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DESCRIPCION

Composicion cosmeética, farmacéutica o alimentaria que comprende un extracto de Arthrobacter agilis rico en
carotenoides

Campo de la invencion

La presente solicitud describe un extracto de Arthrobacter agilis, y mas exactamente, un extracto rico en carotenoides,
para su uso concretamente en cosmética.

Mas exactamente, se refiere a la demostracion de la proteccion de las proteinas de dicho extracto, contra los radicales
libres de oxigeno (ROS) y las radiaciones luminicas (UV y visible), que permite combatir el deterioro de las células, en
particular las de la piel, provocado por agresiones externas. Dicho extracto, en combinacién con la vitamina E o con
uno de sus derivados utilizados como antioxidantes, permite por tanto combatir el estrés oxidativo y, concretamente,
el envejecimiento celular.

Estado de la técnica

En los organismos aerobios y, concretamente, en seres humanos, el oxigeno es necesario para la supervivencia, pero
también es responsable del dafio oxidativo relacionado con sus metabolitos reactivos. De este modo, el término ROS
(siglas del inglés reactive oxygen species, "especies reactivas del oxigeno") o ROM (siglas del inglés, reactive oxygen
metabolites, "metabolitos reactivos del oxigeno") se utiliza habitualmente para referirse a todos los radicales libres y
especies quimicas no radicales que intervienen en los procesos biolégicos oxidativos y cuyo exceso se considera
como la base de un numero creciente de procesos degenerativos y enfermedades. Mas exactamente, el término ROS
incluye el radical anidnico superéxido O2-, el radical hidroxilo OH, el oxigeno singulete 'O, y el perdxido de hidrégeno
H>0,, asi como los radicales alcoxi RO y los radicales peroxido ROO, que se forman a partir de moléculas organicas
en procesos oxidativos. La produccion de origen exdégeno de estos metabolitos depende esencialmente de
acontecimientos fisicos, tales como la irradiacion ultravioleta (UV) o los acontecimientos quimicos, tales como los
agentes xenobidticos. En cuanto a la produccion enddgena, esta esta esencialmente relacionada con la fuga de
electrones en la cadena respiratoria a nivel de las mitocondrias.

Independientemente de su procedimiento de formacion, estos metabolitos son peligrosos para el organismo debido a
su alta reactividad y su accién afecta a diversos componentes celulares, entre los que se encuentra una gran cantidad
de proteinas estructurales, enzimas, aminoacidos, ADN y ARN, glucidos, asi como lipidos y fosfolipidos.

Cabe sefalar que en el caso de la irradiaciéon UV, ademas de la generacidon de especies reactivas, también puede
haber dafios fisicos directos en los componentes celulares. De este modo, se sabe que los rayos UV inducen dimeros
de timina que pueden causar mutaciones, o incluso roturas de ADN.

En una situacion de produccion excesiva de metabolitos reactivos, el organismo se enfrenta a un proceso conocido
como "estrés oxidativo" ("oxidative stress" en inglés).

Para defenderse del dafio causado por estos metabolitos, el cuerpo ha desarrollado sistemas de defensa contra la
oxidacion para reducir la reactividad de estas sustancias, o incluso para neutralizarlas. Estos sistemas pueden ser de
naturaleza proteica, como la seroalbumina (HSA, siglas del inglés humam serum albumin), la superdxido dismutasa
(SOD), la catalasa, las peroxidasas o péptidos pequefios, o de naturaleza no proteica, tales como el ubiquinol, las
antocianinas, los flavonoides, las vitaminas liposolubles (por ejemplo, vitaminas A y E) y vitaminas hidrosolubles (por
ejemplo, vitamina C). Las células también tienen sistemas para reparar y degradar moléculas oxidadas.

De este modo, para combatir el estrés oxidativo, es recomendable adoptar una dieta rica en sustancias antioxidantes
naturales y tomar medicamentos o complementos alimentarios concretamente a base de vitaminas capaces de
neutralizar especies reactivas. En el campo de la cosmética, muchos productos llevan incorporados agentes
antioxidantes que permiten, concretamente, combatir el envejecimiento prematuro relacionado con el estrés oxidativo.

Por consiguiente, la busqueda de nuevas moléculas o de nuevos extractos que presenten actividad antioxidante, para
incorporarse concretamente en complementos alimentarios 0 en composiciones cosméticas, ha sido un desafio
importante durante muchos afos.

Descripcion de la invencion

La presente solicitud se refiere a la identificacion de un extracto obtenido de una bacteria extremofila, que presenta
una actividad antioxidante de interés. Ademas de un efecto directo sobre los radicales libres, la presente solicitud se
refiere a un efecto particular de dicho extracto sobre el dafio causado por los rayos UV o incluso por la luz visible, y
mas generalmente, a un efecto protector, incluso estabilizador sobre las proteinas, asi como a una sinergia con
antioxidantes conocidos.
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De este modo, la presente solicitud ilustra una composicion cosmética o farmacéutica que comprende un extracto de
la bacteria Arthrobacter agilis, més exactamente, un extracto que contiene carotenoides obtenidos de esta bacteria, y
un agente antioxidante seleccionado del grupo de la vitamina E o de uno de sus derivados.

El documento KR 2012/0068367 propone una composicion cosmética que comprende el sobrenadante del cultivo, rico
en exopolisacaridos, obtenido de la fermentacion a baja temperatura de microorganismos psicroéfilos, concretamente
Arthrobacter agilis.

El documento JP HO7 132096 describe un protocolo de preparacion de un carotenoide de tipo bacteriorruberina
obtenido de microorganismos de tipo Halobacterium.

En el documento de SAITO et al. (RADIATION PHYSICS AND CHEMISTRY, vol. 50, n.° 3, 1997, paginas 267-269),
se describe un estudio acerca del efecto de la bacteriorruberina extraida de Rubrobacter radiotolerans sobre la timina
expuesta a irradiaciéon de cobalto. Este estudio se refiere a un efecto protector de la bacteriorruberina sobre la timina
frente a los radicales OH.

Ya se dispone de composiciones cosméticas antienvejecimiento ("M.D. Formulated Age Antidote Day Cream", n.° de
registro 10194702 de la base de datos MINTEL y "Shining Star Eye Cream", n.° de registro 1305663 de la base de
datos MINTEL) o alimentarias ("Dietary Supplement", n.° de registro 1230777 de la base de datos MINTEL) que
comprenden una multitud de ingredientes que incluyen carotenoides de origen diferente o no identificado y vitamina E
o sus derivados.

Koch et al. (Int J Syst Bacteriol. 1995, 45 (4): 837-9) describieron la bacteria Arthrobacter agilis y pudo identificarse
facilmente, concretamente gracias a la secuencia de su ARN 16S, accesible en las bases de datos con el numero
X80748 y que corresponde a la siguiente secuencia SEQ ID NO: 1:

GATCCTGGCT CAGGATGAAC GCTGGCGGCG TGCTTAACAC ATGCAAGTCG

AACGATGAAC

CTCACTTGTG GGGGGATTAG TGGCGAACGG GTGAGTAACA CGTGAGTAAC CTGCCCTTGA

CTCTGGGATA AGCCTGGGAA ACCGGGTCTA ATACTGGATA CGACCTTCTG GCGCATGCCA

TGTTGGTGGA AAGCTTTTGT GGTTTTGGAT GGACTCGCGG CCTATCAGCT TGTTGGTGGG

GTAATGGCCT ACCAAGGCGA CGACGGGTAG CCGGCCTGAG AGGGTGACCG GCCACACTGG

GACTGAGACA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG CACAATGGGC

GCAAGCCTGA TGCAGCGACG CCGCGTGAGG GATGAAGGCC TTCGGGTTGT AAACCTCTTT

CAGTAGGGAA GAAGCCTGTC TTTTGGGTGG GTGACGGTAC CTGCAGAAGA AGCGCCGGCT

AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGGCGCAAG CGTTATCCGG AATTATTGGG

CGTAAAGAGC TCGTAGGCGG TTTGTCGCGT CTGCCGTGAA AGTCCGGGGC TTAACTCCGG
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ATCTGCGGTG GGTACGGGCA GACTAGAGTG CAGTAGGGGA GACTGGAATT CCTGGTGTAG
CGGTGAAATG CGCAGATATC AGGAGGAACA CCGATGGCGA AGGCAGGTCT CTGGGCTGTA
ACTGACGCTG AGGAGCGAAA GCATGGGGAG CGAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGTCCAT
GCCGTAAACG TTGGGCACTA GGTGTGGGGG ACATTCCACG TTTTCCGCGC CGTAGCTAAC
GCATTAAGTG CCCCGCCTGG GGAGTACGGC CGCAAGGCTA AAACTCAAAG GAATTGACGG
GGGCCCGCAC AAGCGGCGGA GCATGCGGAT TAATTCGATG CAACGCGAAG AACCTTACCA
AGGCTTGACA TGAACCGGAA TGATGCAGAG ATGTGTCAGC CACTTGTGGC CGGTTTACAG
GTGGTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTCG TGAGATGTTG GGTTAAGTCC CGCAACGAGC
GCAACCCTCG TTCCATGTTG CCAGCGGGTT ATGCCGGGGA CTCATGGGAG ACTGCCGGGG
TCAACTCGGA GGAAGGTGGG GACGACGTCA AATCATCATG CCCCTTATGT CTTGGGCTTC
ACGCATGCTA CAATGGCCGG TACAAAGGGT TGCGATACTG TGAGGTGGAG CTAATCCCAA
AAAGCCGGTC TCAGTTCGGA TTGAGGTCTG CAACTCGACC TCATGAAGTT GGAGTCGCTA
GTAATCGCAG ATCAGCAACG CTGCGGTGAA TACGTTCCCG GGCCTTGTAC ACACCGCCCG
TCAAGTCACG AAAGTTGGTA ACACCCGAAG CCGGTGGCCT AACCCCTTGT GGGAGGGAGC
CGTCGAAGGT GGGACCGGCG ATTGGGACTA AGTCGTAACA AG

De este modo y segun una realizacién particular, la cepa bacteriana utilizada tiene un ARN 16S codificado por una
secuencia que presenta una identidad mayor del 90 % o mayor del 95 % o del 99 % o incluso del 100 %, con la
secuencia SEQ ID NO: 1, por ejemplo, de secuencia parcial SEQ ID NO: 2.

Segun la invencién, dicho extracto contiene carotenoides, ventajosamente es rico en carotenoides.

En el contexto de la invencion, el término "carotenoides" significa pigmentos liposolubles caracterizados por su color,
que puede variar de rojo a amarillo, y por su espectro de absorcion. Pertenecen a la familia quimica de los terpenoides,
con una estructura alifatica o aliciclica poliinsaturada.

Como se ha mencionado, un extracto segun la invencién contiene carotenoides, que pueden ser tanto membranosos
como citoplasmaticos.

De manera ventajosa, y como se demuestra, por ejemplo, mediante un andlisis HPLC (por las siglas del inglés high-
performance liquid chromatography, cromatografia de liquidos de alto rendimiento), un extracto objeto de la presente
invencion es rico en carotenoides. Los carotenoides tienen una zona de absorcion maxima entre 400 y 600 nm, mas
exactamente entre 450 y 550 nm, y son identificables por su espectro de absorcién de "3 dedos" a una longitud de
onda cercana a 490 nm. de manera incluso mas ventajosa, los carotenoides representan una cantidad mayor del 50 %
incluso del 60 %, 70 %, 80 % o incluso del 90% del extracto. Preferentemente, el extracto carece de proteinas y/o ADN
y/o glucidos.

Segun una realizaciéon preferida, el extracto segun la invencién contiene diferentes formas de carotenoides,
ventajosamente 6 formas principales, incluyendo diferentes isomeros o formas glicosiladas.

Un extracto segun la invencion se obtiene, ventajosamente, cultivando Arthrobacter agilis en las siguientes
condiciones:

El medio de cultivo utilizado es normalmente un medio LB sin sal, en decir, que contiene un 1 % en peso de triptona 'y
un 0,5 % en peso de extracto de levadura. Como alternativa, también pueden contemplarse los medios R2A (Koch et
al., 1995, Int J Syst Bacteriol. 45 (4): 837-9) y Bacto Marine 2216 (Fong et al., 2001, Appl Microbiol Biotechnol. 56 (5-
6): 750-6).

Ventajosamente, las células se cultivan a una temperatura comprendida entre 20 y 30 °C, por ejemplo, a 25 °C.

De manera adecuada, el crecimiento tiene lugar en condiciones aerobias, preferentemente, con ventilacion mediante
burbujas de aire o de oxigeno.

El extracto segun la invencion se obtiene, ventajosamente, de células en fase estacionaria, o normalmente después
de un crecimiento de 3 dias en las condiciones descritas anteriormente.

Para obtener el extracto, las células bacterianas se someten a un protocolo de extraccién/purificacion que permite
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aislar y purificar los carotenoides. Debido a la naturaleza liposoluble de los carotenoides, la obtencién del extracto
objeto de la invencion, se basa, ventajosamente, en el aislamiento de una fase apolar.

En una primera etapa, se trata de extraer componentes membranosos y citoplasmaticos, ventajosamente con la
excepcion de lipidos, proteinas y ADN. De manera adecuada, se utiliza un disolvente polar que permite "romper" las
membranas y disolver una gran cantidad de moléculas hidrofilas y algunas lipdfilas.

De este modo y como ejemplo, el sedimento bacteriano se puede extraer con acetona, metanol o con una mezcla de
acetona/metanol (por ejemplo, 1/5 en volumen).

En una segunda etapa, la adicién de un disolvente apolar, ventajosamente hexano, y de una solucién salina saturada
acuosa, ventajosamente, una solucion saturada de NaCl, permite obtener una mezcla bifasica, es decir, una fase
acuosa por un lado y la fase apolar por el otro, correspondiente al extracto de interés en el contexto de la invencion.
De manera ventajosa, la fase acuosa se puede lavar, opcionalmente, varias veces, utilizando un disolvente apolar.

Después, las fases apolares se juntan y se evaporan al vacio. El extracto obtenido de este modo puede conservarse
en frio, en particular, puede congelarse.

De este proceso se desprende claramente que se trata de un extracto bacteriano y no de un sobrenadante de cultivo.

Segun una primera realizacién, el extracto segun la invenciéon se utiliza en forma seca, como un polvo. Como
alternativa, el sedimento se puede recoger en cualquier fase lipdfila adecuada. En el contexto de la aplicacion
cosmética segun la invencion, el extracto se recoge ventajosamente en un aceite, en propanodiol o en una
microemulsion.

La concentracion de carotenoides de la composicion reconstituida a partir del extracto seco se puede medir facilmente,
por ejemplo, midiendo la absorbancia a 512 nm en DMSO o a 502 nm en propanodiol.

Cabe sefalar que, ventajosamente, las diferentes etapas de extraccion y purificacion se realizan protegidas de la luz,
en la oscuridad o en la penumbra, para impedir la posible degradacion del extracto.

Debido a las notables propiedades demostradas en el contexto de la presente solicitud y explicadas a continuacion,
dicho extracto puede utilizarse, concretamente, en una composicion cosmética, una composicion farmacéutica o un
complemento alimentario.

Segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere, por tanto, a una composicion cosmética que comprende un
extracto de la bacteria Arthrobacter agilis que contiene carotenoides y un agente antioxidante que es la vitamina E.
Segun una realizacion preferida, la composicion cosmética comprende un extracto de la bacteria Arthrobacter agilis
rico en carotenoides.

La composicion cosmeética segun la invencion tiene, ventajosamente, un uso tépico, y esta destinada para aplicarse
en la piel y opcionalmente en el cabello. Puede contener cualquier ingrediente o excipiente de uso habitual en
cosmética. En otras palabras, comprende al menos un excipiente cosméticamente aceptable, todos los excipientes
utilizados en dicha composicion deben ser cosméticamente aceptables.

Cabe sefialar que, concretamente, el metanol no se considera un excipiente cosméticamente aceptable. Por tanto,
segun una realizacion particular, la composicion cosmética segun la invencién no contiene metanol.

También puede presentarse en forma de locion, crema, gel, aerosol, ...

Segun una realizacion particular, tiene un color rosa.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere, por tanto, a una composicion farmacéutica que comprende un
extracto de la bacteria Arthrobacter agilis que contiene carotenoides y un agente antioxidante que es la vitamina E.
Segun una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende un extracto de la bacteria Arthrobacter agilis
rico en carotenoides.

La composiciéon farmacéutica segun la invencion puede estar destinada concretamente a la administracion tépica u
oral. Puede contener cualquier ingrediente o excipiente de uso comun en farmacia. En otras palabras, comprende al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, todos los excipientes utilizados en dicha composicién deben ser
farmacéuticamente aceptables.

Cabe sefialar que, concretamente, el metanol no se considera un excipiente farmacéuticamente aceptable. Por tanto,
segun una realizacion particular, la composicion farmacéutica segun la invencién no contiene metanol.

También puede presentarse en forma de locién, crema, gel, aerosol, soluciones, por ejemplo, en forma de gotas,
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capsulas, comprimidos, ...

Dicha composicién farmacéutica puede utilizarse, por ejemplo, en el campo oftalmico, concretamente para tratar
algunas retinopatias (DMRE, ...), en el tratamiento de enfermedad hepética crénica o hiperoxia después de isquemia
por reperfusién. De manera mas general se contemplan patologias en las que un estrés oxidativo puede dafiar de
forma irreversible las proteinas.

En el mismo contexto, una composicion segun la presente solicitud, puede ser un complemento alimentario.

Las composiciones segun la invencién, también pueden contener otros principios activos, ademas del extracto objeto
de la presente invencion.

En particular, esto puede incluir otros agentes antioxidantes, reagrupando diferentes clases de moléculas, en
particular, carotenoides, tioles o fenoles.

Un agente antioxidante, para el que se ha demostrado un efecto sinérgico con el extracto segun la invencién, es la
vitamina E.

Extractos de plantas, tales como un extracto de té verde, un extracto de sarmiento de vid, un extracto de hojas de
argan, un extracto de pomelo, un extracto de hojas de morera y/o un extracto de manzana, también pueden combinarse
con un extracto segun la invencién.

Los expertos en la materia determinan, en cada caso, las concentraciones de extracto y de principio activo,
respectivamente, de modo que la sinergia entre los dos se exprese totalmente. De este modo y de manera adecuada,
las concentraciones del extracto y del principio activo adicional, deben optimizarse para obtener el efecto antioxidante
deseado.

De manera ventajosa, el extracto seco representa del 0,00001 (10®) al 0,1 (10"") %, ventajosamente del 0,0001 (104)
al 0,01 (102) % en peso de la composicién segun la invencién.

Debido a las notables propiedades demostradas en el contexto de la presente solicitud, dicha composicion puede
utilizarse en particular contra el envejecimiento (efecto antienvejecimiento) o para la proteccion solar (efecto anti-UV).

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de tratamiento cosmético, ventajosamente,
para combatir el estrés oxidativo, concretamente, el envejecimiento celular de la piel, que consiste en aplicar sobre la
piel la composicion cosmética segun la invencién. El estrés oxidativo también puede producirse por una exposicion a
la radiacion (UV y/o visible), contra la cual la composicién segun la invencién es particularmente eficaz.

Un primer uso posible de una composicién segun la invencion, es el de un agente anti radicales, concretamente frente
a los siguientes radicales libres: el radical superéxido O27; el peréxido de hidrogeno H2Og; el ion hipoclorito CIO; el
radical hidroxilo OH~; los radicales peroxido (ROO) o alcoxilo (RO) donde R es una cadena carbonada; radicales
derivados de acidos grasos insaturados; el peroxinitrito ONOO-; el mondxido de nitrégeno NO; el dioxigeno singulete
10,.

Una composicion segun la invencion también puede utilizarse como agente anti UV, asi como contra los rayos UV-A
(400-315 nm), UV-B (315-280 nm) y/o UV-C (280-153 nm), concretamente contra los UV-C. De manera destacable,
se ha demostrado que una composiciéon segun la invencion ejerce un efecto anti UV a través de varios mecanismos
de accion:

- un efecto de neutralizacién de singuletes del oxigeno ('0.) generados por los rayos UV;

- un efecto de "pantalla”, "filtro" o "escudo", por absorcion directa de los UV;

- un efecto antioxidante mas tradicional, es decir, la neutralizaciéon de los radicales libres generados por los
singuletes del oxigeno ('0y).

Como ya se ha mencionado, una composicién segun la invencion también es de interés en la proteccion contra la luz
visible, en particular frente a la luz azul violeta (longitud de onda comprendida normalmente entre 400 y 500 nm).

Por otro lado, una composicién segun la invencion ejerce un efecto protector sobre las proteinas. De este modo, dicha
composicion puede estabilizar a las proteinas y protegerlas.

Como se demuestra en la presente solicitud, esta proteccion del proteoma se ejerce concretamente frente a la
carbonilacion. Mas manera mas general, la presente solicitud demuestra el potencial protector de un extracto rico en
carotenoides sobre el proteoma.

De este modo y segun otro aspecto, la presente solicitud describe el uso de carotenoides para la proteccion del
proteoma.
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Ejemplos de realizacion

La manera en la que se puede realizar la invencién y las ventajas resultantes de la misma, surgirdn mejor a partir de
los siguientes ejemplos de realizacion, que se ofrecen de manera indicativa y limitativa, con la ayuda de las figuras
adjuntas.

La Figura 1 corresponde a una imagen de microscopia inversa (aumento x100) de la cepa SB 5.

La figura 2 representa el espectro de HPLC del extracto SBE segun la invencion, asi como el espectro de absorbancia
de cada uno de los 6 picos (1 a 6) principales.

La figura 3 representa el poder antioxidante del extracto segun la invencion (SBE), medido mediante el ensayo ABTS,
en comparacién con otros agentes antioxidantes conocidos, expresado en equivalente de Trolox.

La figura 4 representa el poder protector de las proteinas, frente a los radicales libres, del extracto segun la invencion
(SBE) en comparacion con otros agentes antioxidantes, expresado en equivalente de Trolox (A), y compara este poder
protector con el de las fracciones correspondientes a los 6 picos observados en la HPLC (B).

La figura 5 representa el poder protector de las proteinas, frente a los rayos UV, del extracto segun la invencién (SBE)
en comparacion con otros agentes antioxidantes, expresado en equivalente de Trolox.

La figura 6 representa el seguimiento de la actividad de la fosfatasa alcalina (AP, siglas del inglés Alkaline
Phosphatase), en funcién de la concentracion del extracto segun la invencién (SBE).

La figura 7 representa el poder protector de las proteinas, frente a los radicales libres, del extracto segun la invencién
(SBE) mezclado con otros agentes antioxidantes, expresado en equivalente de Trolox (B).

La figura 8 representa el poder protector de las células humanas (queratinocitos) y de su ADN, frente a los radicales
libres y los rayos UV, del extracto segun la invenciéon (SBE) con respecto al acetato de tocoferol a través del ensayo
del cometa.

La figura 9 representa la medida de la carbonilacion de las proteinas evaluando el poder protector de las células
humanas (queratinocitos) y de sus proteinas, frente a una radiacién UV/visible, del extracto segun la invencion (SBE)
con respecto al acetato de tocoferol.

1/ Aislamiento y caracterizacién de la cepa SB5:

Se aisl6 una bacteria (SB5) de nieve caida caia y se seleccion6 por su resistencia a los rayos UVC y por su capacidad
para crecer rapidamente. Dicha bacteria se caracterizé como perteneciente a Arthrobacters, un género de bacterias
gram positivas, muchas de las cuales son extremofilas o extremotolerantes.

Mas exactamente, la bacteria aislada pertenece a una cepa de Arthrobacter agilis. A. agilis es una bacteria cocoide
gram positiva, no esporulante y no patégena, con un diametro de 0,8 a 1,2 ym y que puede tener de 0 a 3 flagelos
(Koch et al. (1995) Int J Syst Bacteriol. 45(4):837-9, se aislo por primera vez en 1889 (Ali-Cohen (1889) Zentralbl.
Bakteriol. Parasitenkd. Infektionskr. Hyg. Abt. 1 Orig. 6:33-36).

La Figura 1 muestra una imagen de microscopia inversa de la cepa aislada, conforme con la descripcion de la bacteria
Arthrobacter agilis.

Por otro lado, la pertenencia de la cepa SB5 a la especie Arthrobacter agilis se confirmd mediante secuenciacion
parcial de su ARN 16S. La secuencia correspondiente (SEQ ID NO: 2) es la siguiente, indicando la base N que no se
pudo determinar si el nucledtido correspondiaa A, C,Go T:



10

15

20

25

30

ES 2863174 T3

ACATGCAAGT CGAACGATGA ACCTCACTTG TGGGGGGATT AGTGGCGAAC GGGTGAGTAA
CACGTGAGTA ACCTGCCCTT GACTCTGGGA TAAGCCTGGG AAACCGGGTC TAATACTGGA
TACGACCTTC TGGCGCATGC CATGTTGGTG GAAAGCTTTT GTGGTTTTGG ATGGACTCGC
GGCCTATCAG CTTGTTGGTG GGGTAATGGC CTACCAAGGC GACGACGGGT AGCCGGCCTG
AGAGGGTGAC CGGCCACACT GGGACTGAGA CACGGCCCAG ACTCCTACGG GAGGCAGCAG
TGGGGAATAT TGCACAATGG GCGCAAGCCT GATGCAGCGA CGCCGCGTGA GGGATGAAGG
CCTTCGGGTT GTAAACCTCT TTCAGTAGGG AAGAAGCCGG CCTTTTGGGT TGGTGACGGT
ACCTGCAGAA GAAGCGCCGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GTAGGGCGCA
AGCGTTATCC GGAATTATTG GGCGTAAAGA GCTCGTAGGC GGTTTGTCGC GTCTGCCGTG
AAAGTCCGGG GCTTAACTCC GGATCTGCGG NGGGTACGGG CAGACTAGAG TGCAGTAGGG
GAGACTGGAA TTCCTGGTGT AGCGGTGAAA TGCGCAGATA TCAGGAGGAA CACCGATGGC
GAAGGCAGGT NTCTGGGCTG TAACTGACGC TGAGGAGCGA AAGCATGGGG AGCGAACAGG
ATTAGATACC CTGGTAGTCC ATGCCGTAAA CGTTGGGCAC TAGGTGTGGG GGACATTCCA
CGTTTTCCGC GCCGTAGCTA ACGCATTAAG TGCCCCGCCT GGGGAGTACG GCCGCAAGGC
TAAAACTCAA AGGAATTGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGCG GAGCATGCGG ATTAATTCGA
TGCAACGCGA AGAACCTTAC CAAGGCTTGA CATGAACCGG AATGATGCAG AGATGTGTCA
GCCACTTGTG GCCGGTTTAC AGGTGGTGCA TGGTTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT
TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT CGTTCCATGT TGCCAGCGGG TTATGCCGGG
GACTCATGGG AGACTGCCGG GGTCAACTCG GAGGAAGGTG GGGACGACGT CAAATCATCA
TGCCCCTTAT GTCTTGGGCT TCACGCATGC TACAATGGCC GGTACAAAGG GTTGCGATAC
TGTGAGGTGG AGCTAATCCC AAAAAGCCGG TCTCAGTTCG GATTGAGGTC TGCAACTCGA
CCTCATGAAG TTGGAGTCGC TAGTAATCGC AGATCAGCAA CGCTGCGGTG AATACGTTCC
CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCAAGTCA CGAAAGTNGT AACACCCGAA GCCGGNGCCT
AACCCCTTGN GGAGGGAGCC

Esta secuencia presenta efectivamente mas de un 99,2 % de identidad con la secuencia de referencia SEQ ID NO: 1,
confirmando que esta cepa pertenece a la especie Arthrobacter agilis.

2/ Preparacién del extracto SBE:

2-1. Cultivo de la cepa SB5:

La cepa se cultiva en medio LB sin sal a una temperatura de 25 °C, en condiciones aerobias y con fuerte agitacion,
hasta que se alcanza la fase estacionaria, o después de aproximadamente 3 dias.

A continuacion, las células se recogen mediante centrifugacién, normalmente a una velocidad de 5 000 rpm durante
aproximadamente 15 minutos. Después, el sedimento se seca conservandolo en la oscuridad a 4 °C.

2-2. Aislamiento del extracto SBE:

El sedimento se recoge en 6 ml de acetona por gramo de sedimento, opcionalmente en presencia de metanol, por
ejemplo, en una mezcla de metanol/acetona (5/1). Esta etapa de extraccion tiene lugar durante varias horas,
normalmente 18 horas, a 4 °C y en la oscuridad.

La suspensién en acetona, o en la mezcla de acetona/metanol, se completa agregando hexano, ventajosamente a la
mitad del volumen de acetona. Después, se afiade una solucion saturada de NaCl (cloruro de sodio) hasta que se
separe la mezcla bifasica, con una fase acuosa por un lado y una fase apolar por el otro. De manera ventajosa, la fase
acuosa se extrae de nuevo con hexano y las fases de hexano se juntan.

La fase apolar o de hexano se evapora, ventajosamente al vacio y a 25 °C.
El extracto de SBE se puede conservar tal cual a -20°°C o se puede extraer en solucién, por ejemplo, en DMSO

(dimetilsulféxido) o THF (tetrahidrofurano) o propanodiol, para su ensayo en células vivas, y es muy soluble en
diclorometano y acetona.
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La concentracion de carotenoides se determina midiendo la absorbancia a 512 nm en DMSO o a 502 nm en
propanodiol.

En la figura 2 se muestra el espectro de HPLC del extracto, asi como el espectro de absorbancia de cada uno de los
6 picos principales. La comparacion de estos espectros con los datos que aparecen en la bibliografia (Fong et al., Appl
Microbiol Biotechnol (2001) 56: 750-756) muestra que el extracto esta constituido principalmente por carotenoides,
con un espectro de absorcion caracteristico de 3 "dedos" alrededor de 490 nm. Como se indica en Fong et al., (Appl
Microbiol Biotechnol (2001) 56: 750-756), el espectro de absorcion también revela la presencia de formas glicosiladas
y de diferentes isomeros de estos carotenoides.

3/ Actividades del extracto SBE:

3-1. Ensayo ABTS:

Como se mencion6 anteriormente, este ensayo utilizado convencionalmente en la industria cosmética y
agroalimentaria permite establecer, de manera puramente quimica, el "poder antioxidante total" de un extracto. Aunque
este ensayo es incompleto porque solo mide la actividad antioxidante del extracto frente a un tipo de radical particular,
tiene la ventaja, a través de su normalizacién con Trolox, de dar resultados que son comparables con los de miles de
moléculas distintas sometidas a ensayo de esta manera.

Este ensayo se realiz6 como se describe en Re et al., Free Radie. Biol. Med. (1999) 26(9-10): 1231-7.

La figura 3 revela que el extracto segun la invencion (SBE), muestra un poder antioxidante mas de 4 veces mayor que
el del antioxidante de referencia, Trolox.

En el contexto de la invencion, un equivalente de Trolox se corresponde con el numero de moles del producto
ensayado que permite obtener un efecto equivalente al de 1 mol de Trolox. El extracto segun la invencion, se cuantifico
usando carotenoides como marcador del extracto. De este modo, 1 mol del extracto de SBE corresponde a 1 mol de
carotenoides, medido mediante absorbancia a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorcion y restado
del coeficiente de extincion molar de los carotenoides.

3-2. Proteccion de las proteinas contra los radicales libres:

Este ensayo consiste en medir la actividad de la fosfatasa alcalina (AP) a 405 nm en presencia de radicales libres,
concretamente hidroxilos (OH), y de un compuesto o extracto de interés, para evaluar el poder protector frente a las
proteinas de dicho compuesto o extracto.

Material y métodos:

Reactivos:

Tampon: polvo de "solucién salina tamponada con Tris" (Sigma; Referencia del producto: T6664-10PAK);

Enzima: Fosfatasa alcalina 10 KU a 125 U/l en solucién tamponada de glicerol (Sigma; Referencia del producto: PO
114);

Agente oxidante:

1/ Peréxido de hidrégeno al 30 % o 9 M (Sigma; Referencia del producto: H1009-5ML): solucion B1;

2/ Sulfato de hierro Il heptahidratado (FeSO4, 7H>0) 0,1 M (Fluka; Referencia del producto: 44970): solucion B2;
Sustrato: solucion de 4-nitrofenilfosfato ("sustrato amarillo de fosfatasa alcalina"; Sigma; Referencia del producto:
P7998-100ML).

- Placa de 96 pocillos;

- Tampon: 20 ml de una solucién de TBS 0,05 M a pH 8;

- Solucién A (enzima): 10 pl de la solucion madre diluida a 1/1000 (1,25 U o 0,125 U/ul) en tampon;

- 100 pl de soluciéon B1 y 100 ul de solucién B2 o solucién B correspondiente a la mezcla de las soluciones B1'y
B2 a una dilucion adecuada en tampon (por ejemplo, 3 ml de solucién B a 90 mM, obtenida a partir de 30 ul de
solucién B1 (30 pl de solucién B2, es decir, una diluciéon de 1/100);

- Solucién C (sustrato): 5 ml de la solucién comercial.

Protocolo:
- Diluir la solucién A en tampdn a una diluciéon adecuada;

- Depositar, en cada pocillo, 10 pl de solucién A diluida para tener una cantidad de enzima comprendida entre
0,005y 0,05 U;
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- Anadir, a cada uno de los pocillos, 10 pl del producto o extracto a ensayar, opcionalmente diluidos en tampén.
Los diferentes pocillos se pueden usar para ensayar una variedad de diluciones;

- Afadir, a cada uno de los pocillos, 30 ul de solucion B. La concentracion de la solucion B se ajusta para obtener
una inactivacion del 90 % de la cantidad de enzima presente. La concentracion final del agente oxidante
corresponde al 30 % de la concentracion de la solucion B;

- Incubar sin agitacion durante 15 minutos a 37°°C;

- Afadir 50 ul de la solucién C. El volumen de reaccion es por tanto igual a 100 pl;

- Colocar la placa a 37 °C con agitacion;

- Leer la absorbancia a 405 nm durante 20 minutos (cinética) o después de 5 minutos de reaccién (puntual).

Resultados:

La figura 4A revela que el extracto segun la invencion (SBE), tiene un poder protector de las proteinas, frente a los
radicales libres, aproximadamente 100 veces mas alto que el de Trolox, y mas de 6 veces mas alto que todos los
antioxidantes ensayados. La diferencia entre este resultado y el potencial antioxidante medido mediante ensayo ABTS,
demuestra que la proteccion de las proteinas no solo esta relacionada con el potencial antioxidante de SBE.

Por otro lado, esta misma técnica se utilizé para comparar el efecto de 6 fracciones (sefialadas SB1 a SBG6)
correspondientes a los 6 picos principales identificados mediante el analisis de HPLC con el del extracto de SBE total.

En la figura 4B puede apreciarse que el extracto SBE tiene un poder protector de las proteinas frente a los radicales
libres de 2 a 4 veces superior al de cada uno de los picos que lo componen y demuestra un efecto sinérgico entre las
diferentes fracciones del extraido.

3-3. Proteccion de las proteinas contra los rayos UV:

Este ensayo es similar al descrito en el apartado anterior. Consiste en medir la actividad de la fosfatasa alcalina (AP)
a 405 nm, irradiada con rayos UV-C (254 nm), en presencia de un compuesto o extracto de interés, para evaluar el
poder protector frente a las proteinas de dicho compuesto o extracto.

Material y métodos:

La fosfatasa alcalina se sometio a irradiacion UV a 254 nm correspondiente a la de los rayos UV-C. Con agitacién
constante, se aplicaron dosis de UV que permitian una inactivacién del 90 % de la enzima en un medio de reaccién y
en condiciones similares a las mencionadas anteriormente. Cabe sefialar que, en este caso, el volumen ocupado por
el agente oxidante se reemplaza por tampdn. En la practica, se utilizé una lampara con una potencia igual a
0,0365 J/cm?/min, con un tiempo de exposicion de 1 o 2 horas.

Resultados:

La figura 5 revela que el extracto segun la invencion (SBE), tiene un poder protector de las proteinas, frente a los rayos
UV, mas de 300 veces mas alto que el de Trolox y casi 40 veces mas alto que el de todos los antioxidantes ensayados.

Este efecto protector tan fuerte del extracto segun la invencién, podria explicarse mediante varios efectos combinados
del extracto en presencia de:

- un efecto de neutralizacién de singuletes del oxigeno ('0.) generados por los rayos UV;

- un efecto de "pantalla”, "filtro" o "escudo”, por absorcion directa de los UV;

- un efecto antioxidante mas tradicional, es decir, la neutralizaciéon de los radicales libres generados por los
singuletes del oxigeno ('0y).

3-4. Proteccion de las proteinas:

La actividad de la fosfatasa alcalina se midi6 en ausencia de cualquier estrés oxidativo pero en presencia de
concentraciones crecientes del extracto segun la invencion (SBE).

La figura 6 revela que la actividad de la AP aumenta en presencia del extracto segun la invencion (SBE) a dosis muy
bajas. Este aumento podria deberse a la proteccion de la enzima durante las etapas de incubacién y agitacion.
También se contempla que algunas oxidaciones experimentadas por la enzima conservada -20 °C, se reduzcan debido
al extracto de SBE, lo que podria incrementar su actividad por "rejuvenecimiento”.

En lo que respecta a la figura 6, una concentracion adecuada de extracto segun la invencion (SBE) esta entre 0,001
y 100 uM, ventajosamente entre 0,1 y 1 ym. Sin embargo, se trata de concentraciones que deben alcanzarse en las
células diana de la piel. De este modo, en las composiciones cosméticas, la concentracién debe ser mucho mayor
para tener en cuenta las pérdidas relacionadas con la penetracion cutanea.

10
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Una interaccién entre la enzima y el extracto podria estar en el origen de esta accién "potenciadora”. Por extensién,
el extracto segun la invencién puede proteger a las proteinas presentes en el organismo, concretamente las que
participan directamente en la proteccion del organismo contra el estrés oxidativo o en la reparacién del dafio oxidativo.

3-5. Sinergia con otros antioxidantes:

Para identificar antioxidantes capaces de aumentar la eficacia de la proteccion de las proteinas mediante el extracto
segun la invencién (SBE), el ensayo descrito en el apartado 3-2 se realizé mezclando el extracto segun la invencion
(SBE) y unos diez antioxidantes conocidos, tomados individualmente. El interés es identificar moléculas con las que
el extracto segun la invencién (SBE) combine los efectos antioxidantes, o incluso demuestre sinergias que vayan mas
alla de los efectos aditivos. Otro interés de dichas mezclas es la posible estabilizacion del extracto segun la invencion
(SBE).

La Figura 7 muestra que en presencia del conjunto de antioxidantes ensayados, y particularmente en presencia de
Trolox, el extracto segun la invencion (SBE) presenta una fuerte sinergia, lo que aumenta significativamente (en un
factor superior a 5 con Trolox) su poder protector de las proteinas frente a los radicales libres.

3-6. Proteccion de las células humanas:

A/ Ensayo del cometa:

Para confirmar la proteccion que ejerce el extracto segun la invencion (SBE) sobre las células humanas, a través del
ensayo denominado del cometa, se realizaron mediciones de la proteccion de cultivos de queratinocitos primarios y
su ADN frente a un estrés oxidativo inducido por la luz UV/visible, como lo describen Ostling, O., y K. J. Johanson.
(Biochemical and biophysical research communications 123.1 (1984): 291-298) et Singh, Narendra P., et al.
(Experimental cell research 175.1 (1988): 184-191). El interés es mostrar la actividad protectora del extracto segun la
invencion (SBE) en un modelo celular y compararlo con un antioxidante de referencia, el acetato de tocoferol.

Material y métodos:

Las propiedades antioxidantes del SBE y del acetato de tocoferol (Ac-Toc) contra las radiaciones UVB/UVA/VISIBLE
(Irradiado: 290 nm - 800 nm) se evaluaron mediante el ensayo del cometa (version alcalina) en cultivos de
queratinocitos primarios humanos normales.

La evaluacion de las propiedades antioxidantes se efectué a concentraciones de 500 nM para SBE y de 50 pM para
Ac-Toc. Los dos productos se disolvieron en tetrahidrofurano a una concentracion final del 1 %. Las propiedades
antioxidantes se definieron como la capacidad de disminuir el nimero de roturas de una sola hebra en el ADN de las
células que se produce después de la irradiacion UVB/UVA/visible (290-800 nm) y estas propiedades se midieron
después del contacto con los productos durante 120 min a 37°°C. La irradiacién la suministré un simulador solar
Suntest CPS+ (Atlas Material Testing Technology BV, Moussy le Boeuf, Francia). La dosis de irradiacion total fue de
12,0 J/cm2 durante un periodo de 2,7 min (potencia nominal de la lampara 750 W/m2). Los controles negativos
incluyeron queratinocitos tratados con THF (1 %) y no irradiados, Ac-Toc (50 uM) y SBE (500 nM) en THF al 1 % y no
irradiados.

Resultados:

La figura 8 muestra que el extracto segun la invencion (SBE) tiene un fuerte potencial protector de las células frente a
un estrés oxidativo y que permite proteger el ADN de las células mejor que el acetato de tocoferol, siendo 100 veces
menos concentrado. Su poder protector in vitro es por tanto mas de 100 veces mayor que el del acetato de tocoferol.

B/ Ensayo de carbonilacién:

Siguiendo el mismo protocolo de irradiacion UV/visible que el utilizado anteriormente para el ensayo del cometa, se
midio la tasa de carbonilacién de queratinocitos en presencia de SBE y acetato de tocoferol.

Material y métodos:

1- Cultivo de queratinocitos e irradiacion
- Queratinocitos humanos normales (QHN) (T6) -108 células/condicién

- Condiciones:
= Control de disolvente de THF al 1 %
=  SBE 200 nM

= Acetato de tocoferol 20 uM
- Cada condicién se realizé por triplicado.
- Durante 2 h, los QHN se pusieron en contacto en las diferentes condiciones experimentales.
- Irradiacion UVB UVA visible a 120 kJ/m? de las células colocadas en PBS con un simulador solar Suntest CPS+
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(Atlas Material testing technology) a 4 °C. Los controles negativos se mantuvieron a 4 °C durante el mismo tiempo que
la irradiacion.

- Tripsinacion de las células después de la irradiacion. Aclarado del PBS congelado. Eliminacién del PBS y congelacion
inmediata de los sedimentos celulares a -80 °C.

2- Medicion de la carbonilacion

- Las proteinas se extrajeron después de la lisis de las células y su concentracion se midid mediante el ensayo de
Bradford.

- Las proteinas se derivan con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) que se fija a los grupos carbonilo.

- A continuacién, se midi6 la tasa de carbonilaciéon en placas ELISA (kit de cuantificacion de proteinas oxidadas
OxyELISA ™ Millipore) a 450 nm.

Resultados:

La Figura 9 muestra que la tasa de carbonilacion de las proteinas de los queratinocitos aumenta significativamente
después de la irradiacion UV/visible. Este aumento disminuye significativamente (valor de P < 0,01) mediante la adicion
del extracto SBE o acetato de tocoferol que protege a las proteinas contra la oxidacion. Esta proteccion es similar
(valor de P > 0,01) para el SBE y el acetato de tocoferol, aunque el extracto SBE es 100 veces menos concentrado.

Aunque es ligeramente menos fuerte, el potencial de proteccion del proteoma por el SBE es del mismo orden que el
observado en el ensayo del cometa y del orden de 100 veces el del acetato de tocoferol, que corresponde a los
resultados obtenidos anteriormente basados en la medicién de la actividad de la fosfatasa alcalina (PA).

Por tanto, la proteccion de las células, observada mediante el ensayo del cometa, parece deberse principalmente a la
capacidad del SBE para proteger el proteoma.

4/ Composiciéon cosmética que contiene el extracto SBE

Las composiciones cosméticas comprenden normalmente del 0,0001 al 0,01 % en peso del extracto (seco) segun la
invencion.

Una crema puede tener la siguiente composicion (en % en masa), incorporandose ventajosamente el principio activo,
constituido por el extracto segun la invencion, en el isononanoato de isononilo.

%

Nombre INCI ponderal

Agua 78,290000
Goma Xantana 0,1700000
Copolimero de acriloildimetiltaurato de amonio/VP y Agua 0,800000
Glicerina 5,000000
Butilenglicol 2,000000
Fenoxietanol 0,350000
EDTA disddico 0,200000
Clorfenesina 0,260000
Steareth-21 1,160000
Steareth-2 1,840000
Dimeticona 2,000000
Dibehenato de glicerilo y tribehenina y behenato de glicerilo 0,500000
Isononanoato de isononilo 5,000000
Acacia decurrens/Jojoba/Cera de semillas de girasol/Esteres de poligliceril-3 1,000000
Alcohol cetilico 1,500000

De manera caracteristica, estas composiciones pueden tener un color que varia del rosa claro al rojo, debido al color
del extracto segun la invencion.

Estos ejemplos de realizacion demuestran que la eleccion particular de la bacteria Arthrobacter agilis como fuente de
carotenoides (presentes en muchas especies, concretamente, en plantas de algas, cianobacterias, hongos, ...)
presenta ventajas inesperadas en el contexto de las aplicaciones previstas:

- Cultivo de la bacteria y preparacion del extracto relativamente faciles (a diferencia de muchos organismos
extremofilos, concretamente halobacterias);

- Sinergia entre las diferentes fracciones del extracto;

- Contribucion de las diferentes isoformas a la actividad global del extracto (a diferencia, por ejemplo, de la
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deinoxantina de Deinococcus radiodurans sola);

- Actividad anti radicales y anti UV muy fuerte en comparacion con la de los antioxidantes conocidos;

- Sinergia con los antioxidantes conocidos;

- Efecto protector nunca antes revelado frente al proteoma, que va mas alla del potencial antioxidante: El
potencial antioxidante del extracto SBE es 4 veces mayor que el de Trolox, mientras que su capacidad para
proteger a las proteinas es 100 veces mayor que la de Trolox, tanto en el contexto de ensayos bioquimicos
como en cultivos celulares.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> THOREL, Jean-Noel
<120> EXTRACTO DE ARTHROBACTER AGILIS PARA SU USO CONCRETAMENTE EN COSMETICOS
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<160> 2
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gatcctgget caggatgaac gctggeggeg tgcttaacac atgcaagtcg aacgatgaac 60
ctcacttgtg gggggattag tggcgaacgg gtgagtaaca cgtgagtaac ctgceccttga 120
ctctgggata agcecctgggaa accgggtcta atactggata cgaccttetg gcgcatgeca 180
tgttggtgga aagcttttgt ggttttggat ggactcecgegg cctatcaget tgttggtggg 240
gtaatggcect accaaggcga cgacgggtag ccggcctgag agggtgaccg gceccacactgg 300
gactgagaca cggcccagac tcctacggga ggcagcagtg gggaatattg cacaatggge 360
gcaagcctga tgcagcgacg ccgegtgagg gatgaaggece ttcecgggttgt aaacctcettt 420
cagtagggaa gaagcctgtc ttttgggtgg gtgacggtac ctgcagaaga agcgccggct 480
aactacgtgc cagcagccgce ggtaatacgt agggcgcaag cgttatccgg aattattggg 540
cgtaaagagc tcgtaggegg tttgtcecgegt ctgeccgtgaa agtccgggge ttaactcecgg 600
atctgcggtg ggtacgggca gactagagtg cagtagggga gactggaatt cctggtgtag 660
cggtgaaatg cgcagatatc aggaggaaca ccgatggcga aggcaggtct ctgggctgta 720
actgacgctg aggagcgaaa gcatggggag cgaacaggat tagataccct ggtagtccat 780
gccgtaaacg ttgggcacta ggtgtggggg acattccacg ttttececgege cgtagetaac 840
gcattaagtg cccegectgg ggagtacgge cgcaaggcta aaactcaaag gaattgacgg 900
gggcccgcac aagcggcgga gcatgcggat taattcgatg caacgecgaag aaccttacca 960
aggcttgaca tgaaccggaa tgatgcagag atgtgtcage cacttgtggce cggtttacag 1020
gtggtgcatg gttgtcgtca gectegtgteg tgagatgttg ggttaagtce cgcaacgage 1080
gcaacccteg ttccatgttg ccagegggtt atgeccgggga ctcatgggag actgececgggg 1140
tcaactcgga ggaaggtggg gacgacgtca aatcatcatg ccccttatgt cttgggettce 1200
acgcatgcta caatggccgg tacaaagggt tgcgatactg tgaggtggag ctaatcccaa 1260
aaagccggtce tcagttegga ttgaggtctg caactcgacce tcatgaagtt ggagtcegeta 1320
gtaatcgcag atcagcaacg ctgceggtgaa tacgtteceg ggeccttgtac acaccgecceg 1380
tcaagtcacg aaagttggta acacccgaag ccggtggect aacceccttgt gggagggage 1440
cgtcgaaggt gggaccggceg attgggacta agtcgtaaca ag 1482

<210> 2

<211> 1400

<212> ADN

<213> Arthrobacter sp.

<220>

<221> fuente

<222>1..1400

<223> / mol_type = "ADN no asignado"
/organismo="Arthrobacter sp."

<220>

<221> misc_feature

<222> 571,671, 1358, 1376, 1390
<223> /observacion ="AoCoGo T"
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<400> 2

acatgcaagt
cacgtgagta
tacgacctte
ggcctatcag
agagggtgac
tggggaatat
ccttegggtt
acctgcagaa
agcgttatcec
aaagtccggg
gagactggaa
gaaggcaggt
attagatacc

cgttttecge

cgaacgatga
acctgccectt
tggecgcatge
cttgttggtg
cggccacact
tgcacaatgg
gtaaacctct
gaagcgccgg
ggaattattg
gcttaactece
ttcetggtgt
ntctgggctg
ctggtagtcce

gccgtageta

taaaactcaa

tgcaacgcga
gccacttgtg
tgggttaagt
gactcatggg
tgccccttat
tgtgaggtgg
cctecatgaag
cgggecttgt

aaccccttgn

aggaattgac

agaaccttac
gccggtttac
cccgcaacga
agactgccgg
gtcttgggcet
agctaatccce
ttggagtege
acacaccgcc

ggagggagcc

ES 2863174 T3

acctcacttg
gactctggga
catgttggtg
gggtaatggc
gggactgaga
gcgcaagcct
ttcagtaggg
ctaactacgt
ggcgtaaaga
ggatctgcgg
agcggtgaaa
taactgacgce
atgccgtaaa
acgcattaag

gggggcccge

caaggcttga
aggtggtgca
gcgcaaccet
ggtcaactcg
tcacgcatgce
aaaaagccgg
tagtaatege

cgtcaagtca

tggggggatt
taagcctggg
gaaagctttt
ctaccaagge
cacggcccag
gatgcagcga
aagaagccgg
gccagcagcc
gctecgtagge
ngggtacggg
tgcgcagata
tgaggagcga
cgttgggecac
tgcecegect

acaagcggcg

catgaaccgg
tggttgtcgt
cgttccatgt
gaggaaggtg
tacaatggcc
tctecagtteg
agatcagcaa

cgaaagtngt

15

agtggcgaac
aaaccgggtc
gtggttttgg
gacgacgggt
actcctacgg
cgccgegtga
ccttttgggt
gcggtaatac
ggtttgtecge
cagactagag
tcaggaggaa
aagcatgggg
taggtgtggg
ggggagtacg

gagcatgcgg

aatgatgcag
cagctcgtgt
tgccageggyg
gggacgacgt
ggtacaaagg
gattgaggtc
cgetgeggtg

aacacccgaa

gggtgagtaa
taatactgga
atggactcge
agccggectg
gaggcagcag
gggatgaagg
tggtgacggt
gtagggcgca
gtetgecegtg
tgcagtaggg
caccgatgge
agcgaacagg
ggacattcca
gccgcaaggce

attaattcga

agatgtgtca
cgtgagatgt
ttatgccggg
caaatcatca
gttgcgatac
tgcaactcga
aatacgttce

gccggngect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1400
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REIVINDICACIONES

1. Composicién cosmética o farmacéutica que comprende:
- un extracto de la bacteria Arthrobacter agilis que contiene carotenoides; y
- un agente antioxidante que es la vitamina E.

2. Composicion segun la reivindicacion 1, caracterizada por que el extracto se obtiene cultivando la bacteria en un
medio constituido por 1 % en peso de triptona y 0,5 % en peso de extracto de levadura.

3. Composicion segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizada por que el extracto se obtiene de células en fase
estacionaria.

4. Composicidn segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que el extracto corresponde a la fase apolar
obtenida del sedimento bacteriano.

5. Composicion segun la reivindicacion 4, caracterizada por que el sedimento bacteriano se extrae, ventajosamente,
con acetona y/o metanol, y por que la fase apolar se obtiene afiadiendo un disolvente apolar, ventajosamente, hexano
y una solucion salina saturada, ventajosamente, una solucion de NaCl.

6. Composicion segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que el extracto representa del 0,0001
al 0,01 % en peso seco de la composicion.

7. Composicion segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que esta en forma de locion, crema,
gel, aerosol, soluciones, capsulas o comprimidos.

8. Procedimiento de tratamiento cosmético, ventajosamente, para combatir el estrés oxidativo, y concretamente, el
envejecimiento celular de la piel, que consiste en aplicar sobre la piel, la composicidon segun una de las reivindicaciones
1a7.

9. Composicion que comprende:

- un extracto de la bacteria Arthrobacter agilis que contiene carotenoides; y
- un agente antioxidante que es la vitamina E,

para su uso como agente anti UV.

10. Composicion que comprende:

- un extracto de la bacteria Arthrobacter agilis que contiene carotenoides; y

- un agente antioxidante que es la vitamina E,

para su uso como agente protector contra la luz visible, en particular, en el campo del azul violeta.

11. Composiciéon que comprende:

- un extracto de la bacteria Arthrobacter agilis que contiene carotenoides; y
- un agente antioxidante que es la vitamina E,

para su uso como agente anti radicales.

12. Composiciéon que comprende:

- un extracto de la bacteria Arthrobacter agilis que contiene carotenoides; y
- un agente antioxidante que es la vitamina E,

para su uso como agente protector de proteinas.
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Equivalente de Trolox
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