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(57) Resumo: METODO DE PREPARAGAO DE UM PRODUTO
COMESTIVEL E PRODUTO COMESTIVEL A presente invengdo
refere-se a um método para a preparagdo deum produto comestivel
que compreende bolores e/ou leveduras nao viaveis que sao
substancialmente intactas na estrutura e que fornecem um beneficio a
saude, o método compreende submeter os bolores e/ou leveduras
viaveis a pelo menos dois tratamentos sub-letais para obter os bolores
e/ou leveduras nao viavel fornecendo um beneficio a saude, cada
tratamento sub-letal independentemente ndo sendo suficiente para
gerar os bolores e/ou leveduras nédo viaveis.
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“METODO DE PREPARAGAO DE UM PRODUTO COMESTIVEL E PRODUTO
COMESTIVEL”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a produtos comestiveis, em
especial, a produtos comestiveis e bebidas que compreendem os bolores e/ou
leveduras que nao sdo vidveis, mas que ainda sao substanciaimente intactas
na estrutura e que quando administradas em quantidades apropriadas,
fornecem um efeito benéfico, em particular, um beneficio a saude, para o
individuo que as conséme. Em particular, a presente invengéo refere-se a ditos
produtos comestiveis que compreendem tais bolores e/ou leveduras, que foram
submetidos a dois ou mais tratamentos sub-letais.

| ANTECEDENTES DA INVENGAO

A aplicacdo de microorganismos nos produtos alimenticios tem
sido associada aos efeitos na saude, vide, por exemplo, (P. Prtiti e F. Tonelli, J.
of Chemotherapy 113 (2001) 473-493). Em particular, a aplicagéo de bactéria
probidtica & associada aos efei.fos na saude, por exemplo, com relagao ao
bem-estar intestinal, tal como IBS (Sindrome do Intestino lrritavel), redugéo da
ma digestdo da lactose, sintomas clinicos de diarréia, estimulagao imune,
atividade antitumoral e»i'ntensificégéo da ingestdo mineral (A. C. Ouwehand et
al., em Int. Dairy Journal 8 (1998) 749-758). Da mesma maneira, a aplicagéo da
levedura probidtica Saccharomyces boulardii é associada ao tratamento e
prevengdo de diarréia aguda (Kurugol, Acta Pediatri. 2005 94 (1) 44-7) e
persistente (Gaon, Medicina 2003; 63 (4) 293-8) em criangas, amebiase
induzida por antibi6ticos (Mansogr_ — Ghanaei; World J Gastroenterology 2003 9
(8) 1832-3), e infecgdes por Clostridium difficile (Surawicz, Gastroenterology
1998, 96 981-988) e tratamento de manutengéo da doenca de Crohn (Guslandi
Dig. Dis Sci 2000, 45 1462-4).

Em geral, acredita-se que alguns dos efeitos na salde de
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microorganismos probiéticos estdo relacionados as suas propriedades
imunomodulatérias e antiinflamatérias nos locais de mucosa. Estes efeitos na
saude sdo mais proVav'élmente iniciados pelos seus efeitos no sistema imune
das mucosas no ileo e no jejuno. Demonstrou-se que ditos efeitos modulatérios
de microorganismos afetam de maneira benéfica, por exemplo, a resisténcia as
infecgbes, doengas alérgicas e dden_gas inflamatorias intestinais.

E geralmente reconhecido no estado da técnica que a incluséo de
certos bolores e/ou leveduras em produtos comestiveis, tais como produtos
alimenticios, & desejavel para fornecer beneficios a salide no consumo do
produto comestivel. '

Tradicionalmente,, os microorganismos probidticos tém sido
empregados como microorganismos viaveis, a medida que se acreditava que
eles deviam estar no estado viavel para que fornecessem seus efeitos
benéficos a saude.

Entretanto, utilizar épenas bolores e/ou leveduras viaveis possui a
desvantagem de seu uso ser limitado aos produtos comestiveis possuindo
caracteristicas do produto que sdo apropriados para os bolores e/ou leveduras
viaveis e que sdo produzidos pelas técnicas de processamento que sao
apropriadas para tal. Ilstio significa que tais produtos comestiveis sao caros para
preparar e que os métodos de armazenamento de bolores efou leveduras
viaveis e os alimentos que as compreendem s&o complicados, e, portanto,
aumentam ainda os custos dos produtos comestiveis.

Além disso, um problema com o uso de bolores e/ou leveduras
vidveis nos produtos alimenticios estd no fato da formulagdo do produto
precisar ser frequentemente adaptada para assegurar que o carater viavel dos
bolores e/ou leveduras possa ser mantido. Por exemplo, os baixos ou altos
valores de pH para o produto comestivel podem néo ser apropriados, os altos

teores de mineral podem n&o ser possiveis e/ou o produto pode precisar de
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uma atividade de 4gua minima. Isto limita a flexibilidade de formulagdo dos
produtos comestiveis, o que é indesejavel.

Outro possivel problema com o uso de bolores e/ou leveduras
vidveis nos produtos comestiveis & que freqiientemente os produtos irdo
requerer armazenamento em temperaturas relativamente baixas para
assegurar que eles nao sejam fel;mentados ou deteriorados pelos bolores e/ou
leveduras. Se o processo de fermentagdo ocorrer, isto pode acarretar em
produtos que possuem propriedades organolépticas indesejaveis, tais como
estrutura fisica fraca e/ou aroma ruim. Se ocorrer o processo de deteriorégéo,
isto ira gerar produtos inadequados para 0 consumo.

Foi sugerido que a bactéria probidtica ndo precisa estar em um
estado viavel a fim de cbnferir pelo menos alguns dos seus efeitos probidticos a
um individuo que a consome. Por exemplo, A. C. Ouwehand et al., em Int.
Dairy Journal 8 (1998) 749-758 discute os efeitos a satde de produtos lacteos
tratados com bactéria viavel e nao-viavel.

O documento WO 2004/069156 descreve as formulagbes que
compreendem bactérias probidticas inativadas. As bactérias séo inativandas_(por
tratamentos por 'irradiagéo. O estudo pelos mesmos inventores “Tool-like
receptors 9 signa//ing mediates the anti-inflamatory effects of probiotics in
murine experimental colitis”, por Rachmilewitz et al., Gastroenterology 2004,
126: 520 — 528 descreve o que os inventores acreditam ser a teoria por detras
da inativagao e do efeité probiético remanescente.

As referéncias de Rachmilewitz indicam que algumas das
propriedades imunomodulatérias e antinflamatérias importantes  dos
microorganismos probiéticos viaveis podem ser retidas em microorganismos
nao viaveis se eles se tornarem ndo vidveis em certas condigdes. Estas
referéncias sugerem que quando microorganismos que se tornam nao viaveis

em vias convencionais, tais como pasteurizagdo ou esterilizagdo, sua
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integridade estfutural é danificada, o que resulta na rapida desintegragéo dos
microorganismos nao viaveis nas partes proximais do trato intestinal. Em
contraste, os microorganismos néo viaveis de Rachmilewitz que se tornam nao
viaveis pelo uso da radiagao gama sdo relatados por reterem sua integridade
no trato intestinal proximal, o que 'permite a interagao de padrdes microbianos
particulares, neste caso o DNA n&o metilado, com receptores do tipo Toll no
sistema imune das mucosas. Tais interagbes sao entao descritas como
resultando nos efeitos imunomodulatérios e antiinflamatérios descritos.

O documento WO 01/95741 descreve o uso de bactéria
Lactobacillus ndo viaveis em produtos alimenticios. As bactérias Lactobacillus
se tornam nao viaveis pela aplicagdo de uma Unica etapa de processamento e
ao prevenir que o produto alimenticio sofra fermentagao adicional na presenca
da bactéria.

Enquanto ‘é sugerido no estado da técnica que certas bactérias
nédo viaveis possam fornecer pelo menos alguns beneficios a saude uteis, até
agora ndo houve nenhuma insinuagdo no estado da técnica que os bolores
elou leveduras que se tornaram nao viaveis ainda sejam capazes de fornecer
beneficios a saude ao individuo que os consome.

O uso de tal etapa de processamento Uunica para gerar
microorganismos tais como bolores e/ou leveduras nédo viaveis pode possuir
uma ou mais das seguiﬁtes desvantagens:

- a Unica etapa do p.rocessamento pode ser dificil de controlar, tal
que nao é sempre possivel asségurar que a populagdo se torne néo viavel
enquanto mantém a integridade estrutural de bolores e/ou leveduras,

- diferentes condigcbes de processamento podem ser aplicadas
através do todo de um produto alimenticio ou através de uma batelada de tais
produtos, tal que o tratamento & ineficaz ou irregular,

- as condigbes de processamento adversas de uma unica etapa
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podem ser prejudiciais ao produto alimenticio em si,

- as condigbes utilizadas podem limitar a flexibilidade da
formulagao alimenticia ou as condigées de processamento na medida em que a
etapa de processamento (nica precisa atingir condigbes que séao adversas 0
suficiente para gerar bolores e/ou leveduras nao viaveis,

- onde a irradiagdo é utilizada como a Unica etapa de
processamento, isto em geral possui baixa aceitabilidade pelo consumidor ou
ela pode nao ser amplamente permitida ou aceita em diferentes regides.

A presente invengao procura enderegar um ou mais dos

problemas acima.

.DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGAO

Em particular, a presente invengao procura fornecer um método
conveniente e eficaz de fornecer um produto comestivel que 'compréende
bolores e/ou leveduras n&o vidaveis que fornecem beneficios a saude. Em
particular, a presente inveng&o procura fornecer um metodo que possa ser
utilizado para preparar uma ampla variedade de produtos comestiveis: que
compreendem os tipos de bolores e/ou leveduras mencionados acima.

| ‘De modo surpreendente, foi revelado que quando bolores e/ou
leveduras se tornam nao vidveis de uma maneira em que eles permaneg¢am
substanciaimente intactos na eétrutura quando ndo viaveis, eles ainda sao
capazes de fornecer beneficios a saude ao individuo que os consome. Foi
ainda revelado que quando pelo' menos dois tratamentos sao utilizados em
bolores elou * leveduras para gerar nao viaveis, cada tratamento
independentemente ndo sendo suficientes para gerar bactérias nao viaveis em
uma unica etapa, os bolores efou leveduras que se tornam ndo viaveis

fornecem beneficios especialmente bons.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Assim, de acordo com um primeiro aspecto, a presente invengao
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fornece um método bara a preparagdo de um produto comestivel que
compreende bolores e/ou leveduras néo viaveis, cujos bolores e/ou leveduras
sdo substancialmente intactos na estrutura e que fornecem um beneficio a
saude ao individuo que consome os bolores e/ou leveduras, em que o método
compreende submeter os bolores e/ou leveduras viaveis a pelo menos dois
tratamentos sub-letais para obter os bolores e/ou leveduras n&o viaveis
fornecendo um  beneficio a sadde, cada tratamento sub-letal
independentemente nao sendo suficiente para gerar os bolores e/ou leveduras
nao viaveis. |

E preferivel que estés tratamentos sub-letais sejam selecionados
independentemente a partir:de:

(i) aplicagéo de pressao,

(in) ajuste de pH, .

(iif)  ajuste da pressao osmética,

(iv) aquecimento,

(v)  homogeneizagéao,

(vi) ciclos de congelamento — descongelamento,

(vii) secagem por aspersio,

(viii) adicdo de um ou mais agentes que possuem um efeito
fungicida,

(ix) aplicagao de um campo elétrico pulsado. A

E preferivel que o produto comestivel seja um produto alimenticio
ou uma bebida. E preferivel que o beneficio a saude seja um efeito probittico.

E ainda preferivel que os bolores efou leveduras que fornecem dito
beneficio & satde sejam bolores e/ou leveduras néo patogénicos. E ainda preferivel
que os bolores e/ou leveduras retenham padroes microbianos conservados que
possam ser reconhecidos pelos receptores de reconhecimento padrao do sistema

imune, de preferéncia, que os padrées microbianos conservados compreendam
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DNA e/ou constituintes da parede celular.

E ainda preferido que os bolores sejam selecionados a partir do
género Aspergillus, Rhizopus, Mucor e Penicillium e, em especial, as espécies
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Mucor miehei.

Ainda, é preferivel que as leveduras sejam selecionadas a partir
do género Saccharomyces, Debaromyces, Kluyveromyces e Pichia e, em
especial, as espécies Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii.

De preferéncia, o produto comestivel contém entre 10° e 10"
bolores e/ou leveduras por porgéo.

A presente invencgéo fornece diversas vantagens incluindo que os
bolores e/ou leveduras se tornam n&o viaveis, mas permanecem
substancialmente intactbs» na estrutura e retém suas capacidades de modular a
fungdo imune e as respostas inflamatérias. Isto maximiza a retengédo dos
beneficios a saude de bolores e/ou leveduras. O uso de bolores e/ou leveduras
substanciaimente intactos na estrutura nao viaveis apresenta diversas
vantagens incluindo que:

- isto elimina o risco de translocagdo/ infecgdo a partir de
leveduras ou bolores em individuos suscetiveis ou imuno-comprometidos,

- os bolores elou leveduras n3o viaveis podem ser facilmente
incorporados em produtos comestiveis a medida que eles nao requerem
necessariamente condigdes especiais de processamento, manipulagdo ou
armazenamento.

Além disso, uma ou mais das seguintes vantagens também
podem ser obtidas de acordo com a presente invengdo quando o tratamento
compreende pelo menos dois tratamentos sub-letais:

- os dois tratamentos sub-letais poderiam ser realizados em

tempos diferentes durante a preparagao do produto comestivel conforme
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requerido e/ou por diferentes operadores, por exemplo, um pelo fabricante do
produto comestivel & outro pelo consumidor do produto,

- 0 uso de pelo menos dois tratamentos sub-letais fornece
flexibilidade na preparagédo do produto comestivel a medida que néo é
necessario o uso de um Unico tratamento adverso. Isto leva em conta
diferentes etapas a serem selecionadas dependentes do tipo de produto
comestivel e tais etapas podem ser frequientemente selecionadas a partir de
técnicas de processamento convencionais. Além disso, estas podem fornecer
melhores propriedades nutricionais e sensoriais para os produtos comestiveis,

- como diferentes tratamentos subletais podem ser combinados
para gerar os bolores e/ou leveduras néo viaveis, nao & necessario recorrer
somente aos tratamentos que possuem, em geral, baixa aceitagdo do
consumidor, tal como a irradiagao.

Assim, de acordo com um segundo aspecto, a presente invengéo
fornece um produto coﬁestivel capaz de ser obtido de acordo com o primeiro
aspecto da presente invengao.

De preferéncia, o produto comestivel &€ um produto alimenticio ou
uma bebida.

“Bolores ef/ou leveduras probidticos”, conforme utilizado no
presente significa bolores e/ou leveduras que quando administrados em
quantidades apropriadas:conferem um beneficio &4 saide de seu consumidor.

Pelo termo “beneficio a salude”, conforme utilizado no presente,
entende-se melhorar ou manter pelo menos um aspecto da saude de um
individuo. |

Pelo termo “bolores efou leveduras ndo viaveis”, conforme
utilizado no presente, entende-se uma populagdo de bolores e/ou leveduras
que n&o e capaz de replicagdo em qualquer condi¢do conhecida. Entretanto,

deve ser entendido que devido as variagdes bioldgicas normais em uma
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populagdo, uma pequena porcentagem da populagdo (isto &, 5% ou menos)
pode ainda ser viavel e, assim, capaz de replicagdo nas condigdes de
crescimentos adequadas em uma populagéo que é definida de outra maneira
como n&o viavel. A porcentagem de uma populagdo que é viavel pode ser
determinada com o auxilio dos métodos de contagem bem conhecidos no
estado da técnica. Estes métodos empregam, de preferéncia, condi¢bes de
crescimento (meio de crescimento, temperatura, etc) que séo 6timos para o
crescimento de bolores e/ou leveduras testados.

Pelo termo “bolores e/ou leveduras viaveis”, conforme utilizado no
presente, entende-se uma populagio de bolores e/ou leveduras que & capaz de
replicagdo em condigdes apropriadas sob as quais a repiicagéo € possivel.
Entretanto, deve ser entendido que devido as variagdes biolégicas normais em uma
populagdo, uma pequena porcentagem da populagéo (isto €, 5% ou menos) pode
ainda ser nao viavel e, assim, ndo capaz de replicagéo sob aquelas condigdes em
uma populagéo que é definida, de outra maneira, como viavel.

Pelo termo “colocar em contato”, conforme utilizado no presente,
entende-se que os boiores e/ou. leveduras e o produto comestivel ou pelo
menos um de seus ingredientes sdo colocados em contato direto entre si por
quaisquer meios apropriados.

Pelo termo “tratamento sub-letal”, conforme utilizado no presente,
entende-se um tratamento sob o qual uma populacdo de bolores e/ou
leveduras é danificada, mas nao perdeu completamente sua capacidade. de
replicagédo como populagao, tal que isto &, pelo menos em parte, retida ou pode
ser recuperada em condigdes de crescimento apropriadas para aqueles tipos
de bolores e/ou leveduras. A combinagdo de dois ou mais tratamentos sub-
letais de acordo com a presente invencao resulta em pelo menos 95% da
populagdo sendo tornada n&o viavel. De preferéncia, a combinagéo

mencionada acima de tratamentos sub-letais resulta na populagdo de bolores
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elou leveduras sendo tornadas nao viaveis.

Pelo termo “condigdes de crescimento adequadas”, conforme
utilizado no présente, entende-se as condigbes para uma dada cepa de bolor
ou levedura sob as quais a cepa ira replicar e se refere a uma combinagéo de
pH, meio e temperatura onde normalmente uma verséo diluida de dita cepa na
forma viavel (diz-se cerca de 10° bolores e/ou leveduras por grama) iria crescer
a uma densidade de pelo menos 10° bolores efou leveduras por grama dentro
de um periodo normal de crescimento.

Pelo termo “bolores efou leveduras patogénicos”, conforme
utilizado no presente, entende-se bolores e/ou leveduras que sdo capazes de
causar uma infecgdo em um hospedeiro imunocompetente ou que é capaz de
intoxicar tal hospedeiro ‘em condigbes apropriadas.

Pelo termo “bolores e/ou leveduras nao patogénicos”, conforme
utiliiado no presente, entende-se bolores e/ou leveduras que nao sao capazes

de causar uma infecgdo em um hospedeiro imunocompetente ou que néo s&o

-capazes de intoxicar tal hospedeiro em condigbes apropriadas.

Pelo termo “substancialmente intactos na estrutura”, conforme
utilizado no presente, entende-se bolores e/ou leveduras néo viaveis que ainda
estao suficientemente ihtactos para evitar ou atrasar a desintegra¢édo no trato
intestinal distal, permitindo desta forrﬁa a interagao (estruturas conservadas) de
bolores e/ou leveduras nao viaveis com o sistema imune, em particular, o
sistema imune da mucosa.

Pelo termo “por por¢ao”, conforme utilizado no presente, entende-
se a quantidade de um dado produto comestivel e, em especial, a um produto
alimenticio ou uma bebida, que é destinado a ser ou € embalado de modo a ser
consumido em uma Unica ocasiéo. Portanto, o produto também pode ser
embalado como porgdes miuiltiplas.

Pelo termo “compreende”, entende-se como no sendo limitante a
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quaisquer dos elementos subseqiientemente afirmados, mas de preferéncia
para englobar elementos nio especificados de maior ou menor importancia
funcional. Em outras palavras, as etapas, elementos ou opg¢des listados néo
precisam ser exaustivos. Toda vez que as palavras “incluindo” ou “possuindo”
forem utilizadas, estes termos pretendem ser equivalentes a “compreende”
conforme definido acima.

Exceto nos Exemplos operantes e Comparativos, ou onde
indicado explicitamente de outra'.'maneira, todos os numeros neste relatério
descritivo que indicam quantidédes de material ou condigbes de reagao,
propriedades fisicas de materiais e/ou uso devem ser entendidos como
modificados pela palavra “cerca de”. Todas as quantidades estao em peso,
cbm base no peso total:do produto relevante, salvo indicagao em contrario.

Salvo indicagao em contrario, todas as porcentagens estdo em
peso, com base no peso total da composicao.

Para uma explicagdo mais completa do supracitado e outras
caracteristicas e vantagens da p.resente invenc¢ao, deve ser feito referéncia a
seguinte descricdo das realizagties preferidas. As realizagbes preferidas se
aplicam a todos os aspectos d_a presente invencdo e podem ser utilizadas
conforme apropriado para cada aspecto a menos que o contexto 'exijé o
contrario. |

Em principio, qualquer combinagdo de tratamentos que gere
bolores e/ou leveduras nao viaveis, mas que os deixem substancialmente
intactos na estrutura pbde ser utilizado de acordo com a presente invengéo.

Os tratamentos particulares que podem ser utilizados, como um
processo de etapa Gnica para gerar bolores e/ou leveduras nédo viaveis, mas
substancialmente intactos na estrutura, incluem:

- Aquecimento a uma temperatura de 20° C a 25° C acima da

temperatura de crescimento 6tima por entre 5 a 10 minutos,
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- Irradiagéo de 1 a 5 Megarad, por exemplo, utilizando uma fonte
de "’Cs em uma taxa de 8 Gy/ min durante a noite ou condigées similares.

TRATAMENTOS SUB-LETAIS

De acordo com a presente invengao, os bolores e/ou leveduras
que fornecem um beneficio a saide ao individuo que consome os bolores e/ou
leveduras, ou uma mistura de ditos bolores e/ou leveduras e pelo menos um
ingrediente de um produto comestivel, ou um produto comestivel que
compreende tais bolores e/ou leveduras sdo submetidos a pelo menos dois
tratamentos sub-letais durante a preparagdo de um produto comestivel, cada
tratamento sub-letal independenfemente nao sendo suficiente para gerar
bolores e/ou leveduras nao viaveis. Estes tratamentos podem ocorrer antes da
incorporagdo dos bolores e/ou leveduras no produto comestivel, por exemplo,
ao tratar os bolores e/ou leveduras ou uma mistura de bolores e/ou leveduras e
um ou mais ingredientes alimenticios. Da mesma forma, & possivel submeter
os bolores e/ou leveduras ao tratamento sub-letal durante os diferentes
estagios do processo de preparagéao, por exemplo, ao primeiro tratar os bolores
e/ou leveduras e subseqiientemente tratar o produto comestivel contendo os
bolores e/ou leveduras tratados. ‘

Qualquer tratamento sub-letal apropriado pode ser utilizado de
acordo com a presente invengdo. As referéncias Basic aspects of food
preservation by hurdle technology por Leistner., L. Int Journal of Food
Microbiology 55 (2000)\ 181- 186 e Combined methods for food preservation,
por Leistner., L. 1999 efn Handbook of Food Preservation, Shafiur Rahman., M.
(ed.) Marcel Dekker, Nova lorque, EUA, 457-485, descreve tratamentos sub-
letais apropriados que podem ser utilizados e s&o incorporados. como
referéncia no presente. |

Tipicamente, o método emprega pelo menos dois tratamentos

sub-letais, em que pelo menos um tratamento sub-letal, quando aplicado como
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um tratarmenito unico de bolores efou leveduras viaveis reduz a capacidade de
replicagao de ditos bolores e/ou leveduras viaveis em pelo menos 5%.
Consequentemente, o presente método compreende vantajosamente submeter
os bolores e/ou leveduras viaveis a pelo menos dois tratamentos sub-letais,
pelo menos um dos tratamentos sub-letais é capaz de reduzir a capacidade de
replicacdo de bolores e/ou leveduras viaveis (original) em pelo menos 5%, de
preferéncia, em pelo menos 10%. A capacidade de replicagdo de uma
populagdo de bolores e/ou leveduras & adequadamente determinada pelo
método de contagem de bolores e/ou leveduras conforme mencionado acima.

Os inventores revelaram de modo inesperado que os bolores e/ou
leveduras pode se tornar efetivamente nao viaveis ao submeté-los a um
tratamento sub-letal que dificilmente (ou nao) afeta a capacidade de replicagao
e outro tratamento sub-letal que reduz a capacidade de replicagdo de bolores
elou leveduras viaveis (original) em pelo menos 5% (por exemplo, menos de 5
- 50%). Em particular, foi revelado que os bolores efou leveduras podem se
tornar nao viaveis pela combinagdo de um pH baixo que, em si, dificiimente
afeta a capacidade de replicagdo com outro tratamento sub-letal que é capaz
de reduzir a capacidade de replicagdo em pelo menos 5%. De preferéncia,
estes tratamentos sub-letais ocorrem pelo menos parcialmente de maneira
simultanea.

De acordo com uma realizagao particularmente preferida, o presente
método emprega pelo menos dois tratamentos sub-letais que cada um em si é
capaz de reduzir a capacidade de replicagdo de bolores efou leveduras viaveis
(original) em pelo menos 5%, de preferéncia, em pelo menos 10%.

Em outra :realizagéo preferida, o presente método emprega dois
ou mais tratamentos sub-letais que, cada um em si reduz a capacidade de
replicacdo de bolores e/ou leveduras viaveis em ndao mais do que 60%, de

preferéncia, em n&o mais do que 50%. Em uma outra realizagéo preferida, o
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método utiliza dois ou mais tratamentos sub-letais, em que a soma das
porcentagens de redugéao na capacidade de replicagao observadas para cada
tratamento sub-letal ndo excede 60%, de maior preferéncia, nao excéde 50%.
Um exemplo de um método que satisfaz esta exigéncia € um método que
emprega um tratamento sub-letal que gera em si uma redugéo na capacidade
de replicagéo de, por exemplo, 10% e outro tratamento sub-letal que, per se,
gera uma redugéao na capacidade de replicagao de, por exemplo, 5%. Enquanto
que a soma das porcentagens de redugao da capacidade de replicagéo para
estes dois tratamentos sub-letais & apenas de 15%, a combinagdo de ditos
tratamentos de acordo com a presente invengéo gera uma redugédo geral na
capamdade de replicagao de, por exemplo, 95% ou mais.

De acordo .com outras realizagbes vantajosas da presente
ihvengéo, o presente método compreende:

(a) submeter os bolores efou leveduras viaveis que fornecem dito
beneficio a salde a pelo} menos dois tratamentos sub- Ietals e
subseqilentemente colocar em contato os bolores e/ou leveduras n&o viaveis
produzidos, desta forma, com um produto comestivel ou pelo menos um de
seus ingredientés, ou

(b) colocar em contato os bolores e/ou leveduras viaveis que
fornecem dito beneficio a - saude com um produto comestivel e
subseqientemente submeter o produto comestivel que compreende os bolores -
e/ou leveduras viaveis a pelo menos dois tratamentos sub-letais, ou

(c) colocar em contato os bolores e/ou leveduras viaveis que
fornecem dito beneficio a saa_de com pelo menos um ingrediente de um
produto comestivel e subseqilentemente submeter a mistura de bolores e/ou
leveduras viaveis e de ingredientes a pelo menos dois tratamentos sub-letais.

E preferivel que cada uma de duas ou mais etapas de tratamento

sub-letais sejam independentemente selecionadas a partir de:
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() aplicacao de pressao,

(i) ajuste de pH,

(iii)  ajuste da pressao osmética,

(iv) aquecimento,'

(v) homogeneizégéo, |

(vi) ciclos de congelamento — descongelamento,

(vii) secagem por aspersao,

(vii) adigdo de um ou mais agentes que possuem um efeito
fungicida,

(ix) aplicagao de um campo elétrico pulsado.

As condicbes apropriadas alternativas para a realizagéo de cada
uma das etapas sub-letais serdo conhecidas pelo técnico no assunto. E
preferivel que os tratamentbs sub-letais sejam independentemente
selecionados a partir do seguinte:

(i) Aplicagdo uma presséo de 150 MPa a 400 MPa de -30° C
a 25° C por entre 20 a 60 segundos,

(i) Ajuste do pH-a um intervalo de pH 3 a4 oude pH 9 a 10,

(i)  Ajuste da pressdas osmoética pela adicdo de uma
quantidade apropriada de uim sal dé metal alcalino ou alcalino terroso,

(iv)  Agquecimento dé-uma temperatura de 15° C a 25° C, de
preferéncia, de 15° C a 20° C acima ‘da temperatura de crescimento 6tima para
os bolores e/ou Ievedurés por entre 5 a 10 minutos,

(V) Homogeneizagao de 20 a 30 bar (2 x 10° a 3 x 10°%) de 10°
C a 15° C acima da temperatura de crescimento 6tima para os bolores e/ou
leveduras por entre 1 a 5 minutos,

(vi) Submeter a uma etapa de congelamento e subsequente
etapa de descongelamento por entre 5 a 25 ¢iclos,

(vii) Adicdo de uma quantidade apropriada de um ou mais
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agente(s) que ‘p'ossuem' um efeito fungicida e que séo selecionados a partir do
sorbato de sédio, quitinase e $-1,3-glucanase,

(viiiy Aplicagdo de um campo elétrico pulsado utilizando entre 15
a 100 kV/ cm com um comprimento de pulso entre 1 a 10 ys de 10° C a 50° C.

Dos citados acima, os tratamentos de maior preferéncia sao o
tratamento por temperatura, tratafnento por pressao, o ajuste de pH, ciclo de
congelamento — descongelamento e tratamento fungicida.

Outro trafémento sub-letal poderia ser utilizado para o uso da
irradiag@o contanto que o tratamento de radiagéo fosse controlado, tal que um
resultado sub-letal fosse obtido. As condigdes apropriadas para o tratamento
de irradiagdo sub-letal incluem a irradiagéo de 0,1 a 1 Megarad, utilizando uma
fonte de '*’Cs em uma taxa de 8 Gy/ min durante a noite. Entretanto, é
preferivel que os tratamentos -sub-letais de acordo com a presente ihvengéo
nao incluam mais do que um tratamento de irradiagéao sub-letal.

De acordo com uma realizagdo da presente invengdo, 0
fabricante do produto comestivel poderia realizar o primeiro tratamento sub-
letal e o consumidor do produto comestivel poderia realizar o segundo
tratamento sub-letal para o consumo do produto.

BOLORES E/OU LEVEDURAS BENEFICAS

Quaisquer bolores e/ou leveduras que fornecem um beneficio a
satde do individuo que os consome podem ser utilizados de acordo com a
presente invencdo. Estes efeitos benéficos incluem, de preferéncia, as
propriedades modulatorias e antiinflamatoérias.

E preferivel de acordo com a presente invengao que o beneficio a
satde 'seja um efeito probidtico. E especialmente preferivel que as leveduras
sejam leveduras probiéticas. E ainda preferivel que os bolores e/ou leveduras
sejam bolores e/ou leveduras nao patogénicos.

Os bolores e/ou leveduras utilizados de acordo com a presente
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invengéo podem ser quaisquer bolores e/ou leveduras convencionais de grau
alimenticio. | o

Os exemplos de leveduras de grau alimenticio incluem o género
Saccharomyces, Debaromyces, Kluyveromyces e Pichia e, em particular, as
espécies Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae e, particularmente especial, a levedura probidtica
Saccharomyces boulardii.

Os exemplos de bolores de grau alimenticio apropriados incluem
o género Aspergillus, Rhizopus, Mucor e Penicillium e, em especial, as
espécies Aspergillus niger, Aspergi/lus oryzae e Mucor miehei.

Deve ser entendido que qualquer um dos bolores e/ou leveduras
de grau alimenticio mencionados acima podem ser bolores e/ou leveduras
geneticamente modificados.

Vantajosamente, a quantidade de bolores e/ou leveduras nao
viaveis que fornecem um beneficio a saude (ao individuo que consome- 0s
bolores elou leveduras) no produto comestivel &€ de 10° e 10" por porgéo, de
maior preferéncia, de 107 a 10" por porgao, de maior preferéncia, de 10° a 10
por porg¢ao ou-por 100 g de produto. Os tamanhos as porgdes de diversos
produtos sdo dados na Tabela 1.

Os bolores e/ou leveduras utilizados de acordo com a presente
invengdo podem, de acordo com uma realizagao, ser bolores e/ou leveduras
que foram recuperados do. fluxo de residuos de outra operagao de
processamento aliment(cio.

Os bolores e/ou leveduras podem ser colocados em contato com
o produto comestivel ou um ou mais de seus ingredientes por quaisquer meios
apropriados, por exemplo, pela mistura com estes ou sendo aplicada como um
revestimento ao mesmo, ou sozinho ou com outro ingrediente, por exemplo,

como uma solugao. Por exemplo, no processo de fabricagdo de um produto de



10

15

20

25

18

pédaria, os bolores &/ou leveduras nao viaveis pode ser adicionados a massa
de farinha, seguido pelo cOzimento_da massa de farinha no forno para preparar
o produto final. Em outro exenﬁplo, os bolores e/ou leveduras nao viaveis
podem ser adicionados & mistura prévia gelada seguida pela etapa de
tratamento a quente (opcional) e pelo congelamento para produzir uma
sobremesa gelada. Alternativamente, e especialmente onde os bolores e/ou
leveduras foram tornados nado vidveis antes de colocar em contato com o
produto comestivel ou um de seus ingredientes, os bolores e/ou leveduras
pode ser colocados em contato com o produto/ ingrediente por meio de uma
embalagem apropriada. Isto pode ser obtido, por exemplo, ao possuir' 0s
bolores e/ou leveduras nao viéveisv presentes em uma parte da embalagem do
produto (tal como’'um canudo 6.u,tampa do recipiente) tal que o produto/
ingrediente entre em contato com os bolores e/ou leveduras nao viaveis no
egresso do produto da embalagem.

EFEITOS BENEFICOS DOS BOLORES E/OU LEVEDURAS

Os bolores e/ou leveduras nao viaveis de acordo com a presente
invengao estao suficientemente intactos para evitar ou retardar a desintégra¢éo
no trato intestinal distal, permitindo desta maneira a interacdo de seus
denominados pédrées microbianos conservados, tal como constituintes da
parede celular, tal como B-glucanos e DNA néao metilado, com os denominados
receptores de reconhecimento padrdo do sistema imune (mucosa), tal como
receptores do tipo ToII.‘e receptores Nod. Estas interagbes podem resultar na
modulagdo benéfica da funcdo imune que poderia resultar em, por exemplo,
maior resisténcia as infecgdes, supressao das respostas inflamatérias e alivio
ou prevengao de alergiés ou doengas auto-imunes.

PRODUTOS COMESTIVEIS
O produto comestivel de acordo com a presente invengao pode

ser qualquer produto comestivel incluindo os produtos alimenticios e as
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bebidas e suplementos alimentares (que sdo destinados a serem tomados
como suplemento com outros alimentos e n&do se destinam a serem
consumidos como o produto alimenticio per se). Os exemplos de suplementos
alimentares sdo os suplementos vitaminicos e minerais e similares. E
preferivel, de acordo com a presente invengédo que o produto comestivel seja
um produto alimenticio ou uma bebida.

Diferentes tipos de produtos alimenticios podem ser preparados
de acordo com a presente invengao, por exemplo, substituintes de refei¢cdes e
outros produtos a seres utilizados em um programa de perda de peso, sopa de
carne com vegetais, ‘macarrdes, sorvetes, molhos, molhos para salada,
temperos, espalhaveis, tais como margarina, lanches, cereais incluindo os
produtos cereais, tais como mingau, bebidas incluindo bebidas contendo frutas
e/ou vegetais, doces ou decoragéo aromatica, pao e produtos de pao tais como
croutons, biscoitos e outros produtos de padaria, doces, produtos em barra,
chocolate, goma de mascar e produtos lacteos. Os diferentes tipos de bebidas
podem ser preparados de acordo com a presente invengao, por exemplo,
sopas, bebidas prontas para beber e bebidas em p6. As bebidas podem ser
com base em proteina, tais como produtos com base em soja e produtos
lacteos, ou podem ser refrigerantes que ndo sao baseados em proteinas.

‘Para os produtos comestiveis que compreendem leveduras, é
preferivel quet os produtos sejam selecionados a partir de produtos com
base em massa de farinha, tais como paes, produtos cereais fermentados
tais como mingau, kenkey ou mahewu;, bebidas fermentadas que pocdem
ser alcodlicas, tais como cervejas, e produtos lacteos fermentados, tal
como kefir.

A Tabela 1 indica uma série de produtos, que podem A‘ser

preparados de acordo.com a presente invengao, € seu tamanho de porgao

tipica.
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Produto Tamanho da
B o porgéo tipica

Margarina e outros espalhéveis 159
Sorvetes e outros produtos de confeitaria congelados 150 g
Molhos para salada e patés 30g
Produtos em barra e lanches incluindo os produtos substituintes 759
das refeicdes
Bebidas substituintes das refei¢gdes 330 ml
Produtos de bebida em dose, incluindo produtos de bebida em 100 mi
dose com base em frutas e vegetais
Bebidés {bebidas em dbsés .ou be'bi"da‘s ﬁéo substituintes da | 200 ml
refeigao)
Biscoités ‘ 209
logurtes e outras sobrémesas com base em soja ou produto 150g |
lacteo

De acordo com uma realizagdo em que o ajuste de pH é utilizado
como um dos tratamg:htos sub-letais, a presente invengao é especialmente
apropriada para a preparagao de pfodutos comestiveis que possuem um pH
em que os bolores e/ou leveduras que fornecem um beneficio a satude nao sao
normaimente estaveis. Em particular, a presente invengéo pode ser utilizada
vantajosamente para a preparagao de produtos comestiveis que possuem um
pH de 4 ou menos, por e_xemplo, de 3,8 a 2,0, de maior preferéncia, de 3,5 a
2,5, de maior preferéncia, ainda, de 3,3 a 2,8. Os exemplos de tais produtos
s30 as bebidas, por exemplo, alguns refrigerantes, por exemplo, do tipo cola ou
sucos de fruta/ vegetais ou bebidas com base em frutas/ vegetais, tais como
limao ou suco de laranja.

ConseqUentemente_, em outro aspecto a presente invengao se
refere a um produto comestivel que possui um pH de 4 ou menos e feito pelo

método da presente invengao.
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Os produtos coméstiveis podem compreender uma fonte de
fermentacao. Por exemplo, o produto alimenticio da presente inveng¢éo ja pode
ser fermentado antes da adigcdo dos bolores e/ou leveduras de acordo com a
presente invengéo, tal como vegetais em salmoura ou uma variedade de
alimentos nativos.

MARGARINAS E OUTROS ESPALHAVEIS

Tipicamente, estas sdo emulsdes 6leo-em-agua ou agua-em-0leo;
também sao abrangidos os espalhaveis que sé@o substancialmente livres de
gordura. Tipicamente, estes produtos sdo espalhaveis e ndo séo fluidos na
temperatura de uso, por exemplo, de 2 a 10° C. Os niveis de gordura podem
variar dentro de um amplo intervalo, por exemplo, margarinas com muita
gordura com 60 a 90%-'. em peso de gordura, margarina com gordura media,
com 30 a 60% em peso de gordura, produtos com pouca gordura com 10 a
30% em peso de gordura e margarinas livres de gordura ou com muito pouca
gordura, com 0 a 10% em peso de gordura.

A gordura na margarina ou outro espalhavel pode ser qualquer
gordura comestivel, e sédo freqientemente utilizados o éleo de soja, o leo de
colza, o 6leo de girassol e o 6leo de palma. As gorduras podem ser utilizadas
como tal ou na formé modificada, por exemplo, hidrogenada, esterificada,
refinada etc. Outros 6leos apropriados sdo bem conhecidos no estado da
técnica e podem ser selecionados conforme desejado.

O pH de uma margarina ou espalhavel pode vantajosamente ser
de 5,0a6,5.

Os exemplos de espalhaveis que nédo as margarinas sao 0s
espalhaveis de queijo, espalhaveis de doce, espalhaveis de iogurte, etc.

Os ingredientes adicionalmente opcionais de espalhaveis podem
ser os emulsificantes, corantes, vitaminas, conservantes, emulsificantes,

gomas, espessantes etc. O balan¢o do produto normaimente sera a agua.
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Um tamanho tipico péra uma porgéao media de margarina ou outro
espalhavel é de 15 gramas.

PRODUTOS DE CONFEITARIA CONGELADOS

Para o propédsito da presente invengdo, o termo produto de
confeitaria congelado inclui confeitos congelados que contém leite, tal como
sorvete, iogurte gelado, sorvete de frutas, sorbet, pudim gelado e sorvete' de
leite (ice milk), sorvete de agua, granita e purés de fruta congelado.

De preferéncia, o nivel de sélidos no confeito congelado (por
exemplo, aglcar, gordura, aromatizante etc) € mais do que 3% em peso, de
maior preferéncia, de 10 a 70% em peso, por exemplo, de 40 a 70% em peso.

O sorvete ira compreender tipicamente de 2 a 20% em peso de
gordura, de 0 a 20% em peso de adogantes, de 2 a 20% em peso de componentes
de leite sem gordura e componentes opcionais, tais como emulsificantes,
estabilizantes, conservantes, ingredientes aromatizantes, vitaminas, minerais, etc,
sendo o balango de agua. Tipicamente o sorvete sera aerado, por exemplo, 2 uma
expansao de 20 a 400%, em geraI‘, de 40 a 200% e congelado a uma temperatura
de —2 a—200° C, em geral, de — 10 a— 30° C. O sorvete compreende normaimente
calcio em um nivel de cerca de 0,1% em peso.

Um tamanho tipico de uma porgdo média de material de
confeitaria congelado é de 150 g.

* MOLHOS PARA SALADA E PATE

Em geral, os molhos para salada (incluindo maionese) ou patés
séo emulsdes de leo-em-agua. A fase dleo da emulsdo compreende em geral
de 0 a 80% em peso do produto. O nivel de gordura é tipicamente de 10 a 80%
dependendo do tipo de molhos para salada ou patés. Os molhos para salada
com pouca ou nenhuma gordura podem, por exemplo, conter niveis de
triglicerideos de 0, 5, 10, 15% em peso.

Os molhos para salada e patés sdo, em geral, produtos de pH
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baixo possuindo um pH preferido de 2 a 6.

Os molhos para salada ou patés podem conter, opcionalmente,
outros ingredientes, tais c¢omo emulsificantes (por exemplo, gema de ovo),
estabilizantes, acidificantes, biopolimeros, agentes de volume, flavorizantes,
agentes corantes, etc. O balango da composigdo & a &gua que poderia
vantajosamente estar presente em um nivel de 0,1 a 99,9% em peso, em geral,
de 20 a 99% em peso, de maior preferéncia, de 50 a 98% em peso.

Um tamanho tipico para uma porgdo média de molhos para
salada ou patés é de 30 gramas.

LANCHES E PRODUTOS EM BARRA INCLUINDO OS LANCHES SUBSTITUINTES DA

- REFEICAO E AS BARRAS

Estes produtos compreendem freqiientemente uma matriz de
material comestivel em‘que os bolores e/ou leveduras podem ser incorporados.
Por exemplo, a matriz pode ser a base de gordura (por exemplo, chocolate com
manteiga de cacau ou chocolate) ou pode ser a base em produtos de padaria
(pdo, massa de farinha, bolinhos, etc) ou podem ser a base de particulas
aglomeradas (érroz, gréo, nozes, passas, particulas de frutas).

Os ingredientes adicionais podem ser adicionados ao produto tal

como os materiais flavorizantes, vitaminas, minerais, etc.

BEBIDAS SUBSTITUINTES DE REFEICAO E OUTRAS BEBIDAS (INCLUINDO AS DOSES DE
BEBIDAS)

Os bolores e/ou leveduras nao viaveis podem ser vantajosamente

incluidos nas bebidas," por exemplo, sopas, sucos de fruta e/ou vegetais,
refrigerantes, bebidas com base lactea e bebidas com base em soja, etc. As
bebidas vantajosas de acordo com a presente invengao séo bebidas com base
em cha e bebidas substituintes da refeigao. Estes produtos serdo descritos com
mais detalhes abaixo. Sera evidente que niveis e composi¢des similares se

aplicam a outras bebidas de acordo com a presente invengao.
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Para o propé6sito da presente invengdo, o termo “produtos com
base em cha” refere-se a produtos que contém cha ou composigbes
fitoterapicas que substituem o cha, por exemplo, saquinhos de ché,{folha de
cha, saquinhos de cha ﬁtoterépicqs, infusdes de cha, cha em pé, cha
fitoterapico em pé, cha gelado, cha fitoterapico gelado, cha gelado com gas,
infusdes fitoterapicas com gas, etc.

Tipicamente, alguns destes produtos da presente invengao
pbdem precisar de uma etapa de preparagdo pouco antes do consumo, por
exemplo, a fabricagdo de cha corado dos saquinhos de cha, folha de cha,
saquinhos de cha fitoterapicos ou infusdes fitoterapicas ou a solubilizagéo de
cha em p6 ou cha fitoterapico em po. Para estes produtos, é preferivel ajustar o
nivel de bolores e/ou Iéveduras nao viaveis no produto, tal que uma porgéo do
produto final a ser consumido possui os niveis desejados de bolores e/ou
leveduras conforme descrito acima.

Para o ché gelado, cha fitoterapico gelado, cha gelado com gas,
infusdes fitoterapicas com gas, o tamanho tipico de uma porgéo sera de 200
mL. Os produtos de doses de bebida sdo as bebidas que possuem um nivel
concentrado de 'pelo menos um ingrediente ativo tal que elas fornecem o
beheficio completo do ingrediente ativo em um menor volume de bebida, desta
forma, eles.sdo, em geral, fornecidos em menores quantidades do que outros
tipos de bebidas comb uma porgéo Unica, uma porgéo de 100 mL é tipica para
os produtos em doses.

As bebidas substituintes das refeigdes s&o tipicamente baseadas
em uma base liquida que pode, por exemplo, ser espessada por meio de
gomas ou fibras e, na dual sdo adicionados coquetéis de minerais e vitaminas.
A bebida pode ser aromatizada no sabor desejado, por exemplo, sabor de fruta
ou chocolate. Um tamanho de porgéo tipica pode ser de 330 mL.

Para os produtos que s&o extraidos para obter o produto final, em
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geral, o objetive é assegurar que uma porgdo compreenda as quantidades
desejadas conforme indicado acima. Neste contexto, deve ser avaliado que
normalmente, apénas parte dos bolores e/ou leveduras nao viaveis presentes
no produto a base de cha a ser extraido sera eventualmente extraido na bebida
de cha final. Para compensar este efeito, em geral, é desejavel incorporar nos
produtos a serem extraidos, cerca de 2 vezes a quantidade que & desejavel
obter no extrato.

Para a folha de cha ou os saquinhos de cha, tipicamente, de 1a 5
gramas dé cha seria utilizado para preparar uma Gnica porgao de 200 mL.

Sé 0s saquinhos de cha séo utilizados, os bolores e/ou leveduras
podem ser vantajosamenite. incorporados no componente de cha. Entretanto,
sera levado em consideragao que para algumas aplicagbes, pode ser vantajoso
separar os bolores e/ou leveduras n&o-vidveis do cha, por exemplo, pela
incorporagao dos mesrﬁos em um compartimento separado do saquinho de cha
ou pela aplicagdo dos mesmos sobre o papel do saquinho de cha.

Biscoitos

Os biscoitos de acordo com a presente invengdo podem ser de
qualquer tipo: conforme desejado. Os ‘bolores efou leveduras nado viaveis de
acordo com a presente invengéo podem ‘'ser incluidos como parte dos biscoitos
ou’ como uma- decora¢io, revestimento ou preenchimento para tal. Um

tamanho de porgao tipico para um biscoito é de 20 g.

IOGURTE E OUTRAS SOBREMESAS cOM BASE EM SOJA OU PRODUTO LACTEO
@) iogurté_ou outras sobremesas com base em soja ou produto
lacteo, de acordo com a presente invengdo podem ser de qualquer tipo
conforme desejado. Estes produtos podem ser fermentados por outros bolores
elou leveduras do que por bolores e/ou leveduras-nao viaveis de acordo com a
presente inven¢éo."Altérnativamente, eles podem, pelo menos em parte, ser

fermentados pelos bolores e/ou leveduras 'benéficos -de-acordo com a presente



10

15

20

25

26

invencao, antes de eles se tornarem n&o vidveis. Um tamanho de porgéo tipico
para estas sobremesas.é de 150 g.

A presente invengido sera agora ilustrada adicionalmente com
referéncia aos exemplos seguintes. Os exemplos adicionais dentro do escopo
da presente invengao serao evidentes ao técnico no assunto.

- EXEMPLOS
ExempLo 1

Os bolores e/ou leveduras das espécies selecionadas que
possuem beneficios - a4 saude (por exemplo, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces: fragilis, Pichia pastoris, ~Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces:boulardii, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae € Mucor miehei)
podem ser expostos a dois ou mais de diversos tratamentos sub-letais que, em
combinagio, geram nao:vidveis sem perder todas de suas caracteristicas
probiéticas.

Os bolores e/ou leveduras viaveis em uma concentragao de 10° a
108 cfu/ mL podem;

(1) permanecer nao tratados (controle positivo), ou

(2) ser incubados a 100° C por 30 minutos (controle negativo), vou

(3) ser expostos as seguintes combinagdes de tratamentos sub-
letais;

3.1 — aquecer a uma temperatura de 15° C ou 25° C acima da
temperatura de crescirr{en'to 6tima por' 5 minutos, seguido pela adi¢éo direta de
pelo menos uma quitinase entre 1 e 10 ppm, entre 0,9 mM e 5 mM de sorbato
de sddio ou entre 1 e 10 ppm de B-1,3-glucanase, ou

3.2 - aduecer a uma temperatura de 15° C ou 25° C acima da
temperatura de crescimento 6tima por 5 minutos, seguido pela aplicagéo direta
de uma pressao de 150 MPa e 400 MPa a 5° C por 20 a 60 segundos, ou

‘3.3 — aquecer a uma temperatura de 15° C ou 25° C acima da
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temperatura de crescimento 6tima por 5 minutos, seguido pela aplicagéo direta
de um campo elétrico pulsado utilizando entre 56 e 100 kV/ cm com um
comprimento de pulso entre 1 e 10 us a 10° C, ou

3.4 — adicdo de pelo menos uma quitinase entre 1 e 10 ppm,
entre 0,9 mM e 5 mM de sorbato de sédio ou entre 1 e 10 ppm de $-1,3-
glucanase, seguido diretamente pela aplicagdo de uma presséo entre 150 MPa
e 400 MPa a 5° C por 20 a 60 segundos, ou

3.5 — adi¢do de pelo menos uma quitinase entre 1 e 10 ppm, entre 0,9
mM e 5 mM de sorbato de sodio ou entre 1 e 10 ppm de B-1,3-glucanase, seguido
diretamente pela aplicagéo de um campo elétrico pulsado utilizando entre 15 e 100
kV/ cm com um comprimento de pulso entre 1 e 10 psa 10° C.

. Seguindo qualquer uma das duas combinagbes das etapas de
tratamento sub-letal 3,1 a 3,5 acima e os tratamentos controle 1 e 2, os bolores
elou leveduras podem ser contados por uma série de diluigdes em um meio de
diluicdo apropriado, seguido pelo plagueamento em meio Agar seletivo por
cerca de 24 a 48 horas a 30° C, para estimar o nimero residual de unidades
formadoras de coldnias e verificando, assim, a eficiéncia da geragao de bolores
elou leveduras nao viaveis. Outras aliquotas podem ser utilizadas para avaliar
a integridade do DNA, por exemplo, por eletroforese em gel de agarose ou por
outros meios apropriados conhecidos pelos técnicos no assunto e/ou aliquotas
podem ser utilizadas® para comparar a atividade imunomoduladora das
diferentes preparagdes de bolores e/ou leveduras.

Um exemplo de avaliar a atividade imunomoduladora é incubar as
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) derivadas do sangue de
voluntarios humanos por diversos periodos (24 a 48 horas) com diluicdes em
série de diferentes preparagées de bolores e/ou leveduras, ou com 0,1 a 10 ug/
mi de DNA isolado de varias preparagées de bolores e/ou leveduras. Os

eventos de sinalizagdo acionados pela interagéo destas preparagbes com 0
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PBMC humano recentemente isol.ado, podem ser avaliados como a ativagdo de
diversas quinases, translocacdo de NFkB ou pelos efeitos a jusante
(downstream) resultantes, tal como a produgéo de citocina.

Apesar de que seja reconhecido que a sensibilidade de diferentes
espécies de bolores e/ou leveduras para combinacgdes distintas de tratamentos
sub-letais possa variar, o ensinamento geral € que os bolores e/ou leveduras
tratados com calor (tratamento 2 acima) e os bolores efou leveduras tratados
de acordo com a presente invengdo (tratamentos 3,1 a 3,5 acima) se tornam
néo viaveis. Além disso, os bolores e/ou leveduras nao tratados (tratamento 1)
e os bolores e/ou leveduras tratados de acordo com a presente invengao
(tratamentos 3,1 a 3,5 acima) retém pelo menos um pouco do efeito medulador
na atividade do PBMC humano. Isto indica que os bolores e/ou leveduras
submetidos aos tratamentos sub-letais de acordo com a presente invengéo
(tratamentos 3,1 a 3,5 'acima) podem Vexeréer‘ efeitos benéficos quando
administrados no contexto de um produto alimenticio sem trazer todos os
problemas associados com a utilizagdo de bolores e/ou leveduras vivos.
Entretanto, este ndo é o caso de quando os bolores e/ou leveduras se tornam
ndo viaveis pelos tratamentos letais, tal como um tratamento a “quente

convencional (tratamento 2).
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REIVINDICACOES
1. METODO DE PREPARAGAO DE UM PRODUTO

COMESTIVEL, caracterizado pélo fato de que compreende bolores e/ou
leveduras n&o viaveis, cujos bolores e/ou leveduras sao substancialmente
intactos na estrutura e que fornecem um beneficio a satde ao individuo que
consome os bolores e/ou leveduras, em que o método compreende submeter
os bolores e/ou leveduras viaveis a pelo menos dois tratamentos sub-letais
para obter os bolores e/ou leveduras n&o viaveis fornecendo um beneficio a
saude, cada tratamento sub-letal independentemente nao sendo suficiente para
gerar os bolores e/ou leveduras néo viaveis.

2. METODO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende submeter os bolores e/ou leveduras viaveis a
pelo menos dois tratamentos sub-letais, pelo menos um dos tratamentos sub-
letais € capaz de reduzir a capacidade de replicagéo de bolores e/ou leveduras
viaveis em pelo menos 5%, de.preferéncia em pelo menos 10%.

3. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que compreende submeter os bolores e/ou
leveduras viaveis a pelo menos dois tratamentos sub-letais, em que a soma
das porcentagens de redugdo na capacidade de replicagdo observada para
cada tratamento sub-letal ndo excede 60%.

4, ME"TODO, de acordo com uma das reivindicagbes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que o produto comestivel € um produto alimenticio
ou uma bebida.

5. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que o beneficio a saide é um efeito probidtico.

6. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 5,
caracterizado pelo fatq de que os bolores e/ou leveduras sdo bolores efou

leveduras nao patogénicos.
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7. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes de 1 a
6, caracté'rizadé.pelo fat'é de que os bolores e/ou leveduras retém padrbes
microbianos conservados que podem ser reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento padrao do sistema imune.

8. METODO, de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizado
pelo fato de que os padrdes microbianos conservados compreendem DNA e/ou
constituintes da parede celular.

9. METODO, de acordo com uma das reivindicagées 1 a 8,
caracterizado pelo fato de que os bolores séo selecionados a partir do género
Aspergillus, Rhizopus, Mucor e Penicillium. |

10. © METODO, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado
pelo fato de ique as‘espécies de bolores sdo selecionadas a partir de
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e Mucor miehei.

11.  METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 10,
caracterizado pelo fato de que as leveduras sdo selecionadas a partir do
género Sacchéromyces; Debaromyces, Kluyveromyces e Pichia.

12. METODO, de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizado pelo fato de que as espécies de leveduras sado selecionadas a
partir de Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii.

13.  METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 12,
caracterizado pelo fato de que o produto comestivel contém entre 108 e 10"
bolores e/ou leveduras por porgéao. 4

14. METODO, de acordo uma das reivindicagées 1 a 13,
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) submeter os bolores e/ou leveduras viaveis que fornecem dito
beneficio a satde a pelo menos dois: tratamentos sub-letais e

subseqiientemente colocar em contato os bolores e/ou leveduras ndo viaveis
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produzidos, desta forma, com um produto comestivel ou pelo menos um de
seus ingredientes, ou

(b) colocar em contato os bolores elou leveduras viaveis que
fornecem dito beneficio a salde com um produto comestivel e
subseqiientemente submeter o produto comestivel que compreende os bolores
e/ou leveduras viaveis a pelo menos dois tratamentos sub-letais, ou

(c) colocar em contato os bolores e/ou leveduras viaveis que
fornecem dito beneficio a satde com pelo menos um ingrediente de um
produto comestivel e subsequentemente submeter & mistura de bolores e/ou
leveduras viaveis e de ingredientes a pelo menos dois tratamentos sub-letais.

15. METODO, de acordo uma das reivindicagdes 1 a 14,
caracterizado pelo fato de que cada um dos dois ou mais tratamentos sub-
letais & selecionado independentemente a partir de:

()  aplicagao de pressao,

(i) ajuste de pH,

(i)  ajuste da pressao osmotica,

(iv)  aquecimento,

(v) homogeneizagao,

(vi) ciclos de congelamento — descongelamento,

“(vii) - secagem por aspersao,

(vii) adigdo de.um ou mais agentes que possuem efeito fungicida,

(ix) aplicagdo de um campo elétrico pulsado.

16. METODO, de acordo uma das reivindicagdes 1 a 15,
caracterizado pelo fato de que cada um dos dois ou mais tratamentos sub-
letais & selecionado indépendentemente a partir de:

(i) Aplicacao uma pressao de 150 MPa a 400 MPa de -30° C
a 25° C por entre 20 a 60 segundos,

(i) Ajuéte do pH a um intervalo de pH 3 a 4 oude pH 9 a 10,
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(i) Ajuste da pressdo osmotica pela adicdo de uma
quantidade apropriada de um sal de metal alcalino ou alcalino terroso,

(ivy  Aquecimento de uma temperatura de 15°C a 25°C acima
da temperatura de crescimento 6tima para os bolores e/ou leveduras por entre
5 a 10 minutos,

(v Homogeneizagéo de 20 a 30 bar (2 x 10% a 3 x 10°%) de
10°C a 15°C acima da temperatura de crescimento 6tima para os bolores e/ou
leveduras por entre 1 a 5 minutos,

(vi) Submeter a uma etapa de congelamento e subseqlente
etapa de descongelamento por entre 5 a 25 ciclos,

“(vii) Adicdo de uma quantidade apropriada de um ou mais
agente(s) que possuem .um efeito fungicida e que séo selecionados a partir do
sorbato de sédio, quitinase e 3-1,3-glucanase,

(viii) Aplicagdo de um campo elétrico pulsado‘ utilizando entre 15
a 100 kV/ cm com um comprimento de pulso entre 1 a 10 ps de 10° C a 50° C.

17. PRODUTO COMESTIVEL, caracterizado pelo fato de ser
capaz de ser obtido pelo processo conforme descrito em uma das
reivindicagdes de 1 a 16.

18. PRODUTO COMESTIVEL, de acordo com a reivindicagéo
17, caracterizado pelo fato de que dito produto € um produto alimenticio ou

uma bebida.
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_ REsumo
“METODO DE PREPARAGAO DE UM PRODUTO COMESTIVEL E PRODUTO
COMESTIVEL”

A presente invengao refere-se a um método para a preparacéo de
um produto comestivel que compreende bolores elou leveduras nao viaveis
que sdo substancialmente intactas na estrutura e que fornecem um beneficio a
satde, o método compreende submeter os bolores e/ou leveduras viaveis a
pelo menos dois tratamentos sub-letais para obter os bolores e/ou leveduras
nao viavel fornecendo um beneficio a séade, cada tratamento sub-letal
independentemente nao sendo suficiente para gerar 0s bolores elou leveduras

ndo viaveis.
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