compuestos de formula (I) se pueden diluir con agua de mar esterilizada
por filtracion o agua de mar sintética, por ejemplo, a partir de un medio "Reef Crystal" de la Société Aquarium
Systems Inc., para formar un medio de cultivo minimo.

Un método para la preparacion de microalgas de la invencion puede comprender, en particular, una o mas de las
siguientes etapas:

- preparar un medio de cultivo, preferentemente un medio minimo que contiene los elementos quimicos necesarios
para el crecimiento de las microalgas;

- introducir en el medio de cultivo un compuesto de férmula (I), preferentemente de acido 2-hidroxi-4-
metilselenobutanoico como fuente organica de selenio;

- ajustar el pH de la mezcla a un valor entre 6 y 10;

- cultivar un inéculo de un precultivo de microalgas en la mezcla asi formada a una temperatura entre 12 y 45°C
con agitacién orbital entre 100 y 500 rpm, y a una atmésfera que puede contener de 0 a 20 % de oxigeno y 0,3 a
20 % de gas carbonico, preferentemente durante de 24 a 120 horas;

- centrifugar la mezcla entre 4000 y 10000 rpm durante algunos minutos, o filtrar la mezcla con un filtro de 0,2
micrometros y enjuagar con solucién salina el filtro;

- introducir el aglomerado celular en solucién salina fisiolégica;

- centrifugar nuevamente a entre 4000 y 10000 rpm durante algunos minutos;

- recuperar el aglomerado celular humedo que son las microalgas enriquecidas con selenio;

El aglomerado celular himedo se puede secar al aire.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se proporcionan en los siguientes ejemplos. Los siguientes ejemplos
se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no limitan en forma alguna el alcance de la invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1: producciéon de la microalga Chlorella vulgaris SAG211-11 B enriguecida con selenio en un medio que
contiene acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico (THD-177) en condiciones autétrofas

Condiciones experimentales

La cepa utilizada en condiciones fotoautétrofas es Chlorella vulgaris SAG211 B-11: una cepa axénica originaria de la
colecciéon SAG de la Universidad de Géttingen (SAG: Sammlung von Algenkulturen der Universitat Géttingen).

Esta cepa se cultivd en medio BG-11 (Blue-Green medium) descrito por [Stanier RY et al., 1971 Bacteriol. Rev. 35:
171-205], cuya composicién es la siguiente (para 1 1)

(1) NaNOs:1,5¢g

(2) KeHPO4: 0,04 g

(3) MgS04,7H20: 0,075 g

(4) CaCl2,2H20: 0,036 g

(5) Acido citrico: 0,006 g

(6) Citrato amonio férrico: 0,006 g

(7) EDTA-Naz: 0,001 g

(8) Na2CO0s:0,02 g

(9) Agua destilada: 1,0 |

(10) Solucién de oligoelementos: 1 ml/l

H3:BOs: 2,86 g
MnCl2,4H20: 1,81 g
ZnS04,7H20: 0,222 g
Na2Mo04,2H2: 0,39 g
CuS04,5H20: 0,08 g
Co(NO3)2,6H20: 0,05 g

El pH se ajustd a 7,1 y el medio se someti6 a autoclavado a 121 °C durante 15 minutos.

Esta cepa se cultivd a 25°C, 2400 +/-200 Lux en condiciones fotoautotrofas durante de 2 a 7 dias con agitacion
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orbital (80 rpm), DOintitssonm = 0,05. La DOesonm de la cepa alcanzé 0,5 en 48 horas.
Condiciones de cultivo

La fuente organica de selenio, es decir, el acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico (THD-177, Tetrahedron SAS,
Francia, CAS: 873660-49-2) se administr6 a una concentracion entre 0,5 mg/l y 100 mg/l de equivalente de selenio;
es decir, respectivamente 1,25 mg/l y 250 mg/l del acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico. La adicion del compuesto
de selenio se realiz6 de una vez (es decir, 100 ml de cultivo para una cantidad entre 0,125 mg y 25 mg) al inicio del
cultivo o varias veces a intervalos regulares de tiempo, a intervalos cuya duracién fue de entre 6 y 24 horas,
manteniéndose el cultivo durante un periodo de 2 a 7 dias.

Ejemplo 2: produccién de la microalga Chlorella vulgaris en un medio enriquecido con selenio que contiene acido 2-
hidroxi-4-metilselenobutanoico (THD-177) (ejemplo de la invencién) o en un medio que contiene selenito de sodio
(ejemplo comparativo) en condiciones mixotréficas (presencia de luz y carbohidrato -glucosa- en el medio):

En estas pruebas, la cepa utilizada es una cepa de Chlorella vulgaris SAG211-11B: una cepa axénica procedente de
la coleccién SAG de la Universidad de Géttingen (SAG: Sammlung von Algenkulturen der Universitat Géttingen) fue
cultivada en condiciones mixotréficas en el siguiente medio:

Extractos de levadura: 0,33 g
Extractos de carne: 0,33 g
Triptosa: 0,66 g
FeSOa: 0,66 mg
Glucosa: 3,39
Agua destilada: 1,0 c.s.

El pH se ajust6 a 7,2 y el medio se autoclavé a 121 °C durante 15 minutos.

La fuente organica de selenio, es decir, el acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico (THD-177, Tetrahedron SAS,
Francia CAS :873660-49-2) se administré a una concentracién de 20 mg/l de equivalentes de selenio, o 50 mg/l de
acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico.

La fuente de selenio inorganico (SeNa, selenito de sodio) se administr6 a una concentracion de 20 mg/l de
equivalente de selenio, 0 43,9 mg/l de selenito de sodio.

La adicion de los compuestos de selenio se llevd a cabo sélo una vez en la fase de crecimiento exponencial de la
cepa Chlorella vulgaris (es decir, tres dias después de la inoculacion).

Preparacion de muestras para analisis

Después de 7 dias de incubacion, el medio se filtro a través de una membrana Nalgene de 0,2 micrometros (Ref. a-
PSE, 90 mm de diametro) y el aglomerado celular se lavd con solucion salina fisioldgica. El aglomerado celular
hamedo se liofilizé para el analisis de los componentes de selenio (selenio total, selenometionina y selenito de
sodio).

Analisis de los componentes de selenio de Chlorella vulgaris

El selenio total se determiné por ICP acoplado con deteccion de masas, después de la mineralizacion de la muestra.
La especiacion de selenio se realizé mediante cromatografia liquida de alto rendimiento, junto con la deteccion de
masas después de la digestion enzimatica de la muestra, de acuerdo con el método descrito por Lobinsky et al., en
Mester, Z. et al., (2006) Annal. Bioanal. Chem. 385: 168-180.

Resultados

La siguiente tabla 1 muestra los valores promedio obtenidos en equivalentes de selenio por triplicado durante
periodos de incubacion de 7 dias.

Tabla 1
Analisis de los componentes de selenio de la microalga Chlorella vulgaris

Se total en mgSe/kg

SeMetionina en

Se(lV) en mgSe/kg de

20 mgSe/l

de biomasa mgSe/kg de biomasa biomasa
Adicion de THD177 a 1293423 1274+109 (98,5 % de 611 (0,4 % de Se total)
20 mgSe/l Se total)
Adicién de SeNa a 14415 2942 (20 % de Se total) 4,1+0,4 (2,7 % de Se

total)
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Los resultados obtenidos mostraron, para la misma dosis de aditivo de selenio en forma de THD177 o SeNa a 20
mgSel/l, que:

- se detecta nueve veces de Se total si la adicion se realiza con THD177 que si la adicion se hace con SeNa;

- el nivel de selenio acumulado intracelular en forma de selenometionina obtenido por la adicion de THD177 es 44
veces mayor que el obtenido por la adicion de SeNa;

- el indice de selenio acumulado intracelular en forma de selenometionina alcanzé casi el 100 % (98,5 %) de
formas de selenio intracelular si la adicién se realiza con THD177 en comparacién con un indice de 20 % con
Sena, y;

- solamente se detecté el 0,4 % de Se(lV) en el selenio total si la adicién se realiza con THD177, mientras que el
2,7 % de Se(lV) se detectd en el selenio total en caso de afiadir SeNa.

Ejemplo 3: Produccién de la microalga Arthrospira platensis enriquecida con selenio en un medio que contiene acido
2-hidroxi-4-metilselenobutanoico (THD-177) (ejemplo de la invencién) o en medio que contiene selenito de sodio
(ejemplo comparativo) en autétrofos

En estos ensayos, la cepa utilizada es una cepa de Arthrospira platensis 3054-E0001, depositada el 4 de agosto de
2009 en la Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos (CNCM) en el Instituto Pasteur, 25 rue du Docteur
Roux, 75724 Paris Cedex 15, con el n.°® 1-4218 CNCM.

La cepa 3054-E0001 se cultivd en condiciones autétrofas en el siguiente medio:

Extractos de levadura: 0,33 g
Extractos de carne: 0,339
Triptosa: 0,66 g
FeSOa: 0,66 mg
Agua destilada: 1lcs.

El pH se ajust6 a 7,2 y el medio de sometio a autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

La fuente organica de selenio, es decir, el acido de 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico (THD-177, Tetrahedron SAS,
Francia, CAS: 873660-49-2) se administré a una concentracion de 25 mg/l de equivalente de selenio, o 62,5 mg/l de
2-hidroxi-4-metilselenobutanoico.

La fuente de selenio inorganico (SeNa, selenito de sodio) se administr6 a una concentracion de 25 mg/l de
equivalente de selenio, 54,4 mg/l de selenito de sodio.

La adicion de compuestos de selenio se realiz6 una vez poco después de la inoculacién de la cepa de Arthrospira
platensis (es decir, T = 0).

Preparacion de muestras para analisis

Después de 10 dias de incubacion, el aglomerado celular se filtr6 a través de una membrana de Nalgene de 0,2
micrometros, y el residuo celular se lavé con solucién salina. La masa celular himeda se liofilizé para el analisis de
los componentes de selenio (selenio total, selenometionina y selenito de sodio).

Analisis de los componentes de selenio de Arthrospira platensis

El selenio total se determiné por ICP acoplado con deteccion de masas, después de la mineralizacion de la muestra.
La especiacion de selenio se realizd6 mediante cromatografia liquida de alto rendimiento, junto con la deteccion de
masas después de la digestion enzimatica de la muestra, de acuerdo con el método descrito por Lobinsky et al., en
Mester, Z. et al., (2006) Annal. Bioanal. Chem. 385: 168-180.

Resultados

La siguiente tabla 2 muestra los valores promedio obtenidos en equivalentes de selenio por triplicado durante un
periodo de incubacion de 10 dias.

Tabla 2
Andlisis de los componentes de selenio de la microalga Arthrospira platensis
Se total en mgSe/kg SeMetionina en mgSe/kg Se(lV) en mgSe/kg de
de biomasa de biomasa biomasa
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Adicion de THD177 a 1431168 140247 (98 % de Se total) 17,240,7 (1,2 % de Se
25 mgSe/l total)

Adicion de SeNa a 17712 133 (7 % de Se total) 5,1+0,3 (2,9 % de Se
25 mgSel/l total)

Los resultados para la misma dosis de selenio agregado como THD177 o SeNa a 25 mgSe/l, mostraron:

- ocho veces de Se total detectado para una adicién de THD177 en comparacién con una adicién de SeNa;

- el nivel de selenio acumulado intracelular en forma de selenometionina obtenido tras la adicion de THD177 es
108 veces mayor que el obtenido tras la adicion de SeNa;

- el indice de selenio acumulado intracelular en forma de selenometionina alcanzé el 98 % de las formas de
selenio intracelular si la adicién se realiza con THD177 en comparacion con un indice del 7 % para SeNa, y;

- solamente se detect6 un 1,2 % de Se(IV) en el selenio total si la adicion es con THD177, mientras que 2,9 % de
Se(lV) se detecto6 en el selenio total en caso de agregar SeNa.

Ejemplo 4: La produccién de la microalga Arthrospira platensis enriquecida con selenio en un medio que contiene
acido 2-hidroxi-4-metilselenobutanoico (THD-177) (ejemplo de la invencién)

En estos ensayos, la cepa utilizada es una cepa de Arthrospira platensis 3054-E0001. Se compararon los resultados

- del ejemplo anterior, el ejemplo 3, en el que se llevo a cabo la adicion del compuesto de seleniuro THD-177 de la
invencién, una vez poco después de la inoculacién de la cepa Arthrospira platensis, con

- un nuevo experimento en el que la adicion de acuerdo con la invencién del compuesto de seleniuro THD-177 se
realiz6 durante la fase experimental del cultivo de dicha cepa de Arthrospira platensis, como en el ejemplo 2.

Resultados

La siguiente tabla 3 muestra los valores promedio obtenidos en equivalentes de selenio por triplicado durante un
periodo de incubacion de 10 dias.

Tabla 3
Andlisis de los componentes de selenio de la microalga de Arthrospira platensis
Andlisis de los

componentes de Se total en SeMetionina en THD177 en Se(lV) en
selenio de la mgSe/kg de mgSe/kg de mgSe/kg de mgSe/kg de
microalga de biomasa biomasa biomasa biomasa
Arthrospira platensis
Adicién a la
inoculacion de 1431468 1402147 (98 % de | 5%1 (0,35 % de Se 17,240,7 (1,2 %

THD177 a 25 mgSell Se total) total) de Se total)

Adicion a la fase
exponencial de 1274116
THD177 a 25 mgSe/l

1078489 (85 % de | 1112 (0,86 % de Se 1412 (1,1 % de
Se total) total) Se total)

Los resultados mostraron que se obtuvo mas del 12 % de selenio total y mas del 30 % de selenometionina en la
prueba de "adicion a TO" con respecto al ensayo de "adicion durante la fase exponencial”. Esta diferencia podria ser
el resultado del tiempo de contacto mas largo de la biomasa con THD177 en el ensayo de "adicién a T0" con
respecto al otro ensayo de "adicion durante la fase exponencial”.

En ambos casos, el indice intracelular en Se(IV) permanece bajo a 1 % de selenio total.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de enriquecimiento de un microorganismo fotosintético con selenio organico, caracterizado por
que el organismo fotosintético se cultiva en un medio que comprende un compuesto del tipo seleno-hidroxiacidos de
la féormula general (1) tal como se define a continuacién, una sal, un derivado éster o una amida de dicho compuesto:

On (0]
Il
Se
P R,

S

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en el que dicho microorganismo estd enriquecido en
selenometionina.

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que dicho compuesto de
féormula (1) se selecciona entre:

- acido L-2-hidroxi-4-metilselenobutanoico,

- acido D-2-hidroxi-4-metilselenobutanoico,
- acido DL-2-hidroxi-4-metilselenobutanoico,
0 una sal de estos compuestos.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dichos compuestos de
férmula (1) estan en forma de sales de calcio, zinc 0 magnesio.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el
microorganismo fotosintético se selecciona del grupo constituido por cianoficeas, cloroficeas y Chlorella.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que el microorganismo fotosintético se
selecciona del grupo constituido por las cianoficeas de los géneros Spirulina o Arthorspira.

7. Microorganismo fotosintético enriquecido en selenio organico que se puede obtener de acuerdo con el
procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, estando caracterizado dicho microorganismo
fotosintético por que su contenido de selenio organico, en forma de selenometionina, es superior a 1000 ugSe/g de
peso en seco de dicho microorganismo fotosintético.

8. Microorganismo fotosintético enriquecido en selenio organico de acuerdo con la reivindicaciéon 7, estando
caracterizado dicho microorganismo fotosintético por que su contenido de selenio organico, en forma de
selenometionina, representa mas del 70 %, mas preferentemente mas del 80 % y ain mas preferentemente mas del
90 % en masa de selenio, con respecto al selenio total presente en dicho microorganismo fotosintético.

9. Microorganismo fotosintético enriquecido en selenio organico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 y 8, caracterizado por que dicho microorganismo fotosintético comprende menos del 1,5 %,
preferentemente menos de 0,5 %, mas preferentemente menos de 0,1 % en masa del selenio inorganico con
respecto al selenio total.

10. Cloroficea enriquecida en selenio organico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
caracterizada por que su contenido de selenio organico, en forma de selenometionina, es superior a 1000 pgSe/g
de peso en seco de dicha cloroficea.

11. Cloroficea enriquecida enriquecido en selenio organico de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada por
que su contenido de selenio organico, en forma de selenometionina, representa mas del 70 %, mas preferentemente
mas del 80 % y aun mas preferentemente mas del 90 % en masa de selenio, de la masa total de selenio que
contiene.

12. Cloroficea enriquecida en selenio organico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11,
caracterizada por que su contenido residual de selenio inorganico es inferior al 2 %, preferentemente inferior al
1,5 %, mas preferentemente inferior al 1 % en masa, con relacion al selenio total que contiene.

13. Microorganismo fotosintético enriquecido en selenio organico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 9, caracterizado por que pertenece al género Chlorella.

14. Cianoficea enriquecida en selenio organico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
caracterizada por que su contenido de selenio organico, en forma de selenometionina, es superior a 1000 pgSe/g
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de peso en seco de dicha cianoficea.

15. Cianoficea enriquecida en selenio organico de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizada por que su
contenido de selenio organico, en forma de selenometionina, representa mas del 70 %, mas preferentemente mas
del 80 % y aun mas preferentemente mas del 90 % en masa de selenio, de la masa total de selenio que contiene.

16. Cianoficea enriquecida en selenio organico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14 y 15,
caracterizada por que su contenido residual de selenio inorganico es inferior al 2 %, preferentemente inferior al
1,5 %, mas preferentemente inferior al 1 % en masa, con relacién al selenio total que contiene.

17. Cianoficea de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, caracterizada por que pertenece a
los géneros Spirulina o Arthorspira.

18. Uso de un microorganismo fotosintético enriquecido en selenio organico de acuerdo con una de las
reivindicaciones 7 a 17, como agente cosmético o nutricional.

19. Composicion que comprende al menos un microorganismo fotosintético enriquecido en selenio organico de
acuerdo con una de las reivindicaciones 7 a 17.

20. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 19, caracterizada por que dicha composicion es cosmética,
farmacéutica o nutricional.

21. Medio de cultivo para microorganismos fotosintéticos, caracterizado por que comprende uno o varios
compuestos de tipo seleno-hidroxiacido de férmula (I) de acuerdo con la reivindicacion 1.
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