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ES 2583 004 T3

DESCRIPCION
Olleya marilimosa y su uso en un método para la preparacién de una composicién que contiene zeaxantina
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

Esta invencién proporciona una cepa aislada de bacterias Olleya marilimosa con Nimero de Acceso de Depésito
CCTCC M2010201 para la produccion de zeaxantina y un método para preparar una composicion que contiene
zeaxantina microbiana de bacterias marinas Olleya marilimosa con Numero de Acceso de Dep6sito CCTCC M2010201.
Dicha composicidon se puede utilizar para la prevencién y/o tratamiento de enfermedades o alteraciones de la piel
humana que consiste en un extracto de bacterias marinas seleccionadas de Flavobacteriaceae, mas especificamente,
de la Olleya marilimosa, en donde el extracto contiene una cantidad eficaz de la zeaxantina. La composicion también se
puede utilizar en los campos de aditivos alimentarios, cosméticos/para cuidado de la piel y productos farmacéuticos y
nutracéuticos.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Los carotenoides son un grupo de pigmentos lip6filicos que se encuentra en abundancia en plantas, algas y bacterias.
Estos pigmentos naturales son responsables de diferentes colores (por ejemplo, rojo, amarillo y naranja) que se
muestran en los organismos vivos. Mas de 600 carotenoides han sido identificados y se divide estructuralmente en
carotenos (hidrocarburos) y xantofilas (carotenos oxigenados). Las xantofilas son pigmentos de color amarillo. Con la
adicion de atomos de oxigeno, las xantofilas (por ejemplo, la luteina, neoxantina, violaxantina, zeaxantina, criptoxantina
y anteraxantina) exhiben mas comportamiento hidréfilo que los carotenos. Plantas tales como diversos frutos y
vegetales son la fuente natural de xantofilos (Sommerburg et al., (1998) Br J Ophthalmol. 82: 907-910; Deli et al., (2001)
J Agric Food Chem. 49:1517-23; Molnar et al., (2005) Phytother Res. 19:700-7) puesto que los xantofilos juegan un
papel importante en la fotoprotecion de p’lantas haciendo disminuir la posibilidad de dafios celulares causados por
exceso de luz (Demmig et al., (1987) Plant Physiol. 84:218-224; Niyogi et al., (1998) Plant Cell. 10:1121-34; Havaux and
Niyogi, (1999) Proc Natl Acad Sci USA. 96:8762-7; Morosinotto et al.,, (2002) J Biol Chem. 277: 36913-20). Es
interesante anotar que los xantdfilos juegan un papel esencial en la salud visual (Bone et al., (1988) Invest Ophthalmol
Vis Sci. 29:843-849; Handelman et al., (1988) Invest Ophthalmol Vis Sci. 29:850-855; Yeum et al., (1995) Invest
Ophthalmol Vis Sci. 36:2756-2761; Hammond et al., (1997) Invest Ophthalmol Vis Sci. 38:1795-1801; Johnson et al.,
(2000) Am J Clin Nutr. 71:1555-1562; Bone et al., (2003) J Nutr. 133: 992-998; Ribaya-Mercado and Blumberg, (2004) J
Am Coll Nutr. 23 (6 Suppl):567S-587S). Ademas, se ha reportado que los xantofilos estan asociados con riesgos
menores de cancer (Orjuela et al., (2005) Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 14:1433-40; Kelemen et al., (2006) Am J
Clin Nutr. 83: 1401-10; Zhang et al., (2007) Nutr Cancer. 59:46-53; Tamimi et al., (2009) Cancer Res. 69: 9323-9; Lee et
al., (2009) Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 18:1730-9) y enfermedades cardiovasculares (Street et al., (1994)
Circulation 90:1154-1161; Dwyer et al., (2001) Circulation. 103:2922-7). Un amplio espectro de actividades biologicas
descritas anteriormente sugiere que las xantofilas son sustancias bioactivas con beneficios para la salud a los seres
humanos.

La zeaxantina, un miembro de los xantofilos, es uno de los componentes esenciales de la zona macular. Cabe sefialar
gue la zeaxantina no puede ser sintetizada en cuerpos de animales y por lo tanto debe ser obtenida de la dieta. Para
fines comerciales, la zeaxantina puede ser obtenida por sintesis quimica (patentes de los EE.UU numeros 4,952,716;
5.227.507) o por medio de extraccion a partir de fuentes naturales tales como plantas (patentes de los EE.UU nimeros
5,648,564; 6,784,351; 6,191,293; 7,150,890; 7,173,145) o microbios (patentes de los EE.UU numeros 3,891,504;
3,951,742; 3,951,743; 5,308,759; 5427783).Debido a la preocupacion del coste en el proceso de la sintesis quimica de
la zeaxantina y al riesgo para la salud relacionado con el consumo de esta zeaxantina artificial, se prefiere la zeaxantina
natural. Aunque se informa de que la zeaxantina puede ser extraida de fuentes naturales como se mostré de la técnica
anterior, los problemas de bajo rendimiento y baja pureza de zeaxantina todavia existen y dan como resultado el alto
coste de la preparacion de zeaxantina. Por lo tanto, se requiere de microorganismos capaces de producir zeaxantina
natural de alta pureza.

Resumen

La presente invencion proporciona una cepa de bacterias aisladas de Olleya marilimosa con Numero de Acceso de
Deposito CCTCC M2010201 para la produccién de zeaxantina.

La presente invencion también proporciona un método para la preparacion de una composicién que contiene zeaxantina
microbiana a partir de bacterias marinas de Olleya marilimosa con Numero de Acceso de Depésito CCTCC M2010201,
que comprende: (a) cultivo de bacterias marinas Olleya marilimosa con NUmero de Acceso de Depdsito CCTCC
M2010201 en un medio de cultivo liquido para formar pigmentos que contienen zeaxantina; (b) la separacion de
pigmentos contenidos en la masa celular de las bacterias marinas a partir del medio de cultivo liquido y recoleccion de
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la masa celular para obtener la composicion.
Breve descripcién de los dibujos
La figura 1 muestra las colonias bacterianas (Olleya marilimosa VIG2317) en la placa de agar.

La figura 2 muestra el analisis por HPLC de la zeaxantina microbiana extraida de la Olleya marilimosa VIG2317.La
pureza microbiana de la zeaxantina (F3; tiempo de retencion: 17.683 minutos) es mayor que 90%.

La figura 3 muestra la actividad de fotoproteccion de la zeaxantina microbiana extraida de la Olleya marilimosa
VIG2317. Después de 15 minutos de irradiacién UV, el efecto de proteccién de la zeaxantina microbiana sobre la
viabilidad de las células de fibroblastos de piel humana (CCD-966SK linea celular) se determiné a las 24 horas. La
viabilidad de las células tratadas con el zeaxantina microbiana (20 mg/ml, 50 mg/ml) se incrementa en 18,9% y 33,7%,
respectivamente, en comparacion con la de tratamiento sin zeaxantina.

La figura 4 muestra la actividad inhibidora de la peroxidacion de lipidos de la zeaxantina microbiana, extraida de Olleya
marilimosa VIG2317, determinada mediante el método de tiocianato férrico a la concentracion de 60 mg/ml. Un andlisis
de comparacion demuestra que las actividades inhibidoras (66.9%, 68.6% y 69.7%) son similares para la zeaxantina, la
luteina y R-caroteno, respectivamente, en densidad 6ptica a 500 nm.

La figura 5 muestra la actividad inhibidora de la peroxidacion de lipidos de la zeaxantina microbiana, extraida de Olleya
marilimosa VIG2317, determinada mediante el método de dieno conjugado a una concentracién de 30 mg/ml. Un
andlisis de comparacién demuestra que las actividades inhibidoras (67.4%, 68.7% y 70.3%) son similares para la
zeaxantina, la luteina y el R-caroteno, respectivamente, en densidad éptica a 500 nm.

La figura 6 muestra la actividad inhibidora de la peroxidacion de lipidos de la zeaxantina microbiana, extraida de Olleya
marilimosa VIG2317, determinada usando el método de liposoma-TBARS (Ensayo de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS). Los porcentajes de inhibicion sobre la libre formacién de MDA (malondialdehido) determinados a
una densidad 6ptica de 532 nm son 55.23%, 61.05%, 71.16%, 78.45% y 80.75% para la zeaxantina microbiana a las
concentraciones de 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml, 1000 mg/ml y 2000 mg/ml respectivamente.

La figura 7 muestra la actividad antioxidante total de la zeaxantina microbiana, extraida de la Olleya marilimosa
VIG2317, determinada a través del método TEAC (La capacidad antioxidante equivalente al Trolox). Los porcentajes de
inhibicién de absorbancia determinados a una densidad 6ptica de 734 nm son 15.68%, 28.13%, 53.35% y 91.22% para
la zeaxantina microbiana en las concentraciones de 62.5 mg/ml, 125 mg/ml, 250 mg/ml, y 500 mg/ml respectivamente.

La figura 8 muestra la actividad antioxidante de la zeaxantina microbiana, extraida de la Olleya marilimosa VIG2317,
determinada usando el Método de captacion de radicales libres DPPH (método de DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).
Los porcentajes de inhibicién de la absorbancia determinados a una densidad 6ptica de 517 nm son 10.02%, 13.04%,
30.18%, 48.20% y 96.69% para la zeaxantina microbiana en las concentraciones de 62.5 mg/ml, 125 mg/ml, 250 mg/ml,
500 mg/ml y 1000 mg/ml, respectivamente.

La figura 9 muestra el efecto de la zeaxantina microbiana, extraida de la Olleya marilimosa VIG2317, sobre el contenido
de melanina en las células B16-F10 de melanoma. Los porcentajes de inhibicion sobre el contenido de melanina
determinados en densidad éptica a 400 nm aumentaron de 6.74% a 22.71%, como las concentraciones de la zeaxantina
microbiana aumentaron de 2 mg/ml a 20 mg/ml. Cuando el tiempo de incubacion se aumentd de 24 horas a 48 horas,
los porcentajes de inhibicion en el contenido de melanina se aument6 de 6.74% a 32.49% y del 22.71% al 36.74% para
las concentraciones de la zeaxantina microbiana en 2 mg/mly 20 mg/ml respectivamente.

La figura 10 muestra la actividad antiproliferacion de la zeaxantina microbiana, extraida de la Olleya marilimosa
VIG2317, en células de cancer humano utilizando el ensayo MTT. Las viabilidades de células de cancer tratadas con 30
mg/ml y 60 mg/ml de zeaxantina natural, respectivamente son 74% y 67,7% para el carcinoma de préstata (PC-3);
72.3% y 75.3% para el adenocarcinoma colorrectal (LS123); 57.3% y 40.1% para el adenocarcinoma gastrico (AGS);
78.7% y 61.6% para el adenocarcinoma de mama (MCF7); 70.3% y 20.3% para el cancer de ovario (TOV-112D); 72.6%
y 28.5% para el carcinoma de células escamosas de faringe (FaDu); 75.6% y 33.4% para el adenocarcinoma de
pancreas (BxPC-3); 72.1% y 40.0% para el corioncarcinoma (JAR); 45.9% y 16.4% para el carcinoma primario de la
vejiga (5637) y 70.9% y 71.7% para el carcinoma de células escamosas de la tiroides (SW579). Para comparacion, las
viabilidades celulares de células no cancerosas son 105.6% y 12.2% para células epiteliales retinal pigmentadas
(ARPE-19); 102.3% y 101.2% para los fibroblastos embrionarios (BCRC60118) y el 95.8% y el 99.8% para los
fibroblastos de piel humana (BCRC 60153).

Descripcion detallada de las realizaciones

Una composicion que comprende un extracto de bacterias marinas, que contiene zeaxantina se prepara por el método
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de la presente invencion. Se proporciona dicha composicion que se puede usar en los campos de aditivos alimentarios,
cosméticos/cuidado de la piel y productos farmacéuticos y nutracéutico.

El extracto que contiene una cantidad eficaz de la zeaxantina se obtiene de una cepa de bacterias marinas de la familia
Flavobacteriaceae. Por lo tanto, la zeaxantina extraida de bacterias marinas de la familia Flavobacteriaceae es la
llamada "zeaxantina microbiana" en la presente invencion. Las caracteristicas de las bacterias marinas de la familia de
las Flavobacteriaceae son bacterias gram-negativas, pigmentadas de amarillo, con forma de barra y aerobias. Muchas
bacterias marinas con las mismas caracteristicas son aisladas de la familia Flavobacteriaceae como la
Zeaxanthinibacter enoshimensis (Asker et al., (2007) Int J Syst Evol Microbiol. 57(Pt 4):837-43), Olleya marilimosa
(Nichols et al., (2005) Int J Syst Evol Microbiol. 55(Pt 4): 1557-61), Paracoccus zeaxanthinifaciens (Berry et al., (2003)
Int J Syst Evol Microbiol. 53(Pt 1):231-8), and Hyunsoon- leella jejuensis (Yoon et al., (2010) Int J Syst Evol Microbiol
60(Pt 2):382-6).

Segun la presente invencion, la bacteria marina es Olleya marilimosa. Mas especificamente, la bacteria marina es una
nueva cepa, Olleya marilimosa VIG2317, con Nimero de Acceso de Deposito CCTCC M2010201, que se deposit6 en el
Centro Chino para la Coleccion de Tipos de Cultivos.

La composicién que comprende extracto bacteriano marino obtenido de Olleya marilimosa VIG2317 contiene de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 10 mg como cantidad eficaz de zeaxantina microbiana, mas
preferiblemente, la cantidad efectiva es de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 10 mg.

Como referencia, la pureza de la zeaxantina microbiana obtenida de la Olleya marilimosa VIG2317 puede ser al menos
90% (area de HPLC%).

La composicion de la presente invencion se puede usar para tratar o prevenir la alteracion de la piel humana, como el
envejecimiento de la piel resultado de la exposicidn a la radiacién UV y/o pigmentacion de la piel como resultado del
aumento del contenido de melanina.

La composicion de la presente invencion se puede usar para tratar o prevenir enfermedades tales como enfermedades
oculares, enfermedades cardiovasculares, o canceres. En una realizacion, las enfermedades de los o0jos son causadas
por niveles insuficientes de zeaxantina macular y/o zeaxantinas séricas. Las enfermedades cardiovasculares se asocian
con un aumento de la peroxidacion lipidica y/o malondialdehido. Los tipos de cancer son carcinoma de prostata,
adenocarcinoma colorrectal, adenocarcinoma gastrico, adenocarcinoma de mama, cancer de ovario, carcinoma de
células escamosas de faringe, adenocarcinoma de pancreas, corioncarcinoma primario de vejiga y/o carcinoma de
células escamosas de la tiroides.

La composicion de la presente invencion comprende el extracto bacteriano que contiene zeaxantina microbiana marina,
y un vehiculo o excipiente adecuado, donde el vehiculo es, por ejemplo pero sin limitacion, agua, aceite, solvente
organico. La composicion de la presente invencién se puede administrar por via tépica o por via oral.

La presente invencidon también proporciona un método para preparar una composicion que contiene zeaxantina
microbiana a partir de bacterias marinas de Olleya marilimosa con NUmero de Acceso de Deposito CCTCC M2010201,
gue comprende las etapas de: (a) cultivar bacterias marinas de Olleya marilimosa con Numero de Acceso de Depdésito
CCTCC M2010201, que comprende un medio de cultivo liquido para formar pigmentos que contienen zeaxantina; (b)
separar la masa de células que contiene pigmentos de las bacterias marinas con los pigmentos del medio de cultivo
liquido y recolectar la masa celular para obtener la composicién que contiene la zeaxantina microbiana, y (c) mezclar
opcionalmente la masa celular y un vehiculo. La composicion puede ser usada directamente como aditivo alimentario o
nutriente sin purificacién adicional.

En una realizacion, la presente invencion comprende ademas las siguientes etapas: (d) pulverizacion de la masa celular
de las bacterias marinas; (e) digestion de los restos de células y la disolucién de los pigmentos mediante el uso de un
solvente; y (f) eliminacion del solvente para obtener zeaxantina. De pasos anteriores, la zeaxantina microbiana puede
ser aislada y purificada adicionalmente, la zeaxantina obtenida de la etapa (f) tiene al menos 90% (% de area por HPLC)
de pureza. En otra realizacion, la pureza es de al menos 95%, o al menos 97%.

En un método de referencia fuera de la invencion reivindicada, las bacterias marinas son seleccionadas de un grupo
que consiste en Zeaxanthinibacter, Olleya, Paracoccus, Hyunsoonleella, y mutantes de la misma. Mas particularmente,
las bacterias marinas se seleccionan de un grupo que consiste en Zeaxanthinibacter enoshimensis, Olleya marilimosa,
Paracoccus zeaxanthinifaciens, Hyunsoonleella jejuensis, y mutantes de las mismas. De acuerdo con el método de la
presente invencién, la bacteria marina es Olleya marilimosa VIG2317 con Numero de Acceso de Depésito CCTCC
M2010201.

Ejemplos
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Los siguientes pasos se utilizan para la extraccion de la zeaxantina de Olleya marilimosa VIG2317.
1. Cultivo y caracterizacion bacterianos.

Una cepa bacteriana (Olleya marilimosa VIG2317 con Numero de Acceso de Depdsito CCTCC M2010201), aislada a
partir de una muestra de agua de mar recogida del Océano Pacifico en la costa este de Taiwan, forma colonias
amarillas en agar marino (Fig. 1) que se habian incubado a 25T durante 2 dias. La caracterizacion de la cepa VIG2317
se llevé a cabo por el Instituto para la Investigacion y el Desarrollo de la Industria de los Alimentos (FIRDI), Hsinchu,
Taiwan. Las células son gram-negativas, pigmentadas de amarillo, en forma de barra, moéviles, aerobias y no
formadoras de endosporas. De acuerdo con el andlisis de la secuencia de los ARNr 16S, la cepa VIG2317 estaba
estrechamente relacionada (99% de similitud de secuencias) con la Olleya marilimosa. Las caracteristicas bioquimicas y
morfologicas de VIG2317 y Olley manilimosa CIP 108537 se muestran en la Tabla 1.

Las colonias individuales de VIG2317 en las placas se recogieron y se cultivaron en medios ricos, tal como caldo marino
en el matraz, los cuales fueron usados como cultivo de siembra para la fermentaciéon. Un volumen de cultivo de siembra
se transfiere al fermentador.

Tabla 1 [0038]

Caracteristicas VIG2317 Olley marilimosa CIP 108537T
Crecimiento a 25C + +
Crecimiento a 30C

+ +
Motilidad

+ +
Produccioén de:
pigmento + +
H2S i i
Indol i i
3-galactosidasa i i
Ureasa
Oxidasa

+ +
Catalasa

+ +
Acetoina

+ -
Arginina hidrolasa i i
B-glucosidasa . i
Degradacién de genalina . .
Reduccién de nitratos i i
Asimilacion de:
Glucosa

+ +
Maltosa

+ +
Manosa

+ +
Arabinosa i i
Manitol
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D-gluconato
Acido caprico
Acido adipico

Citrato trisédico

2. Extraccion, purificacion y analisis por HPLC de Zeaxantina microbiana

Muestra del cultivo recogido del fermentador se extrajo con solvente tal como acetona. El extracto de acetona fue
aplicado sobre una columna silica gel y se eluyé con una mezcla de acetato de etilo-hexano 3:7 (v/v). Usando un
liofilizador, la fraccién recogida se pulverizé para el andlisis de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

El extracto seco se disolvid en metanol y se filtr6 para el analisis por HPLC. El sistema de HPLC se programé para
inyectar muestras de 10 pl en una columna C-18 ODS 4.6x250 mm. La fase mévil contenia 20% de metanol, 73% de
acetonitrilo, solucion amortiguadora Tris-HCI 7%. La columna se hizo funcionar a temperatura ambiente. La separacion
se llevé a cabo a un flujo de 1,0 mi/min. La longitud de onda de deteccién fue de 450 nm. La pureza de zeaxantina
microbiana es mayor que 90% analizada mediante HPLC (Fig. 2).

3. Determinacion de la actividad de fotoproteccion de la zeaxantina microbiana

Células de fibroblastos de piel humana (linea celular CCD-966SK) se cultivaron sobre la placa. Las células fueron
tratadas con zeaxantina microbiana disuelta en sulféxido de dimetilo. Después de ser tratadas durante 24 horas las
placas se irradiaron con UV durante 15 min y las células fueron incubadas durante 24 horas. Las células se separaron
con tripsina y se contaron mediante un hemocitdmetro. Se proporciona el efecto de protecciéon de la zeaxantina
microbiana sobre la viabilidad de células de fibroblastos (Fig. 3).

Las células de fibroblastos de la piel, células esenciales de la piel, son responsables de la produccién de colageno, un
componente estructural de la piel (Stanley et al., (1985) J Invest Dermatol. 85:542-545; Olsen et al., (1989) J. Clin.
Invest. 83: 791-795; Akagi et al., (1999) J. Invest. Dermatol. 113: 246-250). La reduccion de colageno es un fenémeno
biolégico responsable de la apariencia arrugada que se encuentra en la piel envejecida, ya sea causado
intrinsecamente (envejecimiento cronolégico) o extrinsecamente (por ejemplo, fotoenvejecimiento: exposicion a
irradiacion UV) (Burke et al., (1994) Exp Gerontol 29:37-53; Fisher et al., (1997) New Eng J Med 337:1419-1428; Fligiel
et al., (2003) J Invest Dermatol. 120:842-848; Varani et al., (2006) Am J Pathol. 168:1861-8; Chauhan and Shakya,
(2009) Indian J Dermatol Venereol Leprol, 75:463-8). Adicionalmente, la irradiacién UV ha reportado que causa la
pérdida de la viabilidad celular (Kulms and Schwarz (2000) Photodermatol Photoimmunol Photomed.16:195-201;
Murphy et al., (2001) Exp. Dermatol. 10:155-160; Ichihashi et al., (2003) Toxicology. 189:21-39; Philips et al., (2007)
Arch Dermatol Res. 299:373-9). Después de la irradiacion UV, la viabilidad de células de fibroblastos de piel humana
tratadas con zeaxantina microbiana (20 mg/ml, 50 mg/ml) se incrementa 18.9% y 33.7%, respectivamente, en
comparacioén con la de tratamiento sin zeaxantina microbiana. Cabe sefialar que este aumento de la viabilidad celular se
asocia con el aumento de la concentracion de zeaxantina microbiana lo que sugiere que la zeaxantina microbiana es un
agente fotoprotector importante que puede ser utilizado en los campos de aditivos alimentarios, cosméticos/cuidado de
la piel y productos farmacéuticos y nutracéuticos.

4. Determinacion de actividades antioxidantes de la Zeaxantina Microbiana

Se proporcionan actividades antioxidantes de la zeaxantina microbiana (figuras. 4-7). Debido a que los carotenoides son
un grupo de pigmentos organicos conocidos por reducir los riesgos para la salud de los sistemas bioldgicos a través de
sus actividades antioxidantes (Burton, (1989) J. Nutr. 119: 109-11), es por lo tanto esencial demostrar si la zeaxantina
microbiana es un ingrediente bioactivo para la prevencion del dafio celular causado por reacciones en cadena de la
oxidacion.

(1) La actividad inhibidora de la peroxidacion lipidica de la zeaxantina microbiana se determina utilizando el método de
tiocianato férrico (Fig. 4):

La zeaxantina microbiana se disolvié en una solucion amortiguadora de fosfato de potasio 0,2 M y se mezclé con la
mezcla de emulsién de &cido linoleico preparada con una solucién amortiguadora de fosfato de potasio. Después de 24
horas de incubacién a 37T, se afiadié una mezcla con 75% de etanol, tiocianato de amonio y cloruro de hierro Il
tetrahidratado. La absorbancia a 500 nm fue determinada después de 1 min de incubacion. Actividad Inhibidora = [1-
(Abs de muestra/Abs del blanco)] * 100%. Un analisis de comparacion demuestra que las actividades inhibidoras
(66.9%, 68.6% y 69.7%) son similares para la zeaxantina, la luteina y el 3-caroteno, respectivamente.
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(2) La actividad inhibidora de la peroxidacion lipidica de la zeaxantina microbiana es determinada utilizando el método
de dieno conjugado (Fig. 5):

La zeaxantina microbiana se disolvié en una solucion amortiguadora de fosfato de potasio 0,2 M y se mezclé con la
mezcla de emulsién de acido linoleico preparada mediante un regulador de fosfato de potasio. Se determiné la
absorbancia de 234 nm después de la incubacién por 15 horas a 37<C. Actividad inhibidora = [1- (Abs de muestra/Abs
del blanco)] * 100%. Un analisis de comparacion demuestra que las actividades inhibidoras (67.4%, 68.7% y 70.3%) son
similares para la zeaxantina, la luteina y el 3-caroteno, respectivamente.

(3) la actividad inhibidora de la peroxidacion de lipidos de la zeaxantina microbiana fue determinada usando TBARS en
liposomas (el ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico) (Fig. 6). La zeaxantina microbiana se disolvié en
metanol y se mezclé con la emulsién de liposomas, cloruro de hierro (ll), y acido ascérbico. Después de 2 horas en un
bafio de maria a 37 C, se afnadié a la mezcla hidroxitolueno butilado, acido tiobarbitirico y el acido tricloroacético.
Después de 20 min en bafio de maria (100 ), la mezcla se enfrid con hielo. Se determiné la absorbancia a 532 nm.
Actividad Inhibidora del MDA (malondialdehido) = [1- (Abs de muestra/Abs del blanco)] * 100%. Los porcentajes de
inhibiciéon del MDA libre se incrementaron de 55.23% al 80.75% a medida que las concentraciones de la zeaxantina
microbiana aumentaron de 125 mg/ml a 2000 mg/ml.

(4) La actividad antioxidante de la zeaxantina microbiana se determind utilizando el método TEAC (La capacidad
antioxidante equivalente al Trolox) (Fig. 7).

La zeaxantina microbiana se disolvié en una solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0,01 M y se mezclé con acido
2,2'-azino-bis-3-etilbenc-tiazolina-6- sulfénico que contenia persulfato de potasio. La absorbancia a 734 nm se
determiné después de 30 minutos de incubacion. Actividad inhibidora = [1- (Abs de muestra/Abs del blanco)] * 100%.
Los porcentajes de inhibicion se aumentaron de 15.68% a 91.22%, a medida que las concentraciones de la zeaxantina
microbiana aumentaron de 62,5 mg/ml a 500 mg/ml.

(5) La actividad antioxidante de la zeaxantina microbiana fue determinada usando el método de eliminacion de radicales
libres DPPH (método de DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) (Fig. 8).

La zeaxantina microbiana se disolvié en metanol y se mezcl6 con 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo en metanol. La absorbancia
se determiné a 517nm después de 30 minutos de incubacion. Actividad inhibidora = [1- (Abs de muestra/Abs del
blanco)] * 100%. Los porcentajes de inhibicion se aumentaron de 10,02% a 96,69%, a medida que las concentraciones
de la zeaxantina microbiana aumentaron de 62,5 mg / ml a 1,000 mg/ml. Estos resultados sugieren que la zeaxantina
microbiana es un potente antioxidante, que puede ser utilizado en los campos de los aditivos alimentarios,
cosméticos/cuidado de la piel y productos farmacéuticos y nutracéutico.

5. El efecto de la zeaxantina microbiana sobre el contenido de melanina en células de melanoma B16-F10 (Fig. 9).

Se cultivaron células de melanoma B16-F0 de ratén sobre placa. Las células fueron tratadas con zeaxantina microbiana
disuelta en sulféxido de dimetilo. Después de ser tratadas durante 24 hrs y 48 hrs respectivamente, el medio se retird y
las células se lavaron con PBS y después se disolvieron en NaOH 1 N que contenia 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). El
contenido de melanina relativa se determiné en densidad éptica a 400nm. Los porcentajes de inhibicion sobre el
contenido de melanina aumentaron de 6.74% a 22.71%, a medida que las concentraciones de la zeaxantina microbiana
aumentaron de 2 mg/ml a 20 mg/ml. Cuando el tiempo de incubacion se aumenté de 24 horas a 48 horas, la inhibicion
se aument6 de 6.74% a 32.49% y del 22.71% al 36.74% para las concentraciones de zeaxantina microbiana a 2 mg/ml
y 20 mg/ml respectivamente. Los resultados indican que las zeaxantinas microbianas causan una inhibicién dependiente
del tiempo y la dosis sobre el contenido de melanina. Este hallazgo sugiere que la zeaxantina microbiana puede ser
utilizada como agente blanqueante para uso cosmético.

6. La actividad antiproliferativa de la zeaxantina microbiana en células cancerosas (Fig. 10).

Se cultivaron células cancerosas en placa. Las células fueron tratadas con zeaxantina microbiana disuelta en sulfoxido
de dimetilo. Después de 24 horas de incubacion, se agregé a las células bromuro de tiazolil azul de tetrazolio y se
incubaron durante 4 horas. El medio se retiré y los cristales se disolvieron en dimetilsulféxido seguido de la medicion de
la absorbancia a 590 nm. Viabilidad celular = (Abs de células tratadas con zeaxantina/Abs de células no tratadas) *
100%. Ya que se ha reportado que las xantofilas estan asociadas con un menor riesgo de los canceres Orjuela et al.,
(2005) Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 14:1433-40; Kelemen et al., (2006)_Am J Clin Nutr. 83: 1401-10; Zhang et
al., (2007) Nutr Cancer. 59:46-53; Tamimi et al., (2009)_Cancer Res. 69: 9323-9; Lee et al., (2009) Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev. 18:1730-9), es necesario determinar si la zeaxantina microbiana contiene actividad anticancer.
Usando 30 mg/ml de zeaxantina microbiana, las viabilidadades celulares son 74% para el carcinoma de préstata (PC-3);
72.3% para el adenocarcinoma colorrectal (LS123); 57.3% para el adenocarcinoma gastrico (AGS); 78.7% para el
adenocarcinoma de mama (MCF7); 70,3% para el cancer de ovario (TOV-112D); 72.6% para el carcinoma de células
escamosas de faringe (FaDu); 75.6% para el adenocarcinoma de pancreas (BXPC-3); 72.1% de coriocarcinoma (JAR);
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45.9% para el carcinoma primario de la vejiga (5637) y 70,9% para el carcinoma de células escamosas de la tiroides
(SW579). Para comparacion, las viabilidades celulares de células no cancerosas son 105,6% para células epiteliales
retinales pigmentadas (ARPE-19); 102,3% para fibroblastos embrionarios (BCRC60118) y 95.8% para los fibroblastos
de piel humana (BCRC 60153). Bajo la condicién de aumento de la concentracion de zeaxantina microbiana a 60 mg/ml,
las viabilidades celulares son de 67.7% para el carcinoma de prostata (PC-3); 75.3% para el adenocarcinoma colorrectal
(LS123); 40.1% para el adenocarcinoma gastrico (AGS); 61.6% para el adenocarcinoma de mama (MCF7); 20.3% para
el cancer de ovario (TOV-112D); 28.5% para el carcinoma de células escamosas de faringe (FaDu); 33.4% para el
adenocarcinoma de pancreas (BxPC-3); 40.0% de coriocarcinoma (JAR); 16.4% para el carcinoma primario de la vejiga
(5637) y 71.7% para el carcinoma de células escamosas de tiroides (SW579). Para comparacion, las viabilidades
celulares de células no cancerosas son 124,2% células epiteliales retinales pigmentadas (ARPE-19); 101,2% para
fibroblastos embrionarios (BCRC60118) y el 99,8% de fibroblastos de piel humana (BCRC 60153). Los resultados
indican que todas las células cancerosas ensayadas en la presente invencion son sensibles a la zeaxantina microbiana
a una concentracion de 30 pg/ml. Sin embargo, hay que sefialar que la supresion de la proliferacion celular dependiente
de la dosis se encuentra en algunas células de cancer como el cancer de ovario, carcinoma de células escamosas de
faringe, adenocarcinoma de pancreas, coriocarcinoma y carcinoma primario de vejiga cuando la concentracion de la
zeaxantina microbiana se aumenta a 60 pg/ml. Estos resultados sugieren que la zeaxantina microbiana es un agente
anticancer que se puede utilizar en los campos de los aditivos alimentarios, cosméticos/cuidado de la piel y productos
farmacéuticos y nutracéuticos.

Las siguientes formulaciones se proporcionan para ilustracion, pero no para limitar la invencion.
Formulacion 1: Esencia

Se mezcla zeaxantina microbiana (400 ppm en butilenglicol) con metabisulfito de sodio, etilhexilglicerina, fenoxietanol,
arginina, glicirrizato dipotasico, hialuronato de sodio, PEG-16 glicéridos de macadamia, acrilatos/C10-30 acrilato de
alquilo polimero reticulado, EDTA disédico y agua.

Formulacion 2: Locién de leche

Se mezcla zeaxantina microbiana (400 ppm en butilenglicol) con metabisulfito de sodio, acido citrico, citrato de sodio,
acetato de tocoferol, goma de celulosa, sorbato de potasio, etilhexilglicerina, bisabolol, acriloildimetiltaurato de
amonio/copolimero VP, butyrospermum parkii (manteca de karité), beheneth-25, alcohol cetilico, glicerina, olivato
cetearilico, isononanoato de isononilo, helianthus annuus (girasol) aceite de semilla, fenoxietanol, hialuronato de sodio,
EDTA disodico y agua.

Formulacion 3: Suplementos dietarios/dosis farmacéutica [

Zeaxantina microbiana 10 mg se disuelve en aceite de maiz y se envasa en forma de capsula de gelatina blanda.
Formulacion 4: Suplementos dietarios / dosis farmacéutica

Se mezclan 10 mg de zeaxantina microbiana con agentes de granulacion y se envasa en forma de tableta.
Formulacion 5: Suplementos dietarios

Se mezclan 10 mg de zeaxantina microbiana con luteina y/u otros nutrientes y/o antioxidantes disueltos en aceite de de
maiz/mani y se envasa en forma de capsulas de gelatina blanda.

Formulacion 6: Suplementos dietarios [

Se mezclan 10 mg de zeaxantina microbiana con luteina y/o otros nutrientes y/o minerales y se envasa en forma de
tableta.
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Patentes

Patentes de EE.UU. nimeros:

3,891,504: Proceso para la fabricacion de zeaxantina (24 de junio de 1975)

3,951,742: Produccion de zeaxantina (20 de abril de 1976)

3,951,743: Produccion de zeaxantina (20 de abril de 1976)

4,952,716: Compuestos de etinil ciclohexano (28 de agosto de 1990)

5,227,507: Compuestos de etinil ciclohexano y procesos para la fabriacion de los mismos (13 de julio de 1993)
5,308,759: Fabricacion de zeaxantina y composiciones que contienen zeaxantina (3 de mayo de 1994)

5,427,783 Fabricacidon de composiciones que contienen zeaxantina producida a partir de flavobacterium multivorum (27
de junio de 1995)

5,648,564: Proceso para formacién, aislamiento y purificacion de cristales de xantofila comestibles a partir de plantas
(15 de julio de 1997)

6,784,351: Caléndulas Tagetes erecta con composiciones de carotenoides alterados y proporciones (31 de agosto de
2004)

6,191,293: Concentrados de éster de trans-xantofila de pureza incrementada y métodos de fabricacion de los mismos
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(20 d efebrero de, 2001)
7,150,890: Proceso para la purificacion de xantofilas de caléndula (19 de diciembre de 2006)

7,173,145: Proceso para la extraccion y purificacion de luteina, zeaxantina y carotenoides raros de las flores y plantas
de caléndula (6 de febrero de 2007)
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de bacteria aislada de Olleya marilimosa con Numero de acceso de Depésito CCTCC M2010201 para la
produccion de zeaxantina.

2. Un método para preparar una composicion que comprende zeaxantina microbiana a partir de bacterias marinas de
Olleya marilimosa con NUumero de Acceso de Depdsito CCTCC M2010201, que comprende:

(a) cultivo de las bacterias marinas Olleya marilimosa con Numero de Acceso CCTCC M2010201 en un medio de cultivo
liquido para formar pigmentos que comprenden la zeaxantina;

(b) separacion de los pigmentos contenidos en la masa celular de las bacterias marinas a partir del medio de cultivo
liquido y recoleccién de la masa celular para obtener la composicién.

3. El método de la reivindicacion 2, que comprende ademas las siguientes etapas:

(d) pulverizacién de la masa celular de las bacterias marinas;

(e) digestion de los restos de células y la disolucion de los pigmentos mediante el uso de un solvente; y
(f) eliminacién del solvente para obtener zeaxantina.

4. El método de la reivindicacién 3, en donde el solvente es acetona, metanol, etanol, acetato de etilo, alcohol
isopropilico o ciclohexano.

5. El método de la reivindicacion 3 o 4, en donde la zeaxantina obtenida de la etapa (f) tiene al menos 90%,
preferiblemente 95%, mas preferido 97% de pureza (% de area por HPLC).
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