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TITULO
COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA PRODUCIDOS POR
BIFIDOBACTERIUM SPP.

SECTOR DE LA TECNICA

Esta patente pertenece al sector de la técnica de la Industria
Agroalimentaria y Farmacéutica. Mas concretamente, esta invencién se
enmarca dentro de las tecnologias de control y conservaciéon de cultivos y
productos agroalimentarios destinados a alimentacion humana o animal por
métodos biologicos, a través del uso de microorganismos con actividad
antimicrobiana y de sus metabolitos, y del campo de la alimentacién funcional

(probiéticos).

ESTADO DE LA TECNICA

Los hongos y levaduras son microorganismos responsables de la alteracion
de un gran numero de productos destinados a alimentacién humana (cereales,
vinos, encurtidos, zumos y derivados de frutas, derivados lacteos, etc) y animal
(Legan, 1993. Mould spoilage of bread: the problem and some solutions. Int.
Biodeterior. Biodegrad. 32: 33-53.Loureiro et al., 2003. Spoilage yeast in the
wine industry. Int. J. Food Microbiol. 86: 23-5.). Esta contaminacién puede
surgir en los primeros estadios de la producciéon en campo, con la consiguiente
alteracién y contaminaciéon de granos y frutos, y es causa de grandes pérdidas
econdémicas en diversos sectores industriales (Llorens ef al., 2004. Influence of
environmental factors on the biosynthesis of type B trichothecenes by isolates
of Fusarium spp. from Spanish crops. Int. J. Food Protec. 94: 43-54).

Entre las especies de hongos que se desarrollan en los cultivos y productos
agroalimentarios se encuentran ademas importantes productores de
metabolitos secundarios téxicos, como las micotoxinas. Estos metabolitos
suponen un riesgo importante para la salud por sus propiedades nefrotéxicas,
hapatotoxicas, neurotéxincas, teratogénicas, estrogénicas y cancerigenas. Los

principales hongos productores de micotoxinas pertenecen a los géneros
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Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Alternaria y las principales toxinas que
producen son las aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona,
fumonisinas, fusaricinas, moniliformina, patulina, acido ciclopiazénico y

alternariol, entre otras.

Algunos hongos y levaduras también son responsables de infecciones y se
consideran patégenos o patdgenos oportunistas (Candida spp., Cryptococcus
spp., Rhodotorula spp., etc.). Las especies de Candida son unas de las
principales responsables de infecciones (candidiasis) de diversos tipos
(intestinales, vaginales, urogenitales, orales, cutaneas, etc). La candidiasis es
frecuentemente producida por C. albicans aunque puede ser debida a otras

especies como C. tropicalis y C. parapsilosis.

Los mecanismos aplicados actualmente para evitar el desarrollo de hongos
y levaduras no deseables en cultivos y productos destinados a alimentacion
humana y animal incluyen tratamientos fisicos, quimicos y biolégicos. En este
ambito, las técnicas de conservacion por métodos biolégicos, mediante el uso
de microorganismos productores de compuestos antifingicos o de sus
metabolitos son unas de las mas atractivas (Stiles, 1996. Biopreservation by
lactic acid bacteria. Anton. Leeuw. 70: 331-345). En las ultimas décadas, el uso
de bacterias lacticas y sus metabolitos como conservantes biolégicos ha
despertado un gran interés en la industria alimentaria ya que los integrantes de
este grupo microbiano se consideran, en su mayor parte, seguros (GRAS). No
obstante, la mayor parte de estudios y aplicaciones se basan exclusivamente
en su actividad antibacteriana (Riley ef al., 2002. Bacteriocins: Evolution,
Ecology, and Application. Ann. Rev. Microbiol. 56:117-137). La sintesis de
metabolitos con actividad antifingica sé6lo se ha atribuido a un nimero limitado
de cepas de los géneros Lactobacillusy Propionibacterium (Corsetti et al.,
1998. Antimould activity of sourdough lactic acid bacteria: identification of a
mixture of organic acids produced by Lactobacillus sanfrancisco CB1. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 50:253-256; Lavermicocca et al., 2000. Purification and
characterization of novel antifungal compounds from the sourdough
Lactobacillus plantarum strain 21B. Appl. Environ. Microbiol. 66: 4048-4090;
Magnusson et al., 2001. Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis strain
Si3 produces a broad-spectrum proteinaceous antifungal compound. Appl.
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Environ. Microbiol. 67: 1-5; Sjogren et al., 2003. Antifungal 3-Hydroxy Fatty
Acids from Lactobacillus plantarum MILAB 14. Appl. Environ. Microbiol. 69:
7554-7557; Schwenninger et al., 2004. A mixed culture of Propionibacterium
jensenii and Lactobacillus subsp. paracasei inhibits food spoilage yeast. Syst.
Appl. Microbiol. 27: 229-237). En cuanto a las aplicaciones desarrolladas en el
campo de la conservacion de alimentos y otros materiales propensos a sufrir
alteraciones por desarrollo de hongos y levaduras se pueden citar: un cultivo de
Lactobacillus casei var. rhamnosus productor de una sustancia antifungica
(King et al., 1999. Method for inhibiting fungi. US Patent Number 4,956,177),
un co-cultivo de Lactobacillus caseisubsp. rhamnosus y Propionibacterium
freudenreichii susp. shermanii (BioProfit; Valio Ltd. Helsinki, Finlandia; Wiesby,
GMBH&Co., Niebul, Alemania) y una mezcla de Propionibacterium jensenii y
Lactobacillus con actividad antifingica y antibacteriana (Miescher
Schwenninger et al., 2003. Mixtures of Propionibacterium jensenii and
Lactobacillus sp. with antimicrobial activities for use as a natural preservation
system. EP 1 308 506 A1). En el campo clinico, con fines terapéuticos o
profilacticos, se han patentado diversas combinaciones de cepas de bacterias
lacticas activas frente a Candida para infecciones gastrointestinales, dérmicas,
orales, vaginales y urogenitales (Tetsuo et al. 1997. Therapeutic agent for
dermatophathy having antifungal action, JP9263539; Dohnalek et al. 1999.
Composition of treatment of candidiasis WO 99/17788; Khaziev et al., 2002.
Medical preparation for prophylaxis and treatment of urogenital infections,
RU2185842).

Los compuestos antifungicos producidos por bacterias lacticas e
identificados hasta la fecha se dividen en dos grandes grupos: (i) compuestos
de bajo peso molecular (menores de 1000 Da) entre los que se incluyen los
acidos acético, benzoico, fenil-lactico, 4-hidroxi-fenil lactico y capréico,
metilidantoina, mevanololactona vy ciclo-glicilleucina; y (ii) proteinas
antimicrobianas (mayores de 1000 Da) similares a las bacteriocinas. Estos
compuestos proteicos se han identificado, tan sélo, en Lactobacillus spp. y se
denominan “bacteriocin-like compounds”, ya que no encajan con los criterios
que definen las bacteriocinas porque tienen un espectro de accién mas amplio

(Okkers et al. 1999. Characterization of pentocin TV35b, a bacteriocin-like



10

15

20

25

30

WO 2006/070041 PCT/ES2005/070174

4
peptide isolated from Lactobacillus pentosus with fungistatic effect on Candida
albicans. J. Appl. Microbiol. 87: 726-734; Magnusson ef al., 2001. Lactobacillus
coryniformis subsp. coryniformis strain Si3 produces a broad-spectrum
proteinaceous antifungal compound. Appl. Environ. Microbiol. 67: 1-5;
Atanassova et al., 2003. Isolation and partial biochemical characterization of a
proteinaceous anti-bacteria and anti-yeast compound produced by Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei strain M3. Int. J. Food Microbiol. 87: 63-73). No
obstante, los compuestos proteicos con actividad antifingica identificados hasta
ahora tienen actividad destacada sélo frente a levaduras o sélo frente a hongos,
sin que se hayan descrito cepas ni compuestos con actividad inhibitoria
importante frente a los dos grupos de microorganismos simultaneamente.

Los microorganismos del género Bifidobacterium son habitantes naturales
de tracto intestinal del hombre y animales. Se incluyen habitualmente dentro
del grupo de bacterias lacticas, definido fisiolégicamente por su capacidad para
producir acido lactico como uno de los principales metabolitos resultantes de la
fermentacion de carbohidratos, aunque filogenéticamente se incluyen dentro de
la clase Actinobacteria (O'Riordan, et al. 1997. Determination of genetic
diversity within the genus Bifidobacterium and estimation of chromosomal size.
FEMS Microbiol. Lett. 156: 259-264). Actualmente, las cepas de este género
constituyen uno de los grupos mas importantes de probidticos por sus
reconocidos efectos beneficiosos sobre la salud y se incluyen en la elaboracién
de un nimero cada vez mas amplio de alimentos (leches fermentadas, quesos,
formulaciones infantiles, etc.) y preparaciones farmacéuticas. Este género se
considera, por ejemplo, esencial en el mantenimiento del equilibrio del
ecosistema intestinal y el desplazamiento de microorganismos potencialmente
perjudiciales, por lo que se le atribuye una importante funcién protectora. A
cepas de este género se les ha atribuido efectos beneficiosos en el tratamiento
de la diarrea del viajero, las infecciones por rotavirus, la diarrea asociada al uso
de antibidticos y las infecciones intestinales y extraintestinales causadas por
Candida spp. (Dohnalek et al., 1999. Composition of treatment of candidiasis.
WO 99/17788; Levchenko, et al. 2001. Strain bifidobacterium breve 79-88 used
for preparing curative-prophylactic fermented-milk, nonfermented-milk food-

stuffs, biologically active supplements and bacterial preparations. RU2176270;
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Neeser, et al. 2001. New bifidobacteria preventing diarrhea caused by
pathogenic bacteria. WO 01/11015 A1; McNaught, et al. 2001. Probiotics in
clinical practice: a critical review of the evidence. Nutr. Res. 21: 343-353). No
obstante, los efectos antagénicos de las bifidobacterias frente a la flora
competitiva se han atribuido a la competicidon por sitios de adhesion, a sus
propiedades inmunomoduladoras y a la producciéon de acidos organicos, sin
que existan evidencias claras de la implicacién de compuestos antimicrobianos
de naturaleza proteica (Asahara, et al. 2001. Increased resistance of mince to
Salmonella enterica serovar Thyphimurium infection by symbiotic administration of
Bifidobacteria and transgalactosylated oligosaccharides. J. Appl. Microbiol. 91:
985-996; Bruno, et al. 2002. Inhibition of pathogenic and putrefactive
microorganisms by Bifidobacterium sp. Milchwissenschaft 57: 617-62). Tan sélo
se ha demostrado que algunas bifidobacterias aisladas de heces de nifios
producen péptidos antimicrobianos activos frente a Listeria monocytogenes y
sélo se ha purificado una bacteriocina (Bifidocina B) de B. bifidum NCFB 1454,
que posee un espectro de inhibiciéon restringido a bacterias Gram-positivas
(Yildirim, et al. 1998. Characterization and antimicrobial spectrum of Bifidocin B,
a bacteriocin produced by Bifidobacterium bifidum NCFB 1454. J. Food Prot.
61: 47-51; Yildirim, et al. 1999. Purification, amino acid sequence and mode of
action of Bifidocin B produced by Bifidobacterium bifidum NCFB 1454. J. Appl.
Microbiol. 86: 45-54. Touré, et al. 2003. Production of antibacterial substances
by bifidobacterial isolates from infant stool active against Listeria
monocytogenes. J. Appl. Microbiol. 95: 1058-1069).

La presente invenciéon aporta compuestos celulares y metabdlicos con
actividad antifangica de cepas del género Bifidobacterium. Los compuestos
resultantes del metabolismo de cepas del género Bifidobacterium, aportados en
forma de extractos, contienen compuestos proteicos y no proteicos con
actividad antifangica y, por consiguiente, amplia las aplicaciones de este grupo
microbiano en el campo de la conservacidén de productos destinados a
alimentacion humana y animal y en el area clinica y fitosanitaria. Estas
bacterias son productoras de metabolitos proteicos con amplio espectro de
actividad antifungica (activos frente a levaduras y hongos). Otra ventaja de la

presente invencion es la resistencia de las cepas productoras a las condiciones
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de estrés gastrointestinal y tecnolégico que aseguran su viabilidad y
estabilidad. Ademas, las cepas son capaces de producir los compuestos
antifingicos en condiciones intestinales y en alimentos lo que garantiza su
funcionalidad y aplicaciones relacionadas con el sector agroalimentario y

clinico.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Descripcion breve

En la presente invencién se ha detectado actividad antifingica en el género
Bifidobacterium. Las cepas pertenecientes a este género son productoras de
compuestos de naturaleza proteica con caracteristicas similares a las
bacteriocinas pero con un espectro de acciéon que no coincide con los criterios
que las definen, ya que son activos frente a hongos y levaduras. Ademas, las
cepas producen otros compuestos estructurales y compuestos metabdlicos no
proteicos, con actividad antifangica a pH acido, que actian de forma sinérgica
con los primeros incrementado su efectividad.

La presente invencién proporciona compuestos antifungicos derivados del
metabolismo de las bifidobacterias, en forma de extractos. Estos compuestos
antifangicos derivados del metabolismo de las bifidobacterias constituyen
objeto de la presente invencidn y son reivindicados en la presente invencion.

Los metabolitos son secretados al medio de cultivo durante el crecimiento
de las bifidobacterias y los extractos que los contienen se obtienen a partir de
los sobrenadantes libres de células de estos cultivos mediante liofilizacién. El
espectro de actividad incluye a hongos y levaduras responsables de
alteraciones en alimentos y de interés zoo- y fitosanitario por ser
potencialmente patégenos o capaces de sintetizar metabolitos téxicos
pertenecientes a los géneros: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Cryptococcus, Eurotium, Fusarium, Penicillium, Trichoderma, Brettanomyces,
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Dekkera, Hansenula, Hansenniaspora,
Kloeckera, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Torulaspora,
Zygossacharomyces, etc.

Los compuestos responsables de la actividad antifingica secretados a los
medios de cultivo por las bifidobacterias y activos en los extractos neutralizados



10

15

20

25

30

WO 2006/070041 PCT/ES2005/070174

7

ensayados son sustancias de naturaleza proteica y poseen caracteristicas
bioquimicas similares a las de las bacteriocinas de bacterias lacticas, pero no
cumplen los criterios de su definicién ya que inhiben a hongos y levaduras. Los
compuestos responsables de la actividad antifingica secretados a los medios
de cultivo por las bifidobacterias y presentes en los extractos no neutralizados y
activos a pH acido incluyen también compuestos de distinta naturaleza, que
potencian el efecto de las proteinas antifungicas.

Los compuestos celulares y metabdlicos de estas bacterias con actividad
antifingica, asi como su uso como agentes antifangicos frente a hongos y
levaduras de interés zoo- y fitosanitario y alterantes de alimentos, estan
reivindicados en la presente invencién.

Puesto que las cepas del género Bifidobacterium sintetizaron compuestos
con actividad antifangica de amplio espectro, en las condiciones a las que
estan expuestas en el tracto intestinal, pueden actuar como probidticos con
funcién protectora a este nivel y ser utilizados con fines médicos. El uso de las
cepas de la presente invencién como probidticos es otro objeto de la presente
invencion.

Las bifidobacterias crecen y se mantienen viables en diversos alimentos
constituyendo, por tanto, vehiculos idéneos para su aporte.

Ademas, en alimentos como las leches fermentadas y no fermentadas se
comprobé la capacidad de las bifidobacterias para secretar compuestos
antifangicos al medio de cultivo durante su crecimiento. Las cepas del género
Bifidobacterium, asi como sus metabolitos adicionados en forma de extractos,
actuan como inhibidores del desarrollo de hongos y levaduras en alimentos. Es
decir, actuan como cultivos bioprotectores en alimentos como la leche. El uso
de estas cepas como agentes bioprotectores en productos agroalimentarios

constituye otro objeto de la presente invencion.

Descripcion detallada
La presente invencion proporciona componentes celulares y metabolitos
antifingicos de cepas del género Bifidobacterium. Los metabolitos son

secretados al medio de cultivo durante el crecimiento de las bifidobacterias y
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los extractos que los contienen se obtienen a partir de los sobrenadantes de
estos cultivos mediante liofilizacion.

Las bacterias utiles en esta invenciéon incluyen representantes del
género Bifidobacterium de origen humano y animal, por ejemplo, cepas de las
especies Bifidobacterium longum, B. infantis, B. catenulatum, B.
pseudocatenulatum B. bifidum, B. breve, B. adolescentis, B. animalis-B. lactis y
B. globosum.

La actividad antimicrobiana se detecta en presencia de células y en los
extractos, neutralizados (en los que se elimina el efecto de los acidos
organicos) y sin neutralizar (en los que el efecto de los acidos organicos se
suma al de los compuestos proteicos). El espectro de actividad incluye a
hongos y levaduras de interés zoo- y fitosanitario y responsables de
alteraciones en alimentos pertenecientes a los géneros Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Cryptococcus, Eurotium, Fusarium, Penicillium , Trichoderma,
Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, = Debaryomyces,  Dekkera,
Hansenniaspora, Hansenula, Kloeckera, Kluyveromyces, Pichia,
Rhodotorula, Torulaspora, etc.

La actividad antifingica global (de componentes celulares y productos
metabdlicos) de las cepas del género Bifidobacterium fue detectada por la
técnica de la doble capa frente a representantes de un amplio numero de
géneros de levaduras y hongos citados con anterioridad (Ejemplo 1; Figuras 1y
2). El espectro de inhibicion fue amplio en todos los casos, pero observandose
diferencias entre cepas, respecto a su intensidad (halos de inhibicién entre 0 y
30 mm) y espectro de acciéon. La deteccion de actividad antifungica debida
exclusivamente a la secrecion de compuestos de naturaleza proteica, se realizd
mediante ensayos de inhibicién de los extractos neutralizados obtenidos a
partir de los cultivos de las bifidobacterias frente diversos microorganismos
indicadores mediante la técnica de difusion en agar. Mediante la misma
técnica, pero utilizando extractos sin neutralizar, se detecté simultaneamente la
actividad de otros compuestos, como los acidos organicos, activos a pH acido.
De acuerdo con los resultados obtenidos por los dos procedimientos las cepas
mas activas fueron Bifidobacterium BIR-0307, BIR-0324 y BIR-0326,
pertenecientes a las especies B. longum infantis, B. catenulatumy B. bifidum,
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respectivamente. Estas cepas han sido reivindicadas en la patente titulada:
“Extractos proteicos con amplio espectro de actividad antibacteriana y cepas
del género Bifidobacterium que los producen” cuyo titular es Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas y sus autores Collado, M.C. y Sanz, Y. que se
presenta en la misma fecha que la presente solicitud. La mayoria de las
hongos, incluyendo importantes productores de micotoxinas (Alternaria
alternata, Aspergillus parasiticus, Fusarium spp. y Penicillium expansum), y de
levaduras fueron inhibidos por las bifidobacterias, salvo Saccharomyces
cerevisiae. Esta excepcion confiere una gran ventaja a las bifidobacterias en su
aplicacién como cultivos bioprotectores en productos en los que se utilice la
especie S. cerevisiae como cultivo iniciador, ya que su adicibn no
comprometeria el éxito del proceso de fermentacion.

Los compuestos metabdlicos producidos por las bifidobacterias vy
responsables de la actividad antifingica son sustancias de naturaleza proteica
y no proteica, cuya produccién o liberacion al medio aumenta cuando se utiliza
como medio de cultivo caldo MRS, conteniendo una concentracién 4 mM de
cisteina y un 1% de glicerol.

La naturaleza proteica de algunos de los compuestos responsables de la
actividad antifingica se confirma por la destruccion de la misma tras el
tratamiento de extractos neutralizados con todas las proteinasas ensayadas.

La existencia de compuestos inhibidores de naturaleza no proteica, activos
a pH acido, se confirma porque parte de la actividad antifingica se retiene en
extractos no neutralizados tratados con proteasas.

Los compuestos proteicos responsables de la inhibicion son termoestables
manteniendo su actividad tras su incubacién a 100 °C durante al menos 1 min.
También son estables y activos en un amplio intervalo de pH (3-10). Por tanto,
su actividad es compatible con las condiciones propias del tracto
gastrointestinal y con las de un amplio nUmero de procesos tecnolégicos
(fermentacion y maduracion de productos lacteos, camicos, etc.).

La masa molecular aparente de los compuestos antifungicos es menor de
100 kDa, determinada por ultrafiltracion.

Por tanto, los compuestos proteicos responsables de la actividad

antimicrobiana poseen caracteristicas bioquimicas similares a las de las
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bacteriocinas de bacterias lacticas, pero no cumplen los criterios de su
definicién ya que poseen actividad antifingica de amplio espectro, incluyendo
levaduras y hongos. Asi, la actividad antifungica de los extractos frente a
hongos y levaduras se destruye tras su tratamiento con diversas proteasas
(tripsina, pepsina y proteinasa K). El hecho de que el espectro de inhibicion
incluya hongos y levaduras es una caracteristica inusual en las bacteriocinas
convencionales de bacterias Gram-positivas y en las similares (“bacteriocin-
like”) con actividad antifangica identificadas hasta ahora sélo en Lactobacillus
spp., confiriendo a este género y sus metabolitos grandes ventajas como
probidticos, bioprotectores, conservantes biolégicos y productos fitosanitarios
biolégicos.

Las cepas del género Bifidobacterium sintetizaron compuestos con actividad
antibacteriana de amplio espectro, frente a hongos y levaduras, en las
condiciones a las que estan expuestas en el tracto intestinal, presencia de
sales biliares (0,5-5,0 %) y pancreatina (0,1-3,0 g/l) por lo que pueden actuar
como probidticos con funcién protectora a este nivel y ser utilizados con fines
médicos.

Se determiné el posible uso de alimentos como la leche y medios basados
en leche como sustrato para el crecimiento de las bifidobacterias y vehiculos
para su aporte en forma de células viables. En leche, todas las bifidobacterias
seleccionadas e inoculadas al 1% fueron capaces de crecer, alcanzando
niveles de 107-10° UFC/ml, tras periodos de incubacién de entre 24 y 48 h. El
pH de la leche se redujo de valores iniciales de 6,4 a valores entre 4,0y 5,2y
se observd cierto grado de coagulacion, especialmente importante en las
muestras inoculadas con la cepa Bifidobacterium BIR-0324 y su aroma fue el
tipico del yogur. En L-EL-G, todas las bifidobacterias seleccionadas fueron
capaces de crecer, y el aumento en el numero de viables fue ligeramente
superior (entre 1 y 0,5 unidades logaritmicas) al obtenido en L. El grado de
acidificaciéon alcanzado también fue mayor, obteniéndose valores finales de pH
entre 3,0 y 4,6. Se observé también un mayor grado de coagulacién y, este fue
especialmente importante, en las muestras inoculadas con las cepas
Bifidobacterium BIR -0312, BIR-0324 y BIR-0326 y su aroma fue el tipico de
leches fermentadas azucaradas.
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Las bifidobacterias fueron capaces de sintetizar compuestos con actividad
antifungica en alimentos como la leche y medios basados en leche. La
capacidad para secretar compuestos antimicrobianos al medio de cultivo
durante su crecimiento en estos medios se verific6 mediante ensayos de
inhibicién por la técnica de la doble capa (ver Figura 2.B2) y por la técnica de
difusién en agar mediante el andlisis de la actividad de sus extractos.

Por lo tanto, las cepas del género Bifidobacterium crecen y se mantienen
viables en diversos alimentos constituyendo, por consiguiente, vehiculos
idéneos para su aporte. Las leches fermentadas y no fermentadas, constituyen
ejemplos de alimentos que sirven de soporte para el mantenimiento de su
viabilidad; ademas, se encuentran entre los productos mas adecuados para la
administracion de cepas probidticas, debido a que la leche y sus derivados son
integrantes habituales de la dieta en paises desarrollados, tienen alto valor
nutritivo, son faciles de digerir y gozan de gran aceptacién en los diversos
grupos de poblacion.

Las cepas del género Bifidobacterium pueden fermentar y coagular
alimentos como la leche; por tanto, pueden ser utilizadas para la elaboracion de
leches fermentadas y otros derivados lacteos.

Las cepas del género Bifidobacterium, asi como sus metabolitos
adicionados en forma de extractos, actian como inhibidores del desarrollo de
hongos y levaduras en productos agroalimentarios. Las bifidobacterias
actuaron, por ejemplo, como cultivos bioprotectores frente a levaduras en
leche, reduciendo la viabilidad por ejemplo de Candida parapsilosis y
Rhodotorula glutins, al menos, entre 1 y 3 unidades logaritmicas y en L-EL-G,
al menos, entre 2 y 3 unidades logaritmicas (Figura 3). Las bifidobacterias
seleccionadas actuaron como cultivos bioprotectores frente a hongos en leche
reduciendo la viabilidad por ejemplo de Penicillium spp., al menos, una unidad
logaritmica; y en L-EL-G, al menos, 2 unidades logaritmicas (Figura 3). Los
efectos protectores consecuencia directa de los metabolitos secretados por las
bifidobacterias, se confirmaron por adicién exclusiva a la leche contaminada de
sus extractos. La adicién de extractos no neutralizados, en los que se sumaria
los efectos de los acidos organicos y los de compuestos de naturaleza proteica,

y neutralizados produjeron una reduccion de los niveles de Penicillium spp. de
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al menos dos unidades logaritmicas (Figura 3). Por tanto, los compuestos de
naturaleza proteica en forma de extractos asi como los cultivos de las cepas
del género Bifidobacterium que los producen pueden actuar, en alimentos
como la leche, como bioprotectores inhibiendo el desarrollo de hongos y
levaduras (Ejemplo 3).

El uso de los mencionados compuestos como agentes antifingicos

frente a hongos y levaduras que constituyen un riesgo zoo- y fitosanitaro y que
son responsables de alteraciones en alimentos, esta reivindicado en la
presente invencion.
Otros usos de la presente invencién son el uso del extracto que contiene los
compuestos antifingicos frente a hongos y levaduras alterantes de alimentos y
de interés zoo- y fitosanitaro y en un caso particular como conservante y
fungicida bioldgico, y el uso del extracto como compuesto terapéutico frente a
hongos y levaduras.

El uso de estas cepas como agentes bioprotectores y fungicidas
biolégicos de productos agroalimentarios y como probidticos con fines médicos

(profilacticos o terapéuticos) constituye otro objeto de la presente invencion.

DESCRIPCIONES DE LAS FIGURAS

Figura 1. Representacion del espectro de actividad antifingica de cepas del
género Bifidobacterium mediante la técnica de la doble capa. El efecto inhibidor
frente a hongos y levaduras se determiné mediante medidas de los halos de
inhibicién y esta expresado en milimetros (mm)*. El signo (-) indica ausencia de
inhibicién.

Figura 2. Se muestra un ejemplo del grado de la inhibicién que ejercen algunas
cepas del género Bifidobacterium sobre el crecimiento de hongos y levaduras
mediante la técnica de la doble capa. A. Ejemplo de la inhibicion de
Bifidobacterium BIR -0307 y BIR-0326 crecidos en MRSC sobre Aspergillus
parasiticus. B. Ejemplo de la inhibicion de Bifidobacterium BIR-0326 crecido en
MRSC (B1) y en agar Leche (B2) sobre Candida parapsilosis.

Figura 3. Representacién del efecto inhibidor de algunas bifidobacterias sobre
Candida parapsilosis, Rhodotorula glutinis y Penicillium sp. en co-cultivos en

leche (L) y en leche conteniendo un 0,5 % de extracto de levadura y un 1% de
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glucosa (L-EL-G) y por adicién directa de los extractos, obtenidos a partir de
los sobrenadantes de los cultivos de las bifidobacterias, a cultivos de los

microorganismos contaminantes.

EJEMPLOS DE REALIZACION DE LA INVENCION

EJEMPLO 1. PROCEDIMIENTO DE DETECCION DE ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA EN BIFIDOBACTERIAS Y DE OBTENCION DE EXTRACTOS
CON DICHA ACTIVIDAD.

Deteccién de actividad antifungica en cultivos y extractos obtenidos a partir de
ellos y analisis del espectro de inhibicion.

La actividad antifingica de las cepas del género Bifidobacterium, se
determiné mediante dos métodos: (i) por la técnica de la doble capa y (ii) por la
técnica de difusion en agar.

La actividad antifingica de cada cepa, debida a componentes celulares y
metabdlicos, se evalué globalmente mediante la técnica de la doble capa
utilizando como microorganismos indicadores representantes de diversos
géneros de levaduras y hongos de interés sanitario y alterantes de alimentos,
como los que se muestran en la Figura 1. Las bifidobacterias potencialmente
activas se sembraron en placas de MRS, conteniendo un 0.05% de cisteina
(MRSC) en lineas de unos 2 cm y se incubaron en condiciones 6ptimas durante
16 h y su desarrollo posterior se inhibié con cloroformo. Las levaduras y hongos
indicadores se inocularon a una concentracién de 10*-10° células o esporas/ ml
en 10 ml de agar semisélido adecuado, se vertié sobre la capa de agar del
microorganismo protector y se incubé en condiciones O6ptimas para los
indicadores. Tras 24-72 h de incubacion se midieron los posibles halos de
inhibicion alrededor de las lineas del cultivo protector.

A fin de evaluar la actividad antifingica debida a la secreciéon de
compuestos de naturaleza proteica se utilizé la técnica de difusién en agar. 10
ml de caldo MRSC se inocularon al 1% con un cultivo de 24 h de cada
bifidobacteria y se incubaron durante 16 h a 37°C. Los sobrenadantes se
obtuvieron por centrifugacion (12.000 g, 15 min, 4°C) y se concentraron por
liofilizacién. Los liéfilos se resuspendieron en 1 ml de tampén fosfato 50 mM a

pH 6,5, se neutralizaron con NaOH hasta alcanzar un pH de 6,5 para eliminar
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los efectos de los acido organicos generados por fermentacién, y se
esterilizaron por filtracion. Estas muestras constituyeron los extractos crudos en
los que se determind la posible actividad de proteinas antibacterianas
producidas por las bifidobacterias. El microorganismo indicador se inoculé a
una concentracién de 10%-10° células o esporas/ml en 10 ml de agar semisélido
adecuado y se vertié sobre una capa sélida de agar del mismo medio. Tras
solidificar, se perforaron pocillos de 5 mm, a los que se afadieron 40 pl del
extracto neutralizado de cada bifidobacteria. Se dejé difundir 1 h a 4°C vy,
posteriormente, se incubdé en las condiciones Optimas para cada
microorganismo indicador. Como microorganismos indicadores, se utilizaron
varios hongos (Fusarium spp. y Penicillium sp.) y levaduras (Candida spp.).

En ambos casos, para el crecimiento de levaduras se utilizé6 agar extracto
de levadura (Scharlau, Barcelona) y se incub6 en aerobiosis a 30°C, excepto
en el caso de Cryptococcus albidus que se incubd a 26 °C. Para el crecimiento
de hongos se utilizé6 agar Extracto de Malta (Scharlau, Barcelona) y se incubé

en aerobiosis a 26 °C.

Caracterizacion de los compuestos responsables de la actividad antifungica

La caracterizaciéon de los compuestos metabdlicos responsables de la actividad
antifungica de los extractos neutralizados y no neutralizados, obtenidos por el
procedimiento descrito en el apartado anterior, se realiz6 mediante los
siguientes ensayos:

(i) Sensibilidad a diversos enzimas proteoliticos (tripsina, proteinasa Ky
pepsina, suministrados por Sigma (St. Louis, MO). Los extractos se
incubaron en presencia de 2 mg/ml de cada enzima y fueron
incubados en condiciones éptimas de actuacién para cada una de
ellas, durante 2 h. Tras cada tratamiento se determind la actividad
residual utilizando como control los extractos incubados en ausencia
de enzimas.

(i)  Estabilidad a la temperatura y pH. Los extractos se incubaron a
distintas temperaturas (80 y 100 °C) durante 10-30 min y a distintos
pH (3-10), durante 1 h. Tras cada tratamiento se determiné la

actividad residual utilizando controles no tratados.
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(iii)  Masa molecular aparente. Se determiné mediante el uso de sistemas
de filtracién-centrifugacion (Millipore, Bedford, Mass) con membranas
de limites de exclusion entre 3 y 100 kDa. Los extractos se
fraccionaron de forma progresiva con filtros de distinto limite de
exclusiéon y se determindé en que fracciones (retenido y filtrado) se
concentraba la actividad.

Como microorganismos indicadores se utilizaron levaduras (Candida spp.)

y hongos (Fusarium spp. y Penicillium spp.).

EJEMPLO 2. FUNCION BIOPROTECTORA DE LAS CEPAS DEL GENERO
BIFIDOBACTERIUM Y DE SUS EXTRACTOS EN ALIMENTOS.

Se utilizé leche descremada al 10% como modelo de un alimento en el
que las cepas seleccionadas podrian desempefiar una funciéon bioprotectora
frente a levaduras y hongos alterantes o de riesgo para la salud. La leche,
previamente esterilizada, se inoculé con las bifidobacterias bioprotectoras, de
modo que alcanzaran niveles de 10’ UFC/ml, y se contaminaron con cultivos
de Caéndida parapsilosis, Rhodotorula glutinis, y Penicillium sp. de modo que
alcanzaran niveles finales de 10*-10° UFC/ml, y se incubaron a 37 °C, durante
24-48 h. Paralelamente, se analizaron controles en los que sélo se inoculd el
hongo o levadura contaminante. A distintos tiempos se tomaron alicuotas y se
evalué comparativamente la viabilidad de los microorganismos contaminantes
en presencia o ausencia de la bifidobacteria bioprotectora. Los recuentos de
levaduras y hongos se realizaron en agar Rosa de Bengala (Scharlau,
Barcelona, Espafia) incubando en aerobiosis a 30°C, durante 48-72 h.

A fin de estudiar el efecto bioprotector de los compuestos
antimicrobianos secretados al medio por las bifidobacterias durante su
crecimiento en medios que constituyen modelos de alimentos como L y L-EL-G,
0,2 volimenes de los extractos correspondientes, neutralizados y sin
neutralizar, se adicionaron a la leche previamente inoculada con el
microorganismo contaminante (Penicillium sp. 10* UFC/ml). Se incubé a 37 °C
durante 48 h y se analizé la viabilidad a distintos tiempos mediante recuentos
en placa. Paralelamente, se analizaron controles en los que se inoculé la

bacteria contaminante y un volumen equivalente de medio no fermentado.
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REIVINDICACIONES
1. Compuestos con actividad antifungica caracterizados porque:

a) estan producidos por el género Bifidobacterium,

b) son componentes celulares y metabdlicos de las bifidobacterias

c) los componentes metabdlicos son secretados al medio y
obtenidos en forma de extractos.

d) los componentes metabdlicos son de naturaleza proteica y no
proteica

2. Compuestos con actividad antifingica segun las reivindicacion 1
caracterizados porque los compuestos proteicos:

a) tienen una masa molecular aparente menor de 100 kDa

b) son termoestables

c) presentan estabilidad y actividad en un intervalo de pH de 3-10
d) son sensibles a enzimas proteoliticas

3. Compuestos con actividad antifingica segun la reivindicacién 1
caracterizados porque los compuestos no proteicos son activos a pH
acido.

4. Compuestos con actividad antifingica segun las reivindicaciones de la 1
a la 3 caracterizados porque son producidos por cepas de, entre otras,
las especies, Bifidobacterium longum, B. infantis, B. catenulatum, B.
pseudocatenulatum B. bifidum, B. breve, B. adolescentis, B.
animalis/lactis y B. globosum.

5. Compuestos con actividad antifangica segun las reivindicaciones de la 1
a la 4 caracterizados porque estan producidos por las cepas
Bifidobacterium BIR-0304, BIR-0307, BIR-0312, BIR-0324, BIR-0326 y
BIR-0349.

6. Uso de los compuestos segun las reivindicaciones de la 1 a la 5 como
agentes antifangicos frente a hongos y levaduras alterantes y de interés
fito- y zoosanitario.

7. Uso de los compuestos segun la reivindicacion 6 como conservante
biolégico o fungicida en productos agroalimentarios frente a hongos y

levaduras alterantes y patégenos de vegetales y animales.
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8. Uso de los compuestos segun la reivindicacion 6 como agente
terapéutico frente a hongos y levaduras.
9. Uso del extracto que contiene los compuestos de las reivindicaciones de
la 1 a la 5 frente a hongos y levaduras alterantes y de interés fito-y
5 zoosanitario.
10.Uso del extracto segun la reivindicacion 9 como conservante bioldgico o
fungicida en productos agroalimentarios frente a hongos y levaduras
alterantes y patégenos de vegetales y animales.
11.Uso del extracto segun la reivindicacién 9 como compuesto terapéutico
10 frente a hongos y levaduras.
12.Uso de los microorganismos productores de los compuestos activos
frente a hongos y levaduras de las reivindicaciones de la 1 a la 5 como
agentes antifangicos frente a hongos y levaduras alterantes y de interés
fito- y zoosanitario.
15 13.Uso de los microorganismos productores de los compuestos segun la
reivindicacion 12 como conservantes biolégicos y fungicidas en
productos agroalimentarios frente a hongos y levaduras alterantes y
patégenos de vegetales y animales.
14.Uso de los microorganismos productores de los compuestos segun la
20 reivindicacién 12 como probiéticos frente a hongos y levaduras con fines
médicos (profilacticos o terapéuticos).
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FIGURA 1
. Espectro de inhibiciéon (mm)* de las cepas Bifidobacterium
Indicador
Hongos BIR-0304 BIR-0307 BIR-0312 BIR-0324 BIR-0326 BIR-0349
Alternaria alternata 11 3 B 20 5 B
, s 11 12 15 15 20 13

Aspergillus parasiticus
Cladosp. 10 12 20 22 20 20
cladosporoides
Fusarium 12 25 20 14 15 16
graminearum
Fusarium 16 24 20 18 25 20
sporoftrichioides
Penicillium expansum 5 15 20 " 13 12
Penicillium sp. 15 15 18 20 19 15
Trichoderma koningii 14 2 12 10 12 9
Levaduras
Candida albicans 5 - 10 6 11 -
Candida parapsilosis 15 7 8 18 15 12
Cryptococcus albidus 23 10 22 22 20 15
Debaryomyces 20 10 18 13 20 6
Dekkera bruxellensis 11 4 12 10 13 4
Hansenias. 7 4 10 10 11 -
Kloeckera apliculata 14 - 20 16 12 15
Kluyveromyces lactis 17 - 10 11 11 14
Pichia guilliermondii 10 - 15 9 10 -
Rhodotorula glutinis 24 16 28 28 24 30

Saccharomyces - - - 4 - -
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FIGURA 3
Alimento modelo Viabilidad del
microorganismo
contaminante (UFC/ml)
Tiempo de Incubacién (h)
Leche inoculada Oh 24 48 h

C. parapsilosis 1,0x10° 1,1 X10§ }

C. parapsilosis+Bifidobacterium BIR-0326 10x10°  9,0x10*

R. glutinis 3,3x10*  24x10° 1,9 x10°

R. glutinis+Bifidobacterium BIR-0324 33x10*  1.4x10* <102

Penicillium sp. 1,0x10*  1,0x10*  1,5x10*

Penicillium sp.+ Bifidobacterium BIR-0324 1,0x10*  30x10°  1,0x10°

Penicillium sp.+ extracto LELG sin fermentar 10x10°  6,0x10°  2,0x10°
Penicillium sp.+extracto LELG sin neutralizar de

Bifidobacterium BIR-0324 1,0x10*  2,0x10°  6,0x10°
Penicillium sp.+extracto LELG neutralizado de

Bifidobacterium BIR-0324 1,0x10*  3,0x10°  3,0x103
Leche-Extracto Levadura-Glucosa (LELG)

inoculada

C. parapsilosis 1,9x10°  1,6x10°  1,0x107

C. parapsilosis+Bifidobacterium BIR-0326 19x10° 49x10*  1,1x10°

R. glutinis 3,3x10*  2,2x10° 1,6 x10°

Penicillium sp. 10x10*  1,0x10* 1.2 x10*

Penicillium sp.+ Bifidobacterium BIR-0324 1,0x10* <102 <102
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