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RESUMO

"PREPARAQGES MICROBIANAS MELHORADAS"

Preparagdes microbianas tendo potencial de cres-
cimento/producdo aumentado, ou razao de sobrevivéncia/
recuperacao aumentada num produto, compreendendo a prepa-
ragdo micrdbios crescidos ou cultivados em meio baseado em
ou contendo amido resistente; processos para a producado de
preparacdes microbianas; e produtos contendo as preparacgdes

microbianas.
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DESCRICAO

"PREPARAQGES MICROBIANAS MELHORADAS"

CamMpo TECNICO

A presente invencdo diz respeito geralmente a um
processo de preparacao de uma preparagao microbiana conten-
do micrébios tendo no seu uso razdes de sobrevivéncia/re-
cuperacdo aumentadas. As preparacdes microbianas obteniveis
pelo processo sao particularmente adequadas para inclusao
em preparacdes pré-bidticas e probidticas e produtos in-
cluindo alimentos, alimentacdo, produtos nutracéuticos e
farmacéuticos contendo microorganismos probidticos e

produtos fermentados por microorganismos adicionados.

TECNICA ANTERIOR

Produtos probidéticos, por exemplo solucgdes, pds,
comprimidos e cdapsulas sadao administrados oralmente para
melhoramento da saude. De modo semelhante os alimentos sao
consumidos nao apenas para subsisténcia, mas também para
beneficios na saude adicionados tais como através da adicéao
de microorganismos probidéticos. Os alimentos para animais
estdo também a ser preparados com microorganismos probid-
ticos adicionados de modo a assistir o crescimento e
desempenho de animais. Tendéncias recentes do consumo de

composigcdes probidticas para beneficios na satde tém



PE1150577 -2 -

conduzido ao uso de microorganismos probidticos numa
variedade de preparacgdes, bem como a inclusdo numa larga
gama de alimentos processados e produtos de alimentacéao,
incluindo produtos a base de leite processados. 0Os micro-
organismos sao também adicionados como culturas iniciadoras
de maneira a ser produzida uma gama de alimentos fermen-

tados, e. g., leite, carne, produtos vegetais.

Conforme usado nesta descricgdo, um probidético ou
microorganismo probidético € um suplemento alimentar micro-
biano vivo que afecta beneficamente o animal hospedeiro
pelo melhoramento do seu equilibrio microbiano intestinal.
Esta ¢é a definicdo proporcionada por R. Fuller (AFRC
Institute of Food Research, Reading Laboratory, RU) em
"Probiotics in Man and Animals - A Review" in Journal of
Applied Bacteriology, 66 (1989) 365-378, e tem sido
subsequentemente estendida para incluir suplementos e
alimentos para humanos. Um probidtico ou microorganismo
probidtico também inclui um suplemento microbiano vivo ou
preparacgao farmacéutica que pode ser entregue a cavidade
nasal ou tracto vaginal o que afecta beneficamente o animal
hospedeiro melhorando o seu equilibrio microbiano no

respectivo sitio de entrega.

A constituicdo e quantidade da microflora intes-
tinal pode ser influenciada por condig¢des ou stresse indu-
zidos por doenca, estilo de vida, viagem e outros factores.
Se o0s microorganismos que afectam positivamente a saude e

bem-estar do individuo poderem ser encorajados a povoar o
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intestino grosso, isto deverd melhorar o bem-estar fisio-

légico do hospedeiro.

A introducdo de microorganismos benéficos, ou
probidticos, ¢é normalmente conseguida pela ingestao dos
microorganismos em alimentos, bebidas, produtos lacteos
fermentados tais como iogurtes, cdapsulas, confeitos e ou-
tras formas de um tal modo gue o organismo chega numa
condicao viavel ao intestino grosso ou outro sitio de

interesse no hospedeiro.

Um problema com a inclusdo de microorganismos
probidéticos em produtos alimentares processados €& que 0s
microorganismos muitas vezes nao podem sobreviver no
produto alimentar durante qualquer intervalo de tempo.
Durante a produgcadao e armazenamento dos produtos alimenta-
res, existe muitas vezes uma diminuicdo substancial em
numerosos microorganismos vidveis. Por exemplo, a vida
estdvel usual de produtos baseados no leite € calculada no
periodo de tempo anterior a deterioracdo do produto. Quando
microorganismos  probidticos sdo adicionados a estes
produtos, a vida estdvel indicada para o produto pode néao
ser aplicdvel com respeito a entrega do numero desejado de
microorganismos ao intestino para se obter o requerido

efeito benéfico.

Brown et al. reportaram que se ratos ingerem
microorganismos benéficos em conjunto com amido de mais de

alta amilose (um pré-bidético), um maior numero de organis-
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mos benéficos pode ser encontrado nas suas fezes; em "High
amylose maize starch as a versatile prebiotic for use with
probiotic bacteria™ in Food Australia, 50(12) (1998)
603-610. Os seus experimentos indicam que o0s granulos de
amido actuam como agentes de suporte para proteger os
microorganismos das condigdes/stresses hostis no tracto

gastrointestinal.

Outros usos de micrdébios incluem biocontrolo e
biorremediacdo. As preparacgcdes microbianas que incluem
micrébios adequados para estes usos tendo potencial de
crescimento/producao aumentado, ou razdes de sobrevivén-
cila/recuperacdao aumentadas serdo uma vantagem. Por exemplo,
certas estirpes de bifidobactérias e aciddéfilos sao activas
contra Escherichia coli e Salmonella spp o0 que significa
que as bactérias tém aplicacgdes como agentes de Dbiocon-
trolo. Outros micrdébios também tém aplicacgdes de biocon-
trolo - por exemplo, varios fungos e espécies de Bacillus.
Além disso, as pseudomonas sao conhecidas como sendo efica-
zes para a biorremediacdo e a presente invencdo € aplicavel
para a promoc¢ado da sua sobrevivéncia. Um outro micrdbio de

biorremediacao comummente usado é Alcaligenes.

Os presentes inventores fizeram a surpreendente
descoberta de que a inclusdo de amido resistente na forma
de, ou derivado de, amidos contendo fibra dietética, no
meio de crescimento para os microorganismos, pode aumentar
o0 crescimento e producdao dos microorganismos, bem como

aumentam a sobrevivéncia de microorganismos nas preparacdes
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microbianas ou culturas iniciadoras e em alimentos e
produtos de alimentacdo durante a producgdo e ao longo da
vida estdvel destes produtos e melhoram a razdo de
sobrevivéncia dos micrdébios durante o trédnsito através do

tracto digestivo.

Fibra dietética ¢é definida conforme medido pela
BROAC (Association of the Official Analytical Chemistry),
fibra dietética Total Internacional em alimentos: método
gravimétrico enzimatico [Método 985.29]. Assoc. Off. Anal.
Chemists, Official Methods of Analysis, 162 Ed., Arlington
VA., EUA, 1995. Uma outra adicdo do amido resistente as
preparacgdes microbianas apds crescimento do micrdbio também
aumenta ainda a robustez dos micrdébios, conduzindo por
conseguinte a sobrevivéncia aumentada dos microorganismos.
A descoberta € também aplicdvel as preparacdes de biocon-
trolo e biorremediacdo bem como a alimento fermentado pela
adicdo de microorganismos, culturas iniciadoras, visto que
mais culturas iniciadoras robustas também podem ser produ-
zidas pelo crescimento em meio de amido resistente e/ou
adicdo de amido resistente a produtos subsequentes conforme

acima descrito.

REVELAGAO DA INVENGAO

De acordo com um primeiro aspecto da presente
invencao ¢é proporcionado um processo de preparacao de uma
preparagdo microbiana tendo uma razdo de sobrevivéncia/-

recuperacao aumentada num produto, compreendendo O Processo
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o0 crescimento ou cultura de micrdébios em meio baseado em ou
contendo amido resistente e colhendo o0s micrdbios culti-
vados, tendo os micrdbios colhidos uma razao de sobrevi-
véncia/recuperacdo aumentada quando incorporados subsequen-
temente num produto quando comparado com 0s mesmos micrdé-

bios crescidos ou cultivados num meio sem amido resistente.

Preferivelmente, o produto é um alimento, alimen-
tacdo, produto nutracéutico, farmacéutico, de biocontrolo

ou de biorremediacao.

Uma forma de amido resistente particularmente
adequada para a presente invencdo é amido contendo amido
resistente, particularmente amidos de mais de alta amilose

ou materials derivados de amidos de mais de alta amilose.

Foi encontrado que o crescimento em meio baseado
em, ou contendo, amido resistente parece aumentar a capaci-
dade dos micrdébios se ligarem a amido resistente adicional
adicionado ao produto aumentando por conseguinte o poten-
cial de crescimento/producdo, ou a razao de sobrevivén-

cia/recuperacgao aumentada dos micrdbios.

Os micrdébios usados no processo da presente
invencdo ou os micrdébios na preparacdo microbiana melhorada
obtenivel por um processo da presente invencao podem ser
particularmente resistentes a arejamento, corte, secagem
por congelacdo, congelacdo, secagem incluindo alta, média e

baixa actividade em &gua, temperaturas elevadas, tempera-
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turas baixas, pressdo e flutuacgdes de pressdao, pH baixo, pH
alto, 4&cidos da bilis, humidade, osmolaridade alta ou

baixa, sal alto ou suas combinacdes.

Os micrdébios usados no processo da presente in-
vencdo ou a preparacdo microbiana obtenivel por um processo
de acordo com a presente invencdao ¢é particularmente ade-
quada para uso em probidéticos, culturas iniciadoras, agen-

tes de biocontrolo ou de biorremediacao.

De acordo com um segundo aspecto da presente
invencao é proporcionada uma prepara¢dao microbiana contendo
micrébios tendo uma razdo de sobrevivéncia/recuperacdo
aumentada num produto quando comparada com 0S mMEeSmos
micrdébios crescidos ou cultivados num meio sem amido
resistente ©preparadvel pelo processo de acordo com O

primeiro aspecto da presente invencéao.

De acordo com um terceiro aspecto da presente
invencdo € ©proporcionado um produto contendo micrdbios
tendo uma razdo de sobrevivéncia/recuperacdo aumentada
quando comparada com 0s mesmos micrdébios crescidos ou
cultivados num meio sem amido resistente, incluindo o
produto uma preparacdo microbiana de acordo com o segundo

aspecto da presente invencéao.

Preferivelmente, o produto é um alimento, alimen-
tacdo, produto nutracéutico, farmacéutico, de biocontrolo

ou de biorremediacao.
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De acordo com um quarto aspecto da presente
invencao €& proporcionado o uso de amido resistente em meio
de cultura microbiano para produzir micrdébios que gquando
subsequentemente usados num produto apds serem colhidos dos
meios tém uma razao de sobrevivéncia aumentada quando
comparada com o0s mesmos micrdbios crescidos ou cultivados

em meios sem amido resistente.

Uma forma de amido resistente particularmente
adequado para a presente invencdo é amido contendo amido
resistente. Preferivelmente, os amidos tém um conteudo de
amilose de pelo menos 40% (m/m). Numa forma preferida, o
amido é de mais tendo um conteudo de amilose de pelo menos
70% (m/m), pelo menos 80% (m/m) ou pelo menos 90% (m/m). O
amido também pode ser quimicamente, fisicamente ou enzima-
ticamente tratado ou modificado. A modificacdo quimica pode
ser por oxidacdo, ligacado cruzada, eterificacado, esterifi-

cagcao, acidificacao, dextrinizacdao ou suas misturas.

Os amidos também podem ser tratados para aumentar
o contetdo de amido resistente por numerosos meios fisicos
ou gquimicos. Um meio preferido é tratar por aquecimento o
amido na presencga de humidade (tratamento por calor-—-humi-
dade) que pode ser conseguido pPoOr nuUMerosos Processos
incluindo agquecimento sob pressdao negativa, atmosférica ou
positiva sob humidade elevada, ou técnicas de ciclizacéao
através de diferentes temperaturas e pressdes. O agueci-

mento pode ser na ordem de 100 a 180 °C, preferivelmente
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cerca de 120 a 150 °C, e os niveis de humidade de 10 a 80%,
preferivelmente 20 a 60%. Sujeicdo repetida a autoclave e
arrefecimento rdpido também podem ser usados para aumentar
o conteutdo de amido resistente de amidos. Serd apreciado
que estes processos e condicgdes podem ser mudados para
alcancar o aumento desejado do nivel de amido resistente no

amido a ser tratado.

O tratamento também pode ser por extraccido por

solvente para remover gorduras e/ou minerais do amido.

H& uma variedade de microorganismos probidticos
que sao adequados para uso nesta invencao incluindo
leveduras tais como Saccharomyces, e bactérias tais como os
géneros Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, Fusobac-—
terium, Propionibacterium, Streptococcus, Enterococcus,
Staphylococcus, Leuconostoc, Peptostreptococcus e Lacto-
bacillus. A invencdo ndo estd, contudo, limitada a estes

microorganismos particulares.

Preferivelmente, as culturas iniciadoras incluem,
mas sem constituir limitacdo, bactérias de &cido léactico
incluindo lactobacilos, lactococos e estreptococos, leuco-

nostos e leveduras.

Preferivelmente, o0s microorganismos para uso em
produtos de biocontrolo ou biorremediacdao incluem bifido-
bactérias, acidéfilos, fungos, espécies Bacillus, pseudo-

monas e alcaligenos. Serad apreciado, contudo, gque outras
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espécies de microorganismos deverdao ser também candidatos

adequados para uso de acordo com a presente invencéao.

Tais arranjos também podem incluir microorganis-
mos de estirpes ou espécies diferentes, incluindo néo
utilizadores de amido, para interagir e demonstrar cresci-
mento e/ou actividade melhorada no intestino grosso, tracto

nasal ou tracto vaginal.

Numa forma de realizacdo preferida dos primeiro,
segundo, terceiro e quarto aspectos da presente invencao,
as preparagdes microbianas sao culturas i1niciadoras ou
preparacgdes probidticas que podem ser liquidas, congeladas
ou secas. As preparagdes também podem incluir alimentos e
produtos de alimentacdo contendo outros aditivos micro-
bianos. Estas produtos incluem produtos a base de fluidos
ou a base de sdélidos. Os produtos alimentares a base de
fluido incluem produtos a base de leite onde o ingrediente
edivel é um ou mais ingredientes a base de leite incluindo
leite completo, sdélidos de leite, gordura de leite, nata,
leite seco nao gordo, gqualquer outro componente ou derivado
do leite gue possa ser usado em produtos a base de leite,
fluidos a base de leite, extractos de cereal e planta tais
como bebidas & base de soja e aditivos. 0Os produtos
alimentares a base de sdélidos incluem barras de refeicéo
ligeira («snack bars»), cereais de pequeno-almog¢o, pao,
confeitos, ©produtos alimentares extrudidos, barras de
muesli, bolos de passas, biscoitos, peletes alimentares,

produtos alimentares revestidos, comprimidos, aditivos
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alimentares, suplementos para a saude («health supple-

ments») e preparacdes farmacéuticas.

Os produtos alimentares de acordo com o terceiro
aspecto da presente invencdao incluem qualquer produto
alimentar que seja adegquado para conter e entregar micro-
organismos probidéticos. Exemplos incluem, mas sem consti-
tuir limitacdo, materiais alimentares, bebidas de fruta,
gelados de 4&gua, confeitos, revestimentos ou coberturas,
iogurtes, bebidas de iogurte, bebidas nao fermentadas,
bebidas de leite aromatizadas, bebidas de leite modificado,

sorvete cremoso e sobremesas de lacticinios.

Os métodos padrado empregues pela técnica podem
ser usados para preparar produtos alimentares, de alimen-
tacdo, nutracéuticos ou farmacéuticos de acordo com ©
quarto aspecto da presente invencdo. O amido resistente
pode ser adicionado separadamente, em combinacdao com um ou
mais dos ingredientes que fazem parte do produto alimentar.
0O amido resistente quando adicionado separadamente pode
interagir positivamente e/ou sinergisticamente com outros
ingredientes nos produtos alimentares, de alimentacao,

nutracéuticos ou farmacéuticos.

O aumento na razdo de sobrevivéncia dos micrdbios
no produto diz respeito a um aumento em relacdo a razao de
sobrevivéncia esperada do mesmo micrdébio num produto
semelhante que nao contém os micrdébios crescidos em amido

resistente.
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Numa forma preferida, o amido resistente € a gama
Hi-maize™ e Culture Pro™ de produtos de amido resistente. O
amido resistente pode ser usado em meio de crescimento numa
concentracdo de cerca de 0,01 a 10% (m/m) e em subsequentes
adicdes durante a preparacao das preparac¢cdes microbianas e
a produtos alimentares, de alimentacado, nutracéuticos ou
farmacéuticos ligquidos. Preferivelmente o amido resistente
é usado a 0,1 a 5% (m/m) e mails preferivelmente a cerca de
1% (m/m). O amido contendo amido resistente e/ou fibra
dietética pode ser usado em preparac¢des microbianas e a
produtos alimentares, de alimentacao, nutracéuticos ou
farmacéuticos secos e preparacdes microbianas numa con-
centracdo de cerca de 0,1 a 90% (m/m) do produto ou
preparagao total. Preferivelmente, o amido é usado a cerca

de 1 a 10% (m/m).

Foi verificado que o amido resistente é particu-
larmente adequado em alimentos a base de fluido numa
concentracao de 0,1 a 5% m/v, em alimentos a Dbase de
s6lidos de 0,1 a 15% (m/m), e em produtos alimentares,

nutracéuticos ou farmacéuticos de 0,1 a 95% (m/m).

Uma outra vantagem do uso de amido resistente é
que o amido resistente adicional também pode ser adicionado
em qualgquer fase durante o processamento do produto
alimentar, nutracéutico ou farmacéutico. As propriedades do
amido resistente nado sado adversamente afectadas pelos

processos envolvidos na produgcao de produtos processados.
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Uma vantagem distinta é gque nao ha necessidade de adicionar
amido resistente em forma estéril no fim do processo. O
produto pode ser submetido a pasteurizacado ou semelhante
sem preocupacao de afectar adversamente o0s propriedades do

amido.

Conforme wusado nesta descricdo, "amido resis-
tente" inclui as formas definidas como RS1, RS2, RS3 e RS4
conforme definido em Brown, McNaught e Moloney, Food
Australia, 47 (1995) 272-275. Qualgquer dos amidos resis-
tentes modificados ou nao modificados ou suas misturas

podem ser usados na presente invencao.

Em WO 94/03049 e WO 94/14342, sdo revelados
amidos de amilose alta que sao amidos resistentes e incluem
amido de mais tendo um conteudo de amilose de 50% (m/m) ou
mais, particularmente 80% (m/m) ou mais, amido de arroz
tendo um conteudo de amilose de 27% (m/m) ou um amido de
trigo tendo 35% (m/m) ou mais. Além disso, gamas de tamanho
granular particular de amidos tendo um contetdo de amilose
de 50% ou mais e conteudo de amido resistente aumentado,
estes amidos incluindo mais, cevada e legumes. Esta inven-
cdo ndo estd, contudo, limitada a estas formas de amido
resistente. Por exemplo, outras formas de amido resistente
sdo derivadas de fontes tais como bananas e tubérculos tais

como batatas e suas formas modificadas.

Modificagdes quimicas, tais como oxidacao, liga-

cao cruzada, eterificacao, esterificacao, acidificacao,
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dextrinizagdo e semelhantes sao bem conhecidas nesta
técnica como sendo tratamentos quimicos adequados. De modo
semelhante, outras modificac¢des podem ser incluidas fisi-
camente, enzimaticamente ou por outro meio bem conhecido

dos peritos na técnica.

Pode também ser Util modificar o grau de sus-
ceptibilidade a enzima do amido resistente pela alteracéao
da conformagdao ou estrutura do amido. Exemplos incluem
afunamento# por 4acido ou enzima e ligacdo cruzada usando
reagentes difuncionais, tratamento por calor/humidade e
fortalecimento térmico. Modificagdes do amido podem também
ser realizadas por manipulacgdao da natureza cristalina do
amido. Tais métodos de modificagdo sao conhecidos da
técnica e o8 amidos produzidos por estes métodos serao

adequados para a presente invencao.

Preferivelmente, os amidos resistentes sao deri-
vados ou obtidos a partir de milho (mais). Sera apreciado,
contudo, que outras fontes de amido resistente podem ser
usadas na presente invencao. Exemplos incluem cereais do
tipo sorgo, trigo, cevada, aveia e arroz, tubérculos do
tipo batata e tapioca, legumes tais como ervilhas e outros
incluindo amidos derivados de espécies de plantas geneti-

camente modificadas.

Conforme aqui usado, Hi-maize™ e Culture Pro™
referem-se a produtos obtidos a partir de amido de amilose

alta contendo acima de 70% de amilose obtido em Starch
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Australasia Limited. Amidos de amilose alta contendo amido
resistente adequado para a presente invencdo sao descritos

em AU 660560.

Ao longo desta descricdo, a menos gque o contexto
exija de maneira diferente, a palavra "compreendem", ou
variacdes tails como "compreende" ou "compreendendo", sera
entendido como implicando a inclusdao de um indicado elemen-
to, 1nteiro ou passo, ou grupo de elementos, inteiros ou
passos, mas nao a exclusao de qualquer outro elemento,
inteiro ou passo, ou grupo de elementos, inteiros ou

passos.

De maneira a gque a presente invencdo possa ser
mais claramente compreendida, as formas preferidas serao

descritas com referéncia aos exemplos e desenhos seguintes.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

Figura 1 — mostra o crescimento da estirpe D de

Bifidobacterium com e sem amido.

Figura 2 — mostra o crescimento da estirpe E de

Bifidobacterium com e sem amido.

Figura 3 — mostra o crescimento da estirpe C de

Bifidobacterium com e sem amido.

Figura 4 — mostra a sobrevivéncia/recuperacdo de
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micrébios crescidos em amido numa bebida a base de
probidtico avaliada para a estirpe C de Bifidobacterium que
tinha crescido na presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1
(0,25%) + glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou Amido 2

(0,25%) + glucose (0,25%).

Figura 5 — mostra a sobrevivéncia/recuperacao de
micrébios crescidos em amido numa bebida de leite
fermentado do tipo i1ogurte avaliada para a estirpe C de
Bifidobacterium que tinha crescido na presenca de glucose
(0,5%), ou Amido 1 (0,25%) + glucose (0,25%), ou Amido 2

(0,5%), ou Amido 2 (0,25%) + glucose (0,25%).

Figura 6 — mostra a sobrevivéncia/recuperacdo de
micrébios crescidos em amido em sumo de laranja avaliada
para a estirpe C de Bifidobacterium que tinha crescido na
presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1 (0,25%) + glucose
(0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou Amido 2 (0,25%) + glucose

(0,25%) .

Figura 7 — mostra a sobrevivéncia/recuperacdo de
micrébios crescidos em amido numa bebida a Dbase de
probidético com a inclusdao de amido resistente adicional
avaliada para a estirpe C de Bifidobacterium dque tinha
crescido na presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1 (0,25%)
+ glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou Amido 2 (0,25%) +

glucose (0,25%).

Figura 8 — mostra a sobrevivéncia/recuperacao de
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micrébios crescidos em amido num produto de leite fermen-
tado do tipo iogurte com a inclusdao de amido resistente
adicional avaliada para a estirpe C de Bifidobacterium que
tinha crescido na presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1
(0,25%) + glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou Amido 2

(0,25%) + glucose (0,25%).

Figura 9 — mostra a sobrevivéncia/recuperacdo de
micrébios crescidos em amido em sumo de laranja com a
inclusdao de amido resistente adicional avaliada para a
estirpe C de Bifidobacterium que tinha crescido na presenga
de glucose (0,5%), ou Amido 1 (0,25%) + glucose (0,25%), ou

Amido 2 (0,5%), ou Amido 2 (0,25%) + glucose (0,25%).

Figura 10 — mostra a sobrevivéncia/recuperacao
das estirpes expostas a um ciclo de congelacgao-descongela-—
cdao apds crescimento na presenca de amido resistente
avaliada para a estirpe C de Bifidobacterium dque tinha
crescido na presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1 (0,5%),

ou Amido 1 (0,25%) + glucose (0,25%).

Figura 11 — mostra a sobrevivéncia/recuperacao
das estirpes expostas a um ciclo de congelacao-descongela-
cao apds crescimento na presenga de amido resistente
avaliada para a estirpe C de Bifidobacterium dque tinha
crescido na presenca de Amido 1 (0,25%) + glucose (0,25%)

com adicdo de mais Amido 1.

Figura 12 — mostra a sobrevivéncia/recuperacao
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das estirpes expostas a um ciclo de congelacado-descongela-
cao apds crescimento na presenca de amido resistente
avaliada para a estirpe C de Bifidobacterium que tinha
crescido na presenca de Amido 2 (0,5%) com adicdao de mais

Amido 1.

Figura 13 — mostra a sobrevivéncia da estirpe C
de Bifidobacterium crescida na presenca de glucose (0,5%),
ou Amido 1 (0,25%) + glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou
Amido 2 (0,25%) + glucose (0,25%) e em seguida colocada em

varios tipos de iogurtes sem amido adicionado.

Figura 14 — mostra a sobrevivéncia da estirpe C
de Bifidobacterium crescida na presenca de glucose (0,5%),
ou Amido 1 (0,25%) + glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou
Amido 2 (0,25%) + glucose (0,25%) e colocada em varios

tipos de iogurtes sem amido adicionado.

Mopos PARA A REALIZAGAO DA INVENGZO

Os inventores presentes verificaram que a
inclusdao de amido resistente em meios de crescimento
microbiano e facultativamente em estddios subsequentes de
producadao de preparagdes microbianas contendo os micrdbios
crescidos em amido resistente resultou num aumento
surpreendente e 1inesperado na recuperacgao do crescimento
e/ou sobrevivéncia dos micrdébios durante a producdo e

armazenamento das preparacdes e produtos.
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ExEmMp1O 1

A estirpe Lafti™ 13B de Bifidobacterium foi
crescido anaerobicamente num meio de &dgar basal (BM)
suplementado com 1% (m/m) de ou de glucose ou de amido
resistente (Culture Pro™). Apds crescimento, as células
foram colhidas das placas usando salina tamponada por
fosfato (PBS) e aliquotas foram misturadas ou com PBS ou
com PBS contendo o0s gréanulos de amido (10% (m/m)).
Aligquotas das misturas foram secas por congelagdao. A
susceptibilidade das células Lafti™ 13B a pH baixo foi
avaliada pela adigdo das misturas bacterianas antes da
secagem por congelacao re-hidratadas apds a secagem por
congelacado, a tampao de glicina a um pH de 3,5. As células
vidveis foram enumeradas pela determinacdo de unidades
formadoras de coldénias usando placas de Tryptone Yeast
Extract Peptone (TYP) quando adicionadas a pH 3,5 e apds 3
horas. A redugdao de viabilidade ao longo de 3 horas ¢é
apresentada no Quadro 1. Foi notado gque as células
crescidas na presencga de amido foram mais resistentes e que

a inclusadao do amido aumenta ainda a resisténcia.

Quadro 1. Redugdo da viabilidade ao longo de 3 horas

de células de Bifidobacterium

Presenca de amido | Redugao de
apds crescimento |viabilidade

Células crescidas - 26 x 107
em glucose

Células crescidas + 15 x 102
em glucose

Células crescidas - 26
em amido

Células crescidas + 5

em amido
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ExXEMPLIO 2

A estirpe Laftim™ 13B de Bifidobacterium foi
pré-cultivada em caldo Basal (BM) suplementado com 1% (m/v)
de glucose ou de gréanulos de amido de mais de amilose alta
(Culture Pro™). As culturas crescidas anaerobicamente foram
inoculadas (10 pL) em BM de 4&gar ou em caldo, contendo
ambos os meios de 1% (m/v) de glucose ou Culture Pro™. As
placas foram ou inoculadas pontualmente ou por espalhamento
e em seguida incubadas anaerobicamente durante 48 h. Os
crescimentos em caldo ou células colhidas das placas com
espalhamento foram quantificados por enumeracgao das
unidades formadoras de coldnias (CFU). O crescimento em
placas inoculadas pontualmente foi quantificado por medicéao
do tamanho da colénia bem como do tamanho da zona aclarada
em redor da coldénia o que era indicativo da utilizacao do
amido pelas células de Bifidobacterium. Foil notado que
Lafti™ 13B cresceu mais rapidamente em meio contendo amido
quando pré-cultivada usando meio contendo amido e produziu
coldénias maiores e =zonas aclaradas em placas de 4&gar
contendo amido. Além disso, o rendimento foi maior a partir
de meio contendo amido, comparado com meio de glucose, para
células pré-cultivadas nao sé em caldo de controlo

(glucose) mas também em caldo de amido.

Resultados

A recuperacdo de microorganismos vidveis apds
crescimento na presenga de amido foi mais alta e mais

rapida do que em controlos de glucose.
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O crescimento em meio de amido aumentou o rendi-
mento de microorganismos apds exposicdo a condigdes de
stresse, por exemplo, pH baixo, 4&acidos da bilis, &cidos,
calor, humidade, pressao, secagem por congelacao, secagem

por pulverizacao, individualmente ou em combinagao.

A pré-cultura em meio de amido antes do cresci-
mento em meio de amido aumentou a recuperacdo/sobrevivéncia
apds exposicdo a condigdes de stresse conforme acima deli-

neado, bem como aumentou o rendimento.

O crescimento em meio de amido e em seguida a
adigcdao de amido aumentou a resisténcia a condigdes de

stresse conforme acima delineado.

A invencdo ¢é ainda 1ilustrada pelos seguintes
exemplos usando dois amidos contendo amido resistente,
referido como Amido 1 (cerca de 20% (m/m) de amido
resistente) e Amido 2 (cerca de 60% (m/m)) gue eram amidos
de mais de amilose alta granulares, bem como numerosas

estirpes de Bifidobacterium, referidas como estirpes A, B,

C, D, E e F.

ExXEMPIO 3

O crescimento e rendimento da estirpe D de

Bifidobacterium, estirpe E de Bifidobacterium e estirpe C
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de Bifidobacterium na presenca de amido de mais granular
natural foi estudado. A pré-cultura da estirpe foi crescida
em 20 mL de caldo PYG durante 18 horas e usada para
inocular (aliquotas de 0,1 mL) 20 mL de meio de crescimento
PY contendo ou glucose (0,5%), ou Amido 1 (0,5%), ou Amido
2 (0,5%) ou uma mistura de Amido 1 (0,25%) + glucose
(0,25%). As culturas foram incubadas numa cédmara anaerdbica
a 37 °C e amostradas as 0, 4, 7, 12, 24, 41, 48 e 72 horas
para monitorizar o numero de células viaveils determinado
como unidades formadoras de colénias por mL de cultura
(CFU/mL™'). Os resultados apresentados na Figura 1 para a
estirpe D de Bifidobacterium mostram que a 1inclusdo de
Amido 1 (0,25%) junto com glucose (0,25%) resultou em cres-
cimento e rendimento aumentados da estirpe D comparando com
glucose 0,5% isolada. Para a estirpe E de Bifidobacterium
(Figura 2) o crescimento foi mais rdpido em caldo de Amido
2 comparando com o controlo de glucose. O crescimento para
a estirpe E foi também aumentado em caldo de Amido 1 +
glucose comparando com o controlo de glucose. Um padrao de
crescimento e rendimento diferentes para a estirpe C de
Bifidobacterium foi notado. Conforme mostrado na Figura 3,
enquanto a velocidade de crescimento nao foi marcadamente
diferente para os varios caldos, esta estirpe quando
crescida em glucose morria em massa muito rapidamente uma
vez o rendimento médximo estar obtido cerca das 18 horas. A
estirpe manteve um rendimento mais alto gquando Amido 1 ou

Amido 2 foram incluidos.
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ExEMPLO 4

A sobrevivéncia/recuperacdo de micrdbios cres-
cidos em amido em alimentos foi avaliada para a estirpe C
de Bifidobacterium que tinha sido crescida na presenca de
glucose (0,5%), ou Amido 1 (0,25%) + glucose (0,25%), ou
Amido 2 (0,5%) ou Amido 2 (0,25%) + glucose (0,25%). As
células de Bifidobacterium foram recolhidas apds 40 horas
de crescimento anaerdbico e diluidas no produto alimentar
para se produzir aproximadamente 10° CFU por mL de
alimento. Os alimentos ensaiados incluiram sumo de laranija,
uma bebida a base de probidtico e um produto de leite
fermentado do tipo iogurte. Os produtos alimentares conten-
do células da estirpe C de Bifidobacterium foram guardadas
a temperatura ambiente (para condigdes de armazenamento
aceleradas) e amostradas nos dias 0, 1, 2, 5 e 6 para
gquantificar a sobrevivéncia de células da estirpe C de
Bifidobacterium. Dos resultados apresentados na Figura 4, a
sobrevivéncia aumentada da estirpe C na bebida a base de
probidético ocorreu quando a estirpe foi previamente
cultivada na presenca de Amido 1 ou 2. De modo semelhante,
a sobrevivéncia aumentada da estirpe C foi notada no
produto de leite fermentado do tipo iogurte. Para células
crescidas em amido (Figura 5) e em sumo de laranja para

células crescidas em amido (Figura 6).

ExEMPLO 5

A inclusdo de amido resistente adicional a micro-



PE1150577 - 24 -

organismos cultivados na presenga de amido resistente
resultou em sobrevivéncia aumentada quando os microorganis-—
mos foram adicionados a produtos alimentares. Isto foi
investigado usando a estirpe C de Bifidobacterium gue tinha
sido crescida na presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1
(0,25%) + glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%) ou Amido 2
(0,25%) + glucose (0,25%). As células de Bifidobacterium
foram recolhidas apds 40 horas de crescimento anaerdbico e
misturadas com Amido 1 2,5% durante 1 hora. As células mais
grédnulos de amido foram em seguida recolhidas ©por
centrifugacdo e adicionadas ao produto alimentar para
produzirem aproximadamente 10° CFU por mL de alimento. Os
alimentos ensaiados incluiram sumo de laranja, uma bebida a
base de probidético e um produto de leite fermentado do tipo
iogurte. Os produtos alimentares contendo células da
estirpe C de Bifidobacterium foram guardadas a temperatura
ambiente (para condigdes de armazenamento aceleradas) e
amostradas nos dias 0, 1, 2, 5 e 6 para quantificar a
sobrevivéncia de células da estirpe C de Bifidobacterium.
Conforme apresentado na Figura 7, a inclusdo de Amido 1
adicional estendeu a sobrevivéncia das bactérias numa
bebida a base de probidtico sem ter em conta o meio de
crescimento que foi usado e, conforme visto na Figura 8, em
produto de leite fermentado do tipo iogurte. O amido
adicional também estendeu a sobrevivéncia da estirpe C em

sumo de laranja (Figura 9).
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EXEMP1IO 6

Usando a estirpe C de Bifidobacterium, ratos
fémeas de 20 g foram orogastricamente entubados com uma
suspensdo de células colhidas de placas a base de glucose
ou placas a base de Amido 1 ou Amido 2. As suspensodes
bacterianas foram estandardizadas a uma densidade &éptica
consistente correspondendo a aproximadamente 10° por mL de
diluente. As células de Bifidobacterium em amostras fecais
evacuadas recentemente foram enumeradas usando placas de
dgar PAM e a identificacdo foi confirmada usando PCR. As
amostras fecais foram recolhidas as 4, 10, 24 e 48 horas
apds a administracdao da bifidobactéria. Nenhumas células de
bifidobactérias foram detectadas em ratos doseados com
células crescidas em glucose (Quadro 2). 0Os ratos doseados
com a estirpe C crescida em &dgar de Amido 1 tinham
aproximadamente log 7 CFU por grama de peso liquido em
fezes detectadas 4 e 10 horas apds administracao oral. Os
numeros diminuiram nas amostras de 24 e 48 horas mas eram
ainda detectédveis. Quando a estirpe C de Bifidobacterium
crescida em agar de Amido 2 foi orogastricamente doseada a
ratos, aproximadamente log 8 CFU por grama de peso ligquido
de fezes foram detectadas 4 e 10 horas apds administracao,
com uma diminuicdo para as amostras de 24 e 48 horas. Foi
concluido gque o <crescimento em 4&dgar a base de amido
resistente resulta em células de bifidobactéria que eram
mais resistentes a condig¢des in vivo o que deveria incluir
0 Dbaixo pH do estdémago, 4&cidos da bilis e enzimas

pancreaticas.



PE1150577 - 26 -

Quadro 2. Recuperagdo da estirpe C de Bifidobacterium a
partir de fezes evacuadas recentemente de ratos
orogastricamente doseados com células da estirpe
C de Bifidobacterium cque tinham sido cultivadas
em ou agar de glucose, Agar de Amido 1 ou agar de
Amido 2. Os resultados expressos como CFU por

grama de peso liquido de fezes

Tempo apds Agar de Agar de Amido 1 | Agar de Amido 2
dosagem (h) glucose
(CFU por g de peso ligquido)

4 ND 5,8 x 10° 2,5 x 10°

10 ND 2,5 x 10’ 6,0 x 10’

24 ND > 10° > 10°

48 ND > 10° > 10°
ND - nenhuma detectada

ExEMpPLO 7

Foi mostrado gue microorganismos cultivados na
presenga de amido resistente sao mais resistentes a stresse
fisico conforme ilustrado pelo exemplo seguinte no qual
estirpes de bifidobactérias foram expostas a um ciclo de
congelacao-descongelacao apds crescimento na presenca de
amido resistente. A estirpe C de Bifidobacterium que tinha
sido crescida na presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1
(0,25%) + glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou Amido 2
(0,25%) + glucose (0,25%). As células de Bifidobacterium
foram recolhidas apds 40 horas de crescimento anaerdbico e
as amostras foram divididas em duas. Uma porcgao foi
congelada directamente (=20 °C) e a outra porgao foi
misturada com 2Amido 1 (2,5%) durante 1 hora. As células

mais gréanulos de amido foram em seguida recolhidas por
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centrifugacdao e também congeladas a -20 °C. As células de
bifidobactérias vidveis foram quantificadas apdés 0, 1, 2, 3
e 4 ciclos de descongelacdao que envolveram o descongela-
mento das amostras a temperatura ambiente cada dia durante
4 dias. Conforme apresentado na Figura 10, o crescimento na
presenga de amido resistente antes da exposicdo ao stresse
fisico aumentou a sobrevivéncia da bifidobactéria. Além
disso, a adicdo de mais amido resistente antes da
congelagao melhorou ainda a sobrevivéncia das células de

bifidobactérias (Figuras 11 e 12).

EXEMPIO 8

Bactérias crescidas na presenca de amido resis-
tente e subsequentemente secas por congelacao antes de
armazenamento a temperaturas elevadas foram mais resis-
tentes a temperaturas elevadas do que as crescidas na
auséncia do amido. Trés estirpes A, B e D de Bifido-
bacterium foram cada uma crescidas em fermentadores com
controlo de pH. A biomassa celular foi colhida e seca por
congelacdo. O pd seco foi em seguida guardado a 42 °C
durante 7 dias e amostrado diariamente durante 4 dias e em
seguida de novo no dia 7 para quantificar a bifidobactéria
vidvel. Os resultados sao expressos como unidades
formadoras de coldénias por grama de pd seco. Conforme
ilustrado no Quadro 3, as células gue cresceram na presenca
de Amido 1, sobreviveram melhor ou foram recuperadas em
niveis mais altos do que as crescidas na auséncia do amido

resistente.
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Quadro 3. Sobrevivéncia das estirpes A, B e D de Bifidobacterium em incubagdo a 42 °C
Estirpe A Estirpe B Estirpe C
Tempo (d) | Semamido  Com amido | Semamido  Comamido | Semamido  Com amido

( 10,32 10,59 10,58 10,56 10,65 10,58

1 10,30 10,23 10,23 10,40 10,11 10,20

] 5,11 10,11 7,83 10,08 7,76 9,83

3 1,26 10,00 5,00 5,53 5,00 8,53

! 4,60 5,48 4,00 8,08 4,00 3,66

] 0,00 8,04 0,00 0,00 0,00 1,30
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ExXEMPIO 9

A  sobrevivéncia de Clostridium butyricum foi
monitorizada apds crescimento em caldo sem amido adicio-
nado. As células foram colhidas e ressuspensas em tampao de
pH 3,8 contendo Amido 1 (2,5%), Amido 2 (2,5%), celulose
(2,5%) ou Amido 3 (2,5%) e as células viavels resultantes
foram quantificadas apdés 3 horas. Os resultados sao
expressos como percentagem relativa a contagem viavel
inicial. Conforme pode ser visto no Quadro 4, a presenca de
Amido 2 aumentou a sobrevivéncia. A celulose nao protegeu
contra a perda de viabilidade conforme foi notado para o

amido resistente.

Quadro 4. Sobrevivéncia de Clostridium butyricum crescidas
na auséncia de amido resistente e em seguida
combinado com Amido 1, 2 ou 3 (2,5%) suspenso em
tampdo de pH 3,8. A perda de viabilidade foi

monitorizada apdés 3 horas de exposigdo a pH 3,8

Adicdo de amido | Percentagem vidvel apds 3 horas a pH 3,8
Sem amido 80,5
Amido 1 71,3
Amido 2 111,3
Celulose ND
Amido 3 66,0

ND - nenhuma detectada

ExEMPIO 10

Foi mostrado que existe sinergia entre ingredien-
tes alimentares tails como polissacdridos e o efeito aumen-

tado na sobrevivéncia de microorganismos guando crescidos
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na presenga de amido resistente e/ou gquando € incluido
amido resistente adicional com os micrdébios. Isto pode ser
demonstrado pelo crescimento da estirpe C de Bifido-
bacterium na presenca de glucose (0,5%), ou Amido 1 (0,25%)
+ glucose (0,25%), ou Amido 2 (0,5%), ou Amido 2 (0,25%) +
glucose (0,25%). As células de Dbifidobactérias foram
recolhidas apdés 40 horas de crescimento anaerdbico e as
amostras foram divididas em duas. Uma porcao foi wusada
directamente e a outra porgao foi misturada com Amido 1
(2,5%) durante 1 hora. As células isoladas ou as células
mais gréanulos de amido foram em seguida recolhidas por
centrifugagdo e ressuspensas em leites fermentados tipo
iogurte os quais foram em seguida guardados a temperatura
ambiente e amostrados nos dias 0, 1, 2, 5 e 6 para testagem
a bifidobactéria vidvel. Conforme pode ser visto nas
Figuras 13 e 14, existiu uma sinergia demonstrédvel entre a
presenca de polissacarido no iogurte B e o crescimento na

presencga de amido resistente comparando com glucose.

ExEMp1o 11

Foi estabelecido que as células Dbacterianas
fixadas a uma superficie sobrevivem melhor a condigdes de
stresse do que as células nao fixadas. Neste exemplo, foi
verificado que as células de bifidobactérias crescidas em
Amido 1 resistente aderiam duas vezes melhor a granulos de
Amido 1 do gque foi notado para as células crescidas em
glucose. As células da estirpe C de Bifidobacterium cres-
ceram em PYG durante 24 horas e apds colheita por

centrifugacdo foram ressuspensas numa solucdao de Amido 1
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(2,5%) a pH 7,0 ou a pH 2,5. Apds uma hora de incubacédo, a
adesao dos grédnulos de amido foi avaliada e em seguida o pH
foi alterado de 7,0 para 2,5 e também de 2,5 para 7,0. Como
pode ser wvisto no Quadro 5, as células da estirpe C
aderiram bem em pH 7,0 mas nao em pH 2,5 e, quando o pH foi
mudado de 7,0 para 2,5, as células permaneceram fixadas
enquanto existiu um aumento na adesao quando o pH foi

aumentado de pH 2,5 para pH 7,0.

Quadro 5. O efeito do pH na adesdo a Amido 1 da estirpe C

de Biffidobacterium

Medigcdo a 1 h Medigao as 2 h
PH Adesao (%) PH Adesao (%)
7,0 88,8 7,0 86,7
2,5 18,3 2,5 13,4
7,0 88,1 pH muda para 2,5 75,5
2,5 19,51 pH muda para 6,8 72,8
USoSs
(i) As formas de realizacdo especificas da invencao

podem ser aplicadas a situacgdes para as quais podem ser
usados micrdébios probidticos, incluindo o uso como agentes
profildcticos e terapéuticos bem como em alimentos e

composigdes alimentares para beneficio do hospedeiro.

(ii) As formas de realizacado especificas da invencao
podem ser aplicadas a situagdes para as gquais podem ser
usados micrébios probidéticos para aplicagdes no tracto nao

digestivo como os tractos nasal e vaginal.
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(iii) As formas de realizacdo especificas da invencao
podem ser aplicadas a situagdes que se relacionam com O

biocontrolo e biorremediacao.

(iv) Os microorganismos probidéticos podem crescer no
meio a base de amido e ser usados directamente ou combina-
dos com amido adicional apds crescimento. Estas suspensdes
probidéticas podem ser usadas directamente ou apds conge-
lamento e/ou secagem na auséncia ou presenca de outros

aditivos.

(v) Os microorganismos probidticos descritos acima em
(ii) podem ser adicionados a alimentos e alimentacdes quer

durante guer no fim da producgao.

(vi) Em aditamento aos alimentos e alimentacdes
descritos acima em (iii), o amido também podem ser adicio-
nado ao alimento ou alimentacdo antes ou depois da adicao

dos microorganismos probidticos.

(vii) As formas de realizacgdo especificas da invencao
também podem ser aplicadas a microorganismos, incluindo
culturas 1iniciadoras, wusados para producao de alimentos
fermentados em que estes microorganismos sdo crescidos em
meio a base de amido e facultativamente misturados com
amido adicional apds crescimento, congelamento e/ou seca-
gem, aumentando por esse meio a sobrevivéncia dos micré-
bios. Quando estes micrébios sdo adicionados como ingre-
diente, um adicional de amido pode ser adicionado ao ali-

mento antes, durante ou depois da produgao.
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As formas de realizacdo especificas da invencao
cobrem o facto de qgue para muitos microorganismos dife-
rentes, incluindo bactérias probidticas tais como bactérias
de &4cido lactico e bifidobactérias, na presenca de amido
resistente no meio de crescimento podem em preparacdes
sélidas ou liquidas:

aumentar o crescimento e/ou rendimento do microor-
ganismo; e

aumentar a razao de sobrevivéncia ou razao de recupe-
ragdo dos micrdébios em alimentos, alimentos para a saude
(«health foods») dincluindo alimentos nutracéuticos e/ou
funcionais, suplementos para a saude, alimentos e formula-
¢bes alimentares desenhadas para criancas e geriatria,
produtos farmacéuticos, alimentos médicos tais como prepa-
racdes de alimentacao entérica, alimentacdo animal, alimen-
tos para animais de companhia, aquacultura, alimentos e
suplementos para aves, suplementos alimentares para despor-

to e desempenho.

Ainda qgue o0s exemplos proporcionados digam res-
peito principalmente a alimentos e produtos probidticos,
serd apreciado que outros microorganismos Uteis para
aplicacgdes diferentes, por exemplo biocontrolo e biorre-
mediacdo, podem vir a ter potencial crescimento/rendimento
aumentado ou razao de sobrevivéncia/recuperacgao aumentada

no uso.

O crescimento e sobrevivéncia podem ser acen-
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tuados se amido resistente adicional for adicionado aos
microorganismos apds o crescimento e mesmo quando for
adicionado a células <crescidas na auséncia de amido

resistente e que sao subsequentemente misturadas com amido.

Além disso, os microorganismos crescidos na pre-
senca de amido resistente sdo mais resistentes aos stresses
tals como arejamento, corte, congelagdo, secagem, secagem
por congelacao, alta temperatura, baixa temperatura,
flutuacdes de temperatura, flutuacgcdes de pressao, alta
pressao, baixa pressdo, ©pH Dbaixo, pH alto, humidade,

condigdes in vivo.

O amido resistente, incluindo os tipos RS1, RS2,
RS3 e RS4 podem ser amidos naturais contendo amido
resistente e/ou suas modificacgdes incluindo modificacdes
ndao sé guimicas mas também enzimdticas, e/ou suas misturas.
Exemplos de dois amidos diferentes foram usados nos
exemplos mas um perito na técnica apreciard que outras
formas de amido resistente serdo também adequadas para uso

na presente invencgao.

O crescimento/rendimento e/ou sobrevivéncia ou
recuperacdo aumentados acima citados também se aplicam a

producdo e armazenamento de preparacgdes de microorganismos.

Em aditamento, foi surpreendentemente verificada
uma sinergia com outros ingredientes alimentares incluindo

dissacéaridos, oligossacadridos e polissacdridos quando o
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crescimento/rendimento e/ou sobrevivéncia ou recuperagdo de
microorganismos foram monitorizados. Serd apreciado que
outros ingredientes alimentares tais como proteinas e

gorduras podem também actuar sinergisticamente.

Foi também notado que células crescidas em amido
resistente aderem melhor a granulos de amido que por sua
vez assegurard melhor a sobrevivéncia ou recuperacao. Visto
que o amido resistente tem digestibilidade reduzida, sera
apreciado que outros compostos indigeriveis incluindo
proteinas e lipidos poderdo também proporcionar cresci-
mento/rendimento e/ou sobrevivéncia ou recuperacao de

microorganismos.

A técnica anterior tem mostrado que a presenca de
amido resistente em composicgdes probidticas aumenta a
sobrevivéncia dos microorganismos probidéticos durante e
apdés o consumo (AU 687253). Esta patente anterior pelos
requerentes presentes mostra dados usando bifidobactérias
com amido adicional adicionado. Em contraste, a presente
invencdo resulta da descoberta inesperada que as células
crescidas em amido resistente sao mais robustas sem a
adicdo de mais amido. Surpreendentemente, quando  0s
microorganismos crescem na presencga de amido resistente, e
podem ter amido adicional adicionado as células crescidas
em amido, ocorre crescimento/rendimento e/ou sobrevivéncia
ou recuperacao aumentados do microorganismo. Quer dizer, as
células microbianas crescidas na presenca de amido

resistente sdo mais robustas. Além disso, a adicao de amido
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resistente a células crescidas na auséncia de amido podem

aumentar a robustez destas células.

Serd apreciado por pessoas peritas na técnica que
numerosas variacdes e/ou modificacgdes podem ser feitas para
as formas de realizacdo especificas da presente invencao.
As formas de realizacdao presentes sao, por conseguinte,
para serem consideradas a todos os titulos como ilustra-

tivas e nao restritivas.

Lisboa, 14 de Novembro de 2006
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REIVINDICACOES

1. Um processo de preparacao de uma preparacao
microbiana tendo uma razdo de sobrevivéncia/recuperacao
aumentada num produto, compreendendo O pProcesso O cresci-
mento ou cultura de micrdbios em meio baseado em, ou con-
tendo, amido resistente, e colhendo o0s micrdébios culti-
vados, tendo os micrébios colhidos uma razao de sobrevi-
véncia/recuperacdo aumentada quando incorporados subsequen-
temente num produto quando comparado com 0s mesmos micrdé-

bios crescidos ou cultivados num meio sem amido resistente.

2. O processo de acordo com a reivindicagao 2,
em que o produto é seleccionado do grupo constituido por um
alimento, alimentacdo, produto nutracéutico, farmacéutico,

de biocontrolo ou de biorremediacao.

3. O processo de acordo com a reivindicacgdo 2
ou 3, em gue o amido resistente é do tipo RS1, RS2, RS3 ou

RS4.

4, O processo de acordo com a reivindicacédo 2
ou 3, em gque o amido resistente é derivado de amido
seleccionado do grupo constituido por mais, arroz, cevada,

trigo, legumes, batatas e bananas.

5. O processo de acordo com qualguer reivin-

dicacgdo precedente em que o amido resistente é derivado de
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um amido tendo um conteudo de amilose de pelo menos 40%

(m/m) .

6. O processo de acordo com qualgquer reivindi-
cacdo precedente em que o amido resistente é derivado de

amido de mais.

7. O processo de acordo com a reivindicacado 6
em gue o amido de mais tem um contetdo de amilose de pelo

menos 70% (m/m) .

3. O processo de acordo com a reivindicacgao 6
em gque o amido de mais tem um contetdo de amilose de pelo

menos 80% (m/m).

9. O processo de acordo com a reivindicacao 6
em que o amido de mais tem um conteudo de amilose de pelo

menos 90% (m/m).

10. O processo de acordo com qualquer reivindi-
cagao precedente em gue o amido é quimicamente, fisicamente

e/ou enzimaticamente tratado ou modificado.

11. O processo de acordo com a reivindicacao 10
em que a modificacdo quimica pode ser por oxidacao, ligacao
cruzada, eterificacédo, esterificacao, acidificacado, dextri-

nizagdo e suas misturas.

12. O processo de acordo com a reivindicacgao 10
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em que o tratamento fisico é tratamento por calor-humidade
para favorecer ou aumentar o conteudo em amido resistente

do amido.

13. O processo de acordo com a reivindicacao 10
em que o tratamento ¢é por extracgao por solvente para

remover gorduras e/ou minerais do amido.

14. O processo de acordo com qualgquer reivindi-
cacdao precedente em que o amido resistente ¢ usado nos

meios numa concentracdo de 0,01 a 10% (m/m).

15. O processo de acordo com a reivindicacao 14
em que o amido resistente é usado nos meios em 0,1 a 5%

(m/m) .

16. O processo de acordo com a reivindicacao 14

em que o amido resistente é usado nos meios em 1% (m/m).

17. O processo de acordo com qualquer reivindi-
cacao precedente em gue no uso os micrdbios sdao resistentes
a arejamento, corte, secagem por congelagao, congelacao,
secagem incluindo alta, média e baixa actividade em A&agua,
temperaturas elevadas, temperaturas baixas, pressadao e flu-
tuacbes de pressdao, pH baixo, pH alto, &cidos da bilis,
humidade, osmolaridade alta, osmolaridade baixa, sal alto

ou suas combinacodes.

18. O processo de acordo com qualquer reivindi-
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cacado precedente em que a preparagcao microbiana é um pro-
bidético, uma cultura iniciadora, um produto de biocontrolo

ou de biorremediacao.

19. O processo de acordo com a reivindicacao 18
em que o0s micrébios sao microorganismos probidticos dos
géneros seleccionados do grupo constituido por Saccha-
romyces, Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, Fuso-
bacterium, Propionibacterium, Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Staphylococcus, Peptostreptococcus e Lacto-

bacillus.

20. O processo de acordo com a reivindicacao 18
em que os micrdébios sao culturas iniciadoras seleccionadas
do grupo constituido por Dbactérias de &cido léactico in-
cluindo lactobacilos, lactococos e estreptococos, leuco-

nostos e leveduras.

21. O processo de acordo com a reivindicacao 18
em gue o0s micrdébios sdo adequados para uso em biocontrolo e
biorremediacdo sendo seleccionados do grupo constituido por
bifidobactérias, acidéfilos, fungos, espécies de Bacillus,

pseudomonas e alcaligenos.

22. Uma prepara¢dao microbiana tendo uma razdo de
sobrevivéncia/recuperacdao aumentada num produto, guando
comparado com 08 mesmos micrdébios crescidos ou cultivados
num meio sem amido resistente, prepardvel pelo processo de

acordo com qualquer das reivindicacdes precedentes.
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23. Um produto contendo micrdébios tendo uma
razdo de sobrevivéncia/recuperacdo aumentada, quando compa-
rado com o0s mesmos micrdbios crescidos ou cultivados num
meio sem amido resistente, incluindo o produto uma prepa-

ragao microbiana de acordo com a reivindicacéao 22.

24. O produto de acordo com a reivindicacao 23
seleccionado do grupo constituido por um alimento, alimen-
tacdo, produto nutracéutico, farmacéutico, de biocontrolo e

de biorremediacao.

25. 0O produto de acordo com a reivindicacao 24
sendo um alimento, alimentagdao, produto nutracéutico ou
farmacéutico seleccionado do grupo constituido por produtos
alimentares a Dbase de fluido, fluidos a base de 4&gua,
produtos alimentares a base de cereal e planta, produtos
alimentares a base de sdélido, comprimidos, aditivos alimen-
tares, suplementos para a salde e preparacgdes farmacéu-

ticas.

26. 0O produto de acordo com a reivindicacao 25
em que os produtos alimentares a base de fluido incluem
produtos a base de leite onde o ingrediente edivel € um ou
mais ingredientes a base de leite incluindo leite completo,
s6lidos de leite, gordura de leite, nata, leite seco néao
gordo, gqualquer outro componente ou derivado do leite

adequado para uso em produtos a base de leite.
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27. O produto de acordo com a reivindicacao 25
em que o8 produtos alimentares a base de sdlido incluem
barras de refeicdo 1ligeira ou «snack bars», cereais de
pequeno—almoco, pao, confeitos, produtos alimentares extru-
didos, Dbarras de muesli, bolos de passas, Dbiscoitos,

peletes alimentares e produtos alimentares revestidos.

28. 0O produto de acordo com a reivindicacao 24
sendo um produto alimentar adequado para conter e entregar

microorganismos probidticos.

29. 0O produto alimentar de acordo com a reivin-
dicacao 28 seleccionado do grupo constituido por materiais
alimentares, bebidas de fruta, gelados de &agua, confeitos,
revestimentos ou coberturas, ilogurtes, bebidas de iogurte,
bebidas nao fermentadas, Dbebidas de 1leite aromatizadas,
bebidas de leite modificado, sorvete cremoso e sSobremesas

de lacticinios.

30. O uso de amido resistente em meios de cul-
tura microbiana para produzir micrdébios qgque quando subse-
quentemente usados num produto apds serem colhidos dos
meios tém uma razao de sobrevivéncia aumentada guando com-
parada com o0s mesmos micrdébios crescidos ou cultivados em

meios sem amido resistente.

31. O uso de acordo com a reivindicagao 30 em
que o produto é seleccionado do grupo constituido por um
alimento, alimentacdo, produto nutracéutico, farmacéutico,

de biocontrolo e de biorremediacao.
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32. 0O uso de acordo com a reivindicacao 30 ou 31

em que o amido resistente é do tipo RS1, RS2, RS3 ou RS4.

33. 0O uso de acordo com a reivindicacgdao 32 em
que o amido resistente é derivado de amido seleccionado do
grupo constituido por mais, arroz, cevada, trigo, legumes,

batatas e bananas.

34. 0O uso de acordo com qualquer das reivindi-
cacbdes 30-33 em que o amido resistente & derivado de um

amido tendo um conteudo de amilose de pelo menos 40% (m/m).

35. 0O uso de acordo com a reivindicacao 34 em

que o amido resistente é derivado de amido de mais.

36. 0O uso de acordo com a reivindicagao 35 em
que o amido de mais tem um conteudo de amilose de pelo

menos 70% (m/m) .

37. O uso de acordo com a reivindicacao 35 em
que o amido de mais tem um conteudo de amilose de pelo

menos 80% (m/m) .
38. 0O uso de acordo com a reivindicagdao 35 em
que o amido de mais tem um contetdo de amilose de pelo

menos 90% (m/m).

39. 0 uso de acordo com qualquer das reivindi-
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cagcbes 30-38 em gque o amido é qguimicamente, fisicamente

e/ou enzimaticamente tratado ou modificado.

40. O uso de acordo com a reivindicacao 39 em
que a modificacdo quimica é seleccionada do grupo consti-
tuido por oxidacao, ligacao cruzada, eterificacdo, esteri-

ficacao, acidificacao, dextrinizacadao e suas misturas.

41. O uso de acordo com a reivindicacao 39 em
que o tratamento fisico é tratamento por calor-humidade
para favorecer ou aumentar o conteudo em amido resistente

do amido.

42. O uso de acordo com a reivindicacdo 39 em

que o tratamento & por extraccgdo por solvente para remover

gorduras e/ou minerais do amido.

Lisboa, 14 de Novembro de 2006
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