(11) Namero de Publicagao: PT 1993576 E

inote

R
FRIFTNED

(51) Classificacao Internacional:
A61K 35/74 (2015.01) A23L 1/29 (2015.01)
A23L 1/30(2015.01) A23C 21/02 (2015.01)

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(22) Data de pedido: 2007.03.07 (73) Titular(es):
NESTEC S.A.
(30) Prioridade(s): 2006.03.07 EP 06110805 AVENUE NESTLE 55 1800 VEVEY CH
(43) Data de publicagéo do pedido: 2008.11.26 (72) Inventor(es):
MORGAN FRANGOIS FR
. NORBERT SPRENGER CH
(45) Data e BPI da concessdo: 2015.10.21 RAFAEL BERROCAL oH
016/2016 MARCEL BRAUN CH
CHRISTINE CHERBUT CH

(74) Mandatario: A }
ANTONIO INFANTE DA CAMARA TRIGUEIROS DE ARAGAO
RUA DO PATROCINIO, N¢ 94 1399-019 LISBOA PT

(54) Epigrafe: MISTURA SIMBIOTICA

(57) Resumo: B

ESTA INVENCAO REFERE-SE A UMA PREPARACAO COMPREENDENDO UMA ESTIRPE
BACTERIANA PROBIOTICA E UMA MISTURA PREBIOTICA COMPREENDENDO 5-70% EM PESO
DE, PELO MENOS, UM OLIGOSSACARIDO N-ACETILADO SELECIONADO DO GRUPO
COMPREENDENDO GALNAC&#913;1,3GAL&#914;1,4GLC E
GAL&#914;1,6GANAC&#913;1,3GAL&#914;1,4GLC, 20-95% EM PESO DE, PELO MENOS, UM
OLIGOSSACARIDO NEUTRO SELECIONADO DO GRUPO CONSISTINDO EM GAL&#914;1,6GAL,

GAL&#914;1,6GAL&#914;1,4GLC GAL&#914;1,6GAL8&#914;1,6GLC,
GAL&#914;1,3GAL&#914,1,3GLC, GAL&#914;1,3GAL&#914;1,4GLC,
GAL&#914;1,6GAL&#914;1,6 GAL&#914;1,4GLC, GAL&#914;1,6GAL&#914;1,3GAL&#914;1,4GLC

GAL&#914;1, 3GAL&#914;1,6GAL&#914;1,4GLC E GAL&#914;1,3GAL&#914;1,3GAL&#914;1,4GLC E
2-50% EM PESO DE, PELO MENOS, UM OLIGOSSACARIDO SIALILADO SELECIONADO DO
GRUPO CONSISTINDO EM NEUAC&#913;2,3GAL&#914;1,4GLC E
NEUAC&#913;2,6GAL&#914;1,4GLC. A INVENGAO DIRIGE-SE A PRODUTOS ALIMENTARES
COMPREENDENDO A REFERIDA PREPARAGAO E A UTILIZACAO DA PREPARAGCAO NA
PREVENGAO E TRATAMENTO DE INFEGOES.



RESUMO

“MISTURA SIMBIOTICA”

Esta invencdo refere-se a uma preparacdo compreendendo uma
estirpe bacteriana probidtica e uma mistura prebidtica
compreendendo 5-70% em peso de, pelo menos, um oligossacéarido
N-acetilado selecionado do grupo compreendendo
GalNAcoal, 3GalPRl,4Glc e GalPl,6GaNAcal, 3GalPl,4Glc, 20-95% em

peso de, pelo menos, um oligossacadrido neutro selecionado do

grupo consistindo em GalPl, 6Gal, GalPl, 6Galpl, 4Glc
GalBl, 6GalPl, 6Glc, GalfBl,3Galpl, 3Glc, GalBl,3GalRl,4Glc,
GalPl, 6Galpl, 6Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

GalPl,3Galpl,6GalPRl,4Glc e Galpl,3Galpl,3GalRl,4Glc e 2-50% em
peso de, pelo menos, um oligossacarido sialilado selecionado do
grupo consistindo em NeuAcoaZ,3Galfl,4Glc e NeulAco2,6Galffl,4Glc.
A invencdo dirige-se a produtos alimentares compreendendo a
referida preparacdo e a utilizacdo da preparacgdo na prevengao e

tratamento de infecdes.



DESCRICAO

“MISTURA SIMBIOTICA”

Campo da invengéo

Esta 1invencéo refere-se a preparacgdes compreendendo um
probidético e uma mistura prebidética gque ¢é especificamente
concebida para melhorar a eficiéncia e a eficdcia do probidtico

e a produtos alimentares compreendendo a referida preparacao.

Antecedentes da invengéo

O cdélon humano é colonizado com uma vasta gama de bactérias
que possuem efeitos positivos e negativos na fisiologia do
intestino, assim como possuil outras influéncias sistémicas. Os
grupos predominantes de bactérias encontrados no cdlon incluem
bacterdides, bifidobactérias, eubactérias, clostridia e
lactobacilos. As bactérias presentes possuem atividades
varidveis em resposta a disponibilidade do substrato, potencial
redox, pH, tensdo de 0, e distribuicdo no cdélon. Em geral, as
bactérias intestinais podem ser divididas em espécies que podem
potencialmente exercer efeitos prejudiciais ou benéficos no
hospedeiro. Os efeitos patogénicos (que podem ser provocados por
clostridia ou bacterdides, por exemplo) incluem diarreia,
infecoes, danos no figado, carcinogénese e putrefacéo
intestinal. Os efeitos promotores de salde podem ser provocados
pela inibigdo de crescimento de, e colonizagdo pelas, bactérias
prejudiciais, estimulacédo de funcgdes imunitdrias, melhoria da
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digestdo e absorgdo de nutrientes essenciais e sintese de
vitaminas. E desejavel um aumento nos nuUmeros e/ou atividades de
espécies bacterianas, tais como Bifidobacterium e Lactobacillus

que podem possuir propriedades promotoras de saude.

No passado recente, determinadas estirpes de Dbactérias
atrairam atengdo consideravel devido a se ter verificado que
apresentam propriedades valiosas para o homem, se ingeridas. Em
particular, estirpes especificas do género Lactobacilli e
Bifidobacteria verificaram-se ser passiveis de colonizar, pelo
menos transientemente, a mucosa intestinal, de reduzir a
capacidade de Dbactérias patogénicas aderirem ao epitélio
intestinal, de possuir efeitos imunomoduladores e de assistir na
manutencao do bem-estar. Essas bactérias sao normalmente

designadas probidticos.

Foram realizados extensos estudos para identificar novas
estirpes probidticas. Por exemplo, nos documentos EP 0199535,
EP 0768375, WO 97/00078, EP 0577903 e WO 00/53200 divulgam-se
estirpes especificas de lactobacilos e Dbifidobactérias e seus

efeitos benéficos.

Um probidtico pode ser definido como um suplemento
alimentar microbiano vwvivo que afeta Dbeneficamente o animal
hospedeiro melhorando o seu equilibrio microbiano intestinal.
Demonstrou-se que determinadas estirpes de Lactobacilos e
Bifidobactérias, tais como, por exemplo, Lactobacillus paracasei
CNCM I-2116, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, Bifidobacterium
lactis BBl2 ®, Bifidobacterium longum ATCC BAA-999 Lactobacillus
reuteri ATCC 55730 e Bifidobacterium breve M-16V ® possuem estas
propriedades. Esses lactobacilos e bifidobactérias probidticos

sdao, normalmente, adicionados a alimentos humanos, tais como
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produtos 1lacteos fermentados. Sabe-se que probidéticos possuem,
geralmente, um efeito profildtico e terapéutico em infecdes
patogénicas do trato gastrointestinal, tais como as provocadas
pelas espécies Clostridia e  Salmonella, por exemplo. No
documento EP 904784 & proposto utilizar uma combinacdo de trés
tipos diferentes de probidético para o tratamento de disturbios
gastrointestinais. Mails recentemente, fol sugerido que algumas
estirpes probidéticas podem também ser eficazes na prevencado e
tratamento de infegdes do trato respiratério superior (British

Medical Journal 2001, 322:1-5).

Tanto quanto se refere especificamente a bebés,
imediatamente antes do nascimento, pensa-se que o trato
gastrointestinal de um bebé ¢é estéril. Durante o processo de
nascimento, este encontra bactérias do trato digestivo e pele da
mde e comeca a tornar-se colonizado. Existem grandes diferencas
em relacdo a composicdo da microbiota intestinal em resposta a
alimentacdo de lactentes. A flora fecal de lactentes amamentados
inclui populagdes aprecidveis de Dbifidobactérias com alguns
lactobacilos, enquanto lactentes alimentados com férmula possuem
microbiota mais complexa, com Dbifidobactérias, bacterdides,
clostridia e estreptococos, todos normalmente presentes. Apds o
desmame, estabelece-se um padrao de microbiota intestinal que se

assemelha ao padrao adulto.

O leite materno é recomendado para todos os lactentes. No
entanto, em alguns casos, a amamentacdo ¢ inadequada ou sem
sucesso por razbes médicas ou a mde escolhe ndo amamentar. As
férmulas para lactentes foram desenvolvidas para estas

situacdes.



Foi  proposto adicionar probidticos a férmulas para

lactentes para encorajar a colonizacdo intestinal a ocorrer e

para promover a colonizagdo com as bactérias “boas” -
bifidobactérias e lactobacilos - em vez de com as bactérias
prejudiciais - patogéneos, tais como clostridia, etc.

Tipicamente, ¢é adicionado um minimo de 10’ cfu/g de férmula
apesar de serem geralmente preferidas quantidades maiores, por

exemplo, até 10' cfu/g de férmula.

Outra abordagem para promover 0s numeros e/ou atividades de
bactérias benéficas no c¢bélon ¢é a adicdo de prebidticos a
alimentos. Um prebidético é um ingrediente alimentar néo
digerivel que afeta beneficamente o hospedeiro estimulando,
seletivamente, o crescimento e/ou atividade de wuma ou de um
numero limitado de bactérias no cdlon e, deste modo, melhora a
saude do hospedeiro. Esses ingredientes sdo ndo digeriveis no
sentido em que ndo s&o quebrados e absorvidos no estdmago ou
intestino delgado e, deste modo, passam intactos para o cdélon
onde sdo seletivamente fermentados pelas bactérias benéficas.
Exemplos de prebidticos incluem determinados oligossacaridos,
tais como fructooligossacaridos (FOS) e galactooligossacaridos

(GOS) .

O leite humano € conhecido por conter uma quantidade maior
de oligossacéaridos indigestos do que muitos outros leites
animais. De facto, os oligossacaridos indigestos representam o
terceiro maior componente sdlido (depois de lactose e lipidos)
em leite materno, ocorrendo a uma concentracgdo de 12-15 g/L em
colostro e 5-78 g/L em leite maduro. Os oligossacaridos de leite
humano sdo muito resistentes a hidrdélise enzimatica, indicando
que estes oligossacdridos podem apresentar fungdes essenciais

ndo diretamente relacionadas com o seu valor caldrico.
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A medida que a composicdo de leite humano se torna melhor
compreendida, foi também proposto adicionar prebidticos a
férmula para lactentes. Estdo comercialmente disponiveis varias
férmulas para lactentes suplementadas com prebidticos, tais como
misturas de fructooligossacaridos e galactooligossacéaridos, por
exemplo. No entanto, essas misturas aproximam-se apenas
grosseiramente da mistura de oligossacaridos no leite humano.
Foram detetados mais de 100 componentes de oligossacaridos
diferentes no leite humano, alguns dos quais nado foram, até
agora, detetados em leites animais, tal como leite bovino, de
todo, ou foram detetados apenas em pequenas quantidades.
Exemplos de classes de oligossacdridos de leite humano gque estéo
presentes em leite bovino e colostro apenas em muito pequenas
quantidades, ou nédo de todo, sdo oligossacadridos sialilados e

fucosilados.

As férmulas para lactentes contendo probidticos e
prebidticos foram também propostas na procura constante para
produzir férmulas para lactentes que replicam, tédo prdéximo
quanto possivel, a composicdo e eficdcia de leite humano. Por
exemplo, no documento WO 2005/039319 é proposto suplementar uma
férmula para lactentes com uma mistura de uma estirpe de
Bifidobacterium breve, galactooligossacéaridos e
fructooligossacaridos (inulina). E reivindicado que esta
mistura, que é descrita como um simbidtico, regula a populacéo
de Bifidobacterium no cdlon de lactentes que consomem a fédrmula
suplementada para uma populacdo mais do “tipo lactente” que ¢é
inferior em espécies Bifidobacterium catenulatum,
Bifidobacterium pseudocatenulatum e Bifidobacterium adolescentis

e superior em espécies Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium



breve e Bifidobacterium longum. A mistura é também referida por

ser Util para a prevencédo ou tratamento de um estado imunitario.

No entanto, permanece a necessidade para preparacdes
compreendendo um probidtico e uma mistura prebidtica
especificamente concebida para melhorar a eficiéncia e a

eficdcia do probidtico.

Sumdrio da invengéo

Verificou-se agora surpreendentemente que uma mistura
prebidtica que compreende 5-70% em peso de, pelo menos, um
oligossacarido N-acetilado selecionado do grupo consistindo em
GalNAcal, 3GalBl,4Glc e GalPl, 6GalNAcal,3GalRl,4Glc, 20-90% em

peso de, pelo menos, um oligossacarido neutro selecionado do

grupo consistindo em Galpl, 6Gal, Galpl, 6Galpl, 4Glc
GalPl, 6Galpl, 6Glc, Galpl, 3Galpl, 3Glc, GalPl,3Galpl, 4Glc,
GalpBl, 6Galpl, 6GalpRl, 4Glc, Galf1l, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

GalPl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e Galpl,3GalPl,3GalPpl,4Glc e 5-50% em
peso de, pelo menos, um oligossacarido sialilado selecionado do
grupo consistindo em NeuAco?2,3Galfl,4Glc e NeulAco2, 6Galfl,4Glc é
altamente eficaz no melhoramento dos efeitos benéficos e
eficiéncia de Dbactérias probidticas coadministradas com a

mistura prebidtica.

Como consequéncia, num primeiro aspeto, a presente invencéo
proporciona um produto alimentar que € uma férmula para
lactentes compreendendo uma preparacado compreendendo uma estirpe
bacteriana probidética e uma mistura prebidtica compreendendo
5-70% em peso de, pelo menos, um oligossacdrido N-acetilado

selecionado do grupo consistindo em GalNAcoal,3Galfl,4Glc e
6



GalpBl, 6GalNAcal,3GalPl,4Glc, 20-95% em peso de, pelo menos, um
oligossacdrido neutro selecionado do grupo consistindo em
GalBl, 6Gal, GalBl, 6Galpl,4Glc Galpl, 6Galpl, 6Glc,
GalPl,3Galpl, 3Glc, GalPpl,3GalPpl,4Glc, GalPl,6Galpl,o6Galpl,4Glc,
Galfl, 6Galpl, 3Galpl,4Glc Galpl, 3Galpl, 6GalRl,4Glc e
GalPl,3GalPl, 3Galpl,4Glc e 2-50% em peso de, pelo menos, um
oligossacédrido sialilado selecionado do grupo consistindo em
NeuAca2, 3Galpl,4Glc e NeulAco2,6GalPl,4Glc, em que a estirpe
bacteriana probidética é uma estirpe Lactobacillus ou uma estirpe

Bifidobacterium.

Num aspeto adicional, a presente invencdo proporciona uma
preparagdo compreendendo uma estirpe bacteriana probidtica e uma
mistura prebidtica compreendendo 5-20% em peso de, pelo menos,
um oligossacdrido N-acetilado selecionado do grupo consistindo
em GalNAcoal,3GalBl,4Glc e GalPl, 6GalNAcal, 3Galfl,4Glc, 60-95% em

peso de, pelo menos, um oligossacarido neutro selecionado do

grupo consistindo em GalPl, 6Gal, GalPl, 6Galpl, 4Glc
Galpl, 6Galpl, 6Glc, GalfBl,3Galpl, 3Glc, Galpl, 3Galpl, 4Glc,
Galpl, 6Galpl, 6Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

Galpl,3GalRl, 6GalRl,4Glc e Galpl,3GalPl,3Galfl,4Glc e 2-30% em
peso de, pelo menos, um oligossacadrido sialilado selecionado do
grupo consistindo em NeuAcoaZ,3Galfl,4Glc e NeulAco2, 6Galfl, 4Glc,
em que a estirpe bacteriana probidtica é uma estirpe

Lactobacillus ou uma estirpe Bifidobacterium.

Ainda num aspeto adicional, a presente invencdo proporciona
a utilizacdo de uma estirpe Dbacteriana probidética e de uma
mistura prebidtica compreendendo 5-70% em peso de, pelo menos,
um oligossacarido N-acetilado selecionado do grupo consistindo
em GalNAcol,3GalPl,4Glc e GalPl, 6GalNAcwal,3GalBl,4Glc, 20-95% em

peso de, pelo menos, um oligossacarido neutro selecionado do
7



grupo consistindo em GalRl, 6Gal, Galpl, 6Galpl, 4Glc
GalPl, 6Galpl, 6Glc, GalPl,3Galpl, 3Glc, GalPl,3Galpl, 4Glc,
GalpBl, 6Galpl, 6GalRl, 4Glc, GalB1l, 6Galpl, 3Galpl,4Glc
GalPBl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e GalRl,3GalPl,3GalPpl,4Glc e 2-50% em
peso de, pelo menos, um oligossacdrido sialilado selecionado do
grupo consistindo em NeulAcwo?,3Galffl,4Glc e NeulAco?,6Galfl,4Glc
no fabrico de uma composicdo nutricional terapéutica ou
medicamento para a prevengdo e/ou tratamento de infecdes

patogénicas do trato gastrointestinal.

Ainda num aspeto adicional, a presente invengdo proporciona
a utilizacdo de uma estirpe Dbacteriana probidética e de uma
mistura prebidtica compreendendo 5-70% em peso de, pelo menos,
um oligossacdrido N-acetilado selecionado do grupo consistindo
em GalNAcol,3Galfl,4Glc e GalPl, 6GalNAcal,3Galpl,4Glc, 20-95% em

peso de, pelo menos, um oligossacarido neutro selecionado do

grupo consistindo em Galpl, 6Gal, Galpl, 6Galpl, 4Glc
GalPl, 6Galpl, 6Glc, Galpl, 3Galpl, 3Glc, GalPl,3Galpl, 4Glc,
Galfl, 6Galpl, 6Galpl, 4Glc, Galf1l, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

GalPl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e GalPl,3GalPl,3GalPpl,4Glc e 2-50% em
peso de, pelo menos, um oligossacdrido sialilado selecionado do
grupo consistindo em NeuAco?,3Galfl,4Glc e NeuAcoZ, 6Galpl,4Glc
no fabrico de uma composicdo nutricional terapéutica ou
medicamento para a prevencdo ou tratamento de um estado

imunitéario.

Ainda num aspeto adicional, a presente invengao proporciona
a utilizacdo de uma estirpe Dbacteriana probidética e de uma
mistura prebidtica compreendendo 5-70% em peso de, pelo menos,
um oligossacarido N-acetilado selecionado do grupo consistindo
em GalNAcol,3GalPl,4Glc e GalPl, 6GalNAcwal,3GalBl,4Glc, 20-95% em

peso de, pelo menos, um oligossacarido neutro selecionado do
8



grupo consistindo em GalRl, 6Gal, Galpl, 6Galpl, 4Glc
GalPl, 6Galpl, 6Glc, GalPl,3Galpl, 3Glc, GalPl,3Galpl, 4Glc,
GalpBl, 6Galpl, 6GalRl, 4Glc, GalB1l, 6Galpl, 3Galpl,4Glc
GalPBl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e GalRl,3GalPl,3GalPpl,4Glc e 2-50% em
peso de, pelo menos, um oligossacdrido sialilado selecionado do
grupo consistindo em NeulAcwo?,3Galffl,4Glc e NeulAco?,6Galfl,4Glc
no fabrico de uma composicdo nutricional terapéutica ou
medicamento para a prevencao ou tratamento de infecdes do trato

respiratério superior.

Breve Descrigdo dos Desenhos

A Figura 1 mostra o efeito protetor da preparacdo da
invencdo contra toxina A de Clostridium difficile comparado com

o efeito protetor dado pelos componentes da preparacdo isolada;

A Figura 2 mostra o efeito protetor contra toxina A de
Clostridium difficile conferido ©pelas estirpes Dbacterianas
probidticas wutilizadas na Figura 1 em combinagdo com vAarios

prebidticos diferentes conhecidos na técnica;

A Figura 3 compara as contagens de Bifidobacterium breve no
intestino delgado de ratinhos gnotobidéticos alimentados por
sonda com uma microbiota de lactentes humanos e alimentados com
a preparacao da invencdo com as contagens de Bifidobacterium
breve em ratinhos alimentados com os componentes da preparacgao

isolada;

A Figura 4 compara as contagens de Staphylococci nas fezes
de ratinhos gnotobidticos alimentados por sonda com uma

microbiota de lactentes humanos e alimentados com a preparacao
9



da invencdo com as contagens de Staphylococci em ratinhos

alimentados com os componentes da preparacao isolada;

A Figura 5 compara as contagens de Clostridium perfringens
no intestino delgado de ratinhos gnotobidéticos alimentados por
sonda com uma microbiota de lactentes humanos e alimentados com
a preparacao da invengcdao com as contagens de Clostridium
perfringens nesses ratinhos alimentados com os componentes da

preparacdo isolada; e

A Figura 6 compara a atividade metabdlica relativa de
Bifidobacterium longum residente ao longo de um periodo de duas
semanas em ratinhos sem germes alimentados por sonda com uma
microbiota de lactentes humanos e alimentados com a preparacgcao
da invencgao com a atividade metabdlica relativa de
Bifidobacterium longum residente nesses ratinhos alimentados com

os componentes da preparacao isolada.

Descrigdo detalhada da invengéo

Na presente descricdo, as seguintes expressdes dao uma
definicdo que deve ser tida em conta ao ler e interpretar a

descricao, exemplos e reivindicacgdes:

“microbiota intestinal bifidogénica” significa para lactentes
uma microbiota intestinal que ¢é dominada por Bifidobactérias,
talis como Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis e
Bifidobacterium longum com a exclusdo de populacdes aprecidveis
dessas espécies como Bacterdides, Clostridia e Estreptococos e
que € geralmente comparavel com a encontrada em lactentes

amamentados;
10



“lactente” significa uma crianca com idade inferior a 12 meses;

“foérmula para lactentes” significa um alimento pretendido para a
nutricdo completa de lactentes durante os primeiros quatro a
seis meses de vida e como complemento a outros alimentos até a

idade de 12 meses;

“oligossacéarido N-acetilado” significa um oligossacéarido

possuindo um residuo N-acetil;

NCC designa Nestlé Culture Collection

“oligossacarido neutro” significa um oligossacarido gue néo

possui carga e sem residuo N-acetil;

“bactérias probidticas” significa preparacodes celulares
microbianas ou componentes de células microbianas com um efeito
benéfico na saude ou bem-estar do hospedeiro. (Salminen S,
Ouwehand A. Benno Y. et al. “Probiotics: how should they be
defined” Trend Food Sci. Technol. 1999:10 107-10);

“prebidtico” significa um ingrediente alimentar né&o digerivel
que afeta beneficamente o hospedeiro estimulando, seletivamente,
o0 crescimento e/ou atividade de uma ou de um numero limitado de
bactérias no cdlon e, deste modo, melhora a saude do hospedeiro.
(Gibson e Roberfroid "“Dietary Modulation of the Human Colonic
Microbiota: Introducing the Concept of Prebiotics” J. Nutr

125:1401 - 1412);
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“oligossacarido” significa um hidrato de carbono possuindo um
grau de polimerizacdo (GP) que varia de 2 a 20 inclusive mas nao

incluindo lactose; e

“oligossacarido sialilado” significa um oligossacéarido possuindo

um residuo de acido sidlico com carga associada

De um modo preferido, a mistura prebidética compreende
10-70% em peso dos oligossacdridos N-acetilados, 20-80% em peso
dos oligossacéaridos neutros e 10-50% em peso dos oligossacéaridos
sialilados. De um modo mais preferido, a mistura prebidtica
compreende 15-40% em peso dos oligossacaridos N-acetilados,

40-60% em peso dos oligossacdridos neutros e 15-30% em peso dos

oligossacéaridos sialilados. Uma mistura prebidtica
particularmente preferida compreende 30% em peso dos

oligossacdridos N-acetilados, 50% em peso dos oligossacaridos

neutros e 20% em peso dos oligossacdridos sialilados.

Em alternativa, a mistura pode compreender,
convenientemente, 5-20% em peso do (s) oligossacéarido (s)
N-acetilado (s) especificado(s), 60-95% em peso do (s)

oligossacarido(s) neutro(s) especificado(s) e 2-30% em peso

do(s) oligossacdrido(s) sialilado(s) especificado(s).

A mistura prebidética como compreendida ou utilizada nos
aspetos da invencdo pode ser preparada a partir de um ou mais
leites animais. O leite pode ser obtido a partir de qualquer
mamifero, em particular de vacas, cabras, bufalos, cavalos,

elefantes, camelos ou ovelhas.

Em alternativa, a mistura prebidética pode ser preparada

comprando e misturando os componentes individuais. Por exemplo,
12



galactooligossacaridos sintetizados, tais como GalRl, 6GalPl,4Glc
GalPl, 6Galpl, 6Glc, GalPpl,3Galpl,4Glc, Galpl,6GalPl,6GalPl,4Glc,
Galpl, 6GalPRl,3GalPl,4Glc e GalPRl,3GalPl, 6GalPBl,4Glc e suas
misturas estdo comercialmente disponiveis sob as marcas Vivinal®
e Elix'or®. Outros fornecedores de oligossacdridos s&o Dextra
Laboratories, Sigma-Aldrich Chemie GmbH e Kyowa Hakko Kogyo Co.,
Ltd. Em alternativa, podem ser utilizadas glicosiltransferases
especificas, tais como galactosiltransferases, para produzir

oligossacaridos neutros.

Os oligossacaridos N-acetilados podem ser preparados pela
acdo de glucosaminidase e/ou galactosaminidase em N-acetil-
glucose e/ou N-acetil galactose. Igualmente, podem ser
utilizadas N-acetil-galactosiltransferases e/ou N-acetil-
glicosiltransferases para esta finalidade. Os oligossacaridos
N-acetilados podem também ser produzidos por tecnologia de
fermentacdo utilizando os enzimas (recombinantes ou naturais)
respetivos e/ou fermentagcdo microbiana. No udltimo caso, 0s
micrdébios podem expressar as suas enzimas e substratos naturais
ou podem ser construidos para produzir os substratos e enzimas
respetivos. Podem ser utilizadas culturas microbianas simples ou
culturas mistas. A formacdo de oligossacaridos N-acetilados pode
ser 1niciada pelos substratos aceitadores comecando de qualguer
grau de polimerizagédo (GP) de GP=1 em diante. Outra opgédo & a
conversdo quimica de ceto-hexoses (e. g., fructose) 1livre ou
ligada a um oligossacarido (e. g., lactulose) em N-acetil-
hexosamina ou um oligossacdrido contendo N-acetil-hexosamina
como descrito em Wrodnigg, T.M.; Stutz, A.E. (1999) Angew. Chem.
Int. Ed. 38:827-828.

Os oligossacdridos sialilados 3'sialil-lactose e 6'sialil-

lactose podem ser isolados por tecnologia cromatografica ou de
13



filtracdo a partir de uma fonte natural, tal como leites
animais. Em alternativa, estes podem também ser produzidos por
biotecnologia wutilizando sialiltransferases especificas por
tecnologia de fermentacdao a base de enzimas (enzimas
recombinantes ou naturais) ou por tecnologia de fermentacéo
microbiana. No utltimo caso, os micrdbios podem expressar as suas
enzimas e substratos naturais ou podem ser construidos para
produzir 0s substratos e enzimas respetivos. Podem ser
utilizadas culturas microbianas simples ou culturas mistas. A
formacdo de oligossacdridos sialilados pode ser iniciada pelos
substratos aceitadores comecando de qualqguer grau de

polimerizacdo (GP) de GP=1 em diante.

A estirpe Dbacteriana pode ser selecionada de qualqgquer
estirpe que satisfaz a definicdo de um probidético e possui tempo
de wvida aceitédvel para o produto no qual a preparacado da
invencdo é para ser incorporada. Por exemplo, as fdérmulas para
lactentes devem permanecer estdveis e eficazes durante 36 meses.
De facto, a ©preparagcadao da 1invencao né&o necessita de ser
incorporada noutro produto, tal como um produto alimentar, mas
pode ser ingerida como tal ou misturada com um excipiente
adequado na forma de um pd ou capsula ou comprimida em

comprimidos, por exemplo.

A estirpe bacteriana probidética é um lactobacilos ou uma
bifidobactéria. De um modo preferido, sdo utilizadas estirpes
que produzem apenas 4acido L(+) lactico. Exemplos de espécies
Lactobacillus preferidas sao Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus reuteri. As estirpes
particularmente preferidas sdao Lactobacillus rhamnosus ATCC
53103, Lactobacillus rhamnosus  CGMCC 1.3724, Lactobacillus

reuteri ATCC 55730 e Lactobacillus paracasei CNCM 1I-2116.
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Exemplos de espécies Bifidobacterium preferidas sao
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium breve e Bifidobacterium
longum. As estirpes particularmente preferidas sdo a estirpe de
B. lactis vendida pela empresa Christian Hansen da Dinamarca sob
a marca Bbl2 e Bifidobacterium Ilongum ATCC BAA-999 passivel de
obter de Morinaga Milk Industry Co. Ltd. do Japdo sob a marca
BB536.

A preparacdo da invencdo pode proporcionar entre 107 e
10'° cfu de bactérias probidticas por cada grama da mistura

prebidtica.

Num aspeto preferido da invengdo, a preparagao acima
descrita ¢é incorporada num produto alimentar. No contexto da
presente 1invengao, a expressao “produto alimentar” pretende
abranger qualquer matéria consumivel. Assim, pode ser um produto
pretendido para consumo por humanos, em particular fdérmula para
lactentes, leite de crescimento e semelhantes. No entanto, o
consumo da preparacao nado é restrito a lactentes e criancas. Em
particular, a preparacdao da invencdo pode ser incorporada em

leite desidratado ou misturas de cereais.

Se a preparacdo da 1invencado for para ser incorporada na
féormula para lactentes ou outra composicdo nutricional a base de
leite, a composigao pode ser preparada de qualguer modo adequado
conhecido na técnica. Por exemplo, uma férmula para lactentes
pode ser preparada misturando em conjunto a fonte de proteina,
quaisquer hidratos de carbono que né&o lactose e a fonte de
gordura em proporcdes adequadas. Os emulsionantes podem ser
adicionados se desejado. As vitaminas e minerais podem ser
adicionados neste momento mas sSado, normalmente, adicionados

depois ©para evitar degradacdo térmica. Quaisquer vitaminas
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lipofilicas, emulsionantes, e semelhantes, podem ser dissolvidos
na fonte de gordura antes de misturar. A 4&gua, de um modo
preferido, &gua que foi submetida a osmose inversa, pode ser, em

seguida, misturada para formar uma mistura liguida.

A mistura liquida pode ser, em seguida, tratada
termicamente para reduzir cargas bacterianas. Por exemplo, a
mistura liquida pode ser rapidamente aquecida a uma temperatura
na gama de cerca de 80 ¢C a cerca de 110 ¢C durante cerca de
5 segundos a cerca de 5 minutos. Isto pode ser realizado por
injecdao de wvapor ou por permutador de calor, e. g., um

permutador de calor em placa.

A mistura liquida pode, em seguida, ser arrefecida para
cerca de 60 ¢C a cerca de 85 ¢C, por exemplo, por arrefecimento
rapido. A mistura liquida pode, em seguida, ser homogeneizada,
por exemplo, em dois estdgios, a cerca de 7 MPa a cerca de 40
MPa no primeiro estagio e cerca de 2 MPa a cerca de 14 MPa no
segundo estdgio. A mistura homogeneizada pode, em seguida, ser
ainda arrefecida para adicionar gquaisquer componentes sensiveis
ao calor, tals como vitaminas e minerais. O pH e o teor de
s6lidos da mistura homogeneizada sao convenientemente

padronizados neste momento.

A mistura homogeneizada é transferida para um aparelho de
secagem adequado, tais como um secador por pulverizacdo ou
secador por congelacdo, e convertida a pd. O pd deve possuir um

teor de humidade de menos de cerca de 5% em peso.

A preparacao da invencédo pode ser feita com antecedéncia e
adicionada diretamente a composicdo nutricional por mistura a

seco. De um  modo preferido, no entanto, 0s componentes
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individuais da ©preparacdo sdo adicionados separadamente A&
composicdo nutricional no caso da mistura prebidética ser, de um
modo preferido, adicionada na fase liquida imediatamente antes
da secagem e a estirpe bacteriana probidética ser, de um modo

preferido, adicionada a composicdo seca por mistura a seco.

A estirpe Dbacteriana probidética selecionada pode ser
cultivada de acordo com qualquer método adequado conhecido na
técnica e preparada para adicdo a férmula para lactentes por
liofilizacdo ou secagem por pulverizacao, por exemplo. Em
alternativa, podem ser compradas estirpes Dbacterianas de
fornecedores especialistas, tais como Christian Hansen e
Morinaga Jj& preparadas numa forma adequada para adicdo a

produtos alimentares, tal como férmula para lactentes.

Se a mistura prebidética for preparada a partir de um leite
animal, por exemplo, como descrito abaixo, e for pretendido
adiciond-la a uma férmula para lactentes, pode ser conveniente
adiciond-la sem remover primeiro toda a lactose. Como a férmula
para lactentes contém um componente de hidrato de carbono o qual
é, muitas vezes, total ou parcialmente, constituido por lactose,
sera evidente para o especialista na técnica que a quantidade de
hidrato de carbono na fdérmula para lactentes necessitard de ser
ajustada para ter em conta o hidrato de carbono adicional que
serda adicionado com a mistura prebidtica. A concentracgdo final
da preparacado inventiva no produto alimentar de bebé ou lactente
ou férmula ¢, de um modo preferido, 0,3 a 6,0%, de um modo
preferido, 0,75 a 4,0% em peso de matéria seca. Isto corresponde
a uma concentracdo desde 0,2 a 8 gramas por litro, de um modo
preferido, 1 a 5 g/L de fdédrmula reconstituida. No entanto, estas
quantidades ndo devem ser consideradas como limitativas e devem

ser adaptadas a populacgcdao alvo, por exemplo com base no peso e
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idade ou saude do bebé ou lactente. De um modo preferido, a
férmula ou alimento contendo a mistura de oligossacéaridos da

invencdo é alimentada ao bebé a cada refeicgéo.

Além da preparacao da invengdo, um produto alimentar, tal
como uma férmula para lactentes, pode compreender um ou mais
oligossacéadridos adicionais que sdo adicionados separadamente até
um teor de oligossacdridos de 10 g/L de fdérmula reconstituida ou

ligquida.

Embora seja preferido suplementar produtos alimentares
especificamente direcionados a nutrigédo de lactentes ou bebés,
pode ser benéfico suplementar produtos alimentares nao
especificamente direcionados ou direcionados a populacdo adulta.
Por exemplo, as misturas de oligossacadridos da invencdo podem
ser incorporadas em produtos nutricionais de saude e produtos
nutricionais para os 1dosos. Esses produtos alimentares podem
incluir misturas para bebidas a base de leite, iogurtes,
produtos fermentados a base de leite e gelados, assim como

produtos a base de cereais, entre outros.

Surpreendentemente, verificou-se que a mistura prebidtica
nas preparacdes da invencgao melhora sinergicamente as
propriedades anti-patogénicas e imunomodulares do probidtico
para produzir um efeito terapéutico que & notavelmente superior
a mistura, por exemplo, do mesmo probidético com um 1wnico
prebidtico. As preparagdes da invencgdo e produtos alimentares
contendo—-as sao, deste modo, adequados para a prevengao e
tratamento de infecdes gastrointestinais provocadas por
patogéneos, particularmente patogéneos bacterianos, assim como
infecdes do trato respiratdério superior, tal como otite média.

Os produtos alimentares contendo preparacgcdes de acordo com a
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invencao sao, deste modo, especialmente adequados para

populacdes vulnerdveis, tais como bebés e os idosos.

Mais, as preparacgdes da invencao sao adequadas para
reforcar defesas imunitédrias, por exemplo, melhorando a resposta
a vacinas e reduzindo a duracdo e gravidade de infecdes, assim
como para a prevencado e tratamento de estados relacionados com o
mau funcionamento do sistema imunitdrio em lactentes e criancgas,
tais como hipersensibilidade alimentar, eczema, renite alérgica,

dermatite atdpica e outras doencas atdpicas.

Outra vantagem das preparacdes da invencdo ¢é que estas
promovem o) estabelecimento de uma microbiota intestinal
bifidogénica em lactentes aumentando a atividade metabdlica
relativa das espécies Bifidobactérias que dominam essa

microbiota intestinal em lactentes.

A  invenc&o sera agora ilustrada por referéncia aos

seguintes exemplos.

Exemplo 1

200000 litros de um permeato de ultrafiltracdo de soro de
leite s&o pré-concentrados a 22% (p/p) de sdélidos totais (TS),
pasteurizados a cerca de 75 2C durante cerca de 30 segundos e,
em seguida, concentrados por evaporacdo a 60 2C para atingir um
TS de 59% (p/p). O liquido € arrefecido num cristalizador a uma
taxa de 2 °C por hora durante um periodo de 24 horas para
cristalizar a lactose. A lactose cristalizada ¢é lavada, em
seguida, removida por um espremedor. O liquido remanescente é

clarificado através de um decantador. Os 77000 litros a 17,7% de
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TS obtidos a partir do clarificador sao novamente concentrados
por evaporacdo a 60 °C para atingir um TS de 55% (p/p) e
submetidos a um segundo passo de cristalizacdo de lactose sob as
mesmas condicdes que anteriormente. 0Os 29000 litros a 20,5% de
TS de licor obtidos, desse modo, sao desmineralizados por uma
combinacgéo de eletrodidlise e troca idnica num modo conhecido
per se produzindo 28500 litros de um licor desmineralizado a 90%
a 17,3% de TS. Este licor, gue contém aproximadamente 1,5 gramas
por litro de uma mistura de cerca de 30% em peso de
GalNAcal, 3GalPfl,4Glc e Galpl,6GalNAcal,3Galpl,4Glc, 50% em peso
de GalRl,6GalPl,4Glc e GalBl,3Galfl,4Glc e 20% em peso de
NeuAcoZ2,3GalPl,4Glc e NeuAcoZ2, 6GalPRl,4Glc; dependendo do
material de partida, pode ser adicionado diretamente a um
produto alimentar, tal como uma férmula para lactentes ou pode
ser ainda concentrado num modo conhecido per se para O0sS

especialistas na técnica.

Por exemplo, a lactose remanescente no licor pode ser
hidrolisada em glucose e galactose e estes monossacdridos podem
ser removidos por nanofiltracdo ou, se desejado, a galactose
pode ser, pelo menos parcialmente, polimerizada, por exemplo,
pela acao de f-galactosidase para produzir
galactooligossacaridos que serdo também retidos pela membrana de

nanofiltracéo.

Exemplo 2

100 kg de mistura prebidtica produzida de acordo com o
Exemplo 1 a 50% de TS sao aquecidos a 60 2C num tanque padrado e
o pH ¢é ajustado para 6 a 6,5. S&do adicionados 4,5 mg de

Lactase F (Amano, Japdo) por grama de TS e a mistura é mantida a
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60 ¢C durante trés horas. Em seguida, a temperatura ¢é elevada
para 110 ¢C durante 11 segundos por injecdo direta de vapor para
inativar a enzima. O liquido resultante contém, aproximadamente,
100 gramas por litro de uma mistura de cerca de 10% em peso de
GalNAcal, 3GalBl,4Glc e GalPl,6GalNAcal, 3Galpl,4Glc, 87% em peso
de Galpl, 6Galpl,6Glc, Galpl,6GalPl,4Glc e GalPl,3Galpl,4Glc e 3%
em peso de NeulAcoZ,3Galfl,4Glc e NeuBAco2,6Galfl,4Glc. Pode ser
adicionado diretamente a um produto alimentar, tal como uma
férmula para lactentes ou pode ser ainda concentrado como

descrito acima.

Exemplo 3

Um exemplo da composigdo de uma fdérmula para lactentes

contendo uma preparacdo de acordo com a presente invencdo é dada

abaixo.
Nutriente por 100 kcal |por litro
Energia (kcal) 100 670
Proteina (qg) 1,83 12,3
Gordura (g) 5,3 35,7
Acido linoleico (9) 0,79 5,3
Acido o-linoleico (mg) 101 675
Lactose (9) 11,2 74,7
mistura 0S do Exemplo 1 (g) 1,0 6,5
Minerais (g) 0,37 2,5
Na (mg) 23 150

21



(continuacéo)

Nutriente por 100 kcal |por litro
K (mg) 89 590
Cl (mg) 64 430
Ca (mg) 62 410
P (mg) 31 210
Mg (mg) 7 50
Mn (pg) 8 50
Se (pg) 2 13
Vitamina A (pg RE) 105 700
Vitamina D (ug) 1,5 10
Vitamina E (mg TE) 0,8 5,4
Vitamina K1 (ug) 8 54
Vitamina C (mg) 10 67
Vitamina Bl (mg) 0,07 0,47
Vitamina B2 (mg) 0,15 1,0
Niacina (mg) 1 6,7
Vitamina B6 (mg) 0,075 0,50
Acido félico (ug) 9 60
Acido pantoténico (mg) 0,45 3
Vitamina B12 (ug) 0,3 2
Biotina (ng) 2,2 15
Colina (mg) 10 67
Fe (mg) 1,2 8
I (pg) 15 100
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(continuacéo)

Nutriente por 100 kcal |por litro
Cu (mg) 0,06 0,4
Zn (mg) 0,75 5

L. rhamnosus CGMCC 1.3724 2,3 x 10 cfu/g de pd
Exemplo 4

Foram realizadas experiéncias 1in vitro para comparar a
eficdcia de preparacgdes de acordo com a invencdo utilizando duas
estirpes diferentes de bactérias probidticas com a eficacia de
misturas das mesmas bactérias probidticas e outros prebidticos
na prevencdo de infecdo patogénica. A toxina A de Clostridium
difficile foi selecionada como uma toxina representativa de

bactérias patogénicas.

Foram incubadas monocamadas de células T84 epiteliais
intestinais crescidas em placas transpogo com (i) um probidtico
isolado, (ii) um prebidtico isolado, ou (iii) uma combinacdo de
probidtico e prebidtico. Apds uma pré-incubacdo durante 2 h a
37 eC, CO; a 5%, as células T84 foram desafiadas com toxina A de
C. difficile a wuma concentracdo de 100 ng/mL. A resisténcia
elétrica transepitelial (TER), qgue serviu como um marcador para
avaliar a protecdo contra a acgdo de toxina A, foi monitorizada a
intervalos regulares até 24 h. Foi calculada uma classificacgéao

de protecdo normalizada.
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As estirpes bacterianas probidticas foram
L. paracasei (CNCM I-2116) e L. rhamnosus (ATCC 53103). Ambas as

estirpes foram utilizadas a concentracdes finais de 10° cfu/L.

Os prebidticos utilizados foram a mistura prebidtica aqui
descrita a 1 g/L; fructooligossacédridos (Raftilose P95, Orafti,
Bélgica); galactooligossacdridos (Vivinal GOS, DOMO, Holanda) e

sialil-lactose (Kyowa Hakko Kogyo, Japao) a 10 g/L.

Os resultados sao mostrados nas Figuras 1 e 2. A Figura 1
compara o0s resultados obtidos com o probidtico isolado, a
mistura prebidtica isoclada e a preparacdo da invencdo para duas
estirpes probidéticas. A Figura 2 compara os resultados obtidos
com as mesmas estirpes probidticas como utilizadas na Figura 1 e
fructooligossacdridos a 20 g/L; galactooligossacaridos a 20 g/L
e sialil-lactose a 10 g/L. A lactose (Sigma) a 20 g/L foi

utilizada como controlo.

A partir da Figura 1, pode ver-se que as preparacgdes da
invencdo possuiam um efeito sinérgico significativo contra a
toxina A de C. difficile em comparacao com O proporcionado pelos
componentes individuais (i. e., mistura prebidtica e estirpe
probidética) isolados. A partir da Figura 2, pode ver-se qgue néo
foi atingido um efeito comparadvel quando foram testadas as
mesmas estirpes bacterianas probidticas em combinacdo com
fructooligossacaridos, galactooligossacaridos ou sialil-lactose,
individualmente. Pode ver-se que foi conseguida protecgéao
moderada utilizando L. rhamnosus em combinacao com
sialil-lactose, mas apenas a 10 g/L e ndo a 1 g/L como com a

preparacgado da invencgao.
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Exemplo 5

Foram realizadas experiéncias 1in vivo para comparar oOS
efeitos na microbiota intestinal de suplementacdo com a mistura
prebidtica isolada, com um probidético de Bifidobacterium lactis
isolado e com uma preparacao de acordo com a invencao num modelo

animal gnotobidético de microbiota de lactentes humanos.

Os ratinhos sem germes foram alimentados por sonda com um
modelo de microbiota de lactentes humanos e deixou-se
estabelecer a microbiota, ela prépria, durante duas semanas. Os
ratinhos foram, em seguida, divididos em gquatro grupos: um
primeiro grupo dque recebeu 3% em peso da mistura prebidtica
isolada na sua comida, um segundo grupo que recebeu
Bifidobacterium lactis CNCM I-3446 (NCC 2818) na sua Aagua
bebivel, um terceiro grupo que recebeu a comida suplementada com
prebidtico e a &gua suplementada com probidético e um quarto
grupo de controlo. A microbiota fecal foi monitorizada durante o
decurso do estudo (duas semanas) no fim desse periodo os animais
foram sacrificados e a microbiota de intestino delgado foi

também investigada.

Os resultados sao mostrados nas Figuras 3, 4 e 5. A partir
destas Figuras, pode ver-se que uma microbiota intestinal
bifidogénica, como evidenciada pelas contagens de
Bifidobacterium breve no intestino delgado (Figura 3) e
contagens de Staphylococci e Clostridium perfringens diminuidas
nas fezes (Figuras 4 e 5) ¢é sinergicamente promovida pela
preparacédo de acordo com a invengdo em comparagcdo aos seus

componentes individuais.
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Exemplo 6

Foram realizadas experiéncias 1in vivo para comparar oOS
efeitos no estabelecimento e atividade metabdlica de
Bifidobacterium longum no trato gastrointestinal de ratinhos sem
germes de suplementacdo com a mistura prebidética isolada, com
uma estirpe de Lactobacillus rhamnosus probidtica isolada e com

a preparacao de acordo com a invencgao.

Os ratinhos sem germes foram alimentados por sonda com um
modelo de microbiota de lactentes humanos e o estabelecimento de
microbiota foi monitorizado ao longo do tempo por uma contagem
em placa e avaliagdo de niveis de ARNr 16S que indicam atividade
metabdélica. O ARNr 16S foi amplificado por reacdo de polimerase
em cadeia, os produtos foram separados sobre um gel de gradiente
desnaturante e quantificados em relacdo aos niveis de ARNr 16S
constante de FE. coli que serviram como padrado interno. Os
seguintes tratamentos foram comparados:— dieta de controlo e
bebida (Adgua) de controlo; dieta de controlo suplementada com 3%
da mistura prebidética e agua; dieta de controlo e Lactobacillus
rhamnosus CGMCC 1.3724 (NCC 4007) na &gua bebivel; dieta de
controlo suplementada com 3% da mistura prebidtica e

Lactobacillus rhamnosus CGMCC 1.3724 na &agua bebivel.

Os resultados sao mostrados na Figura 6. A preparagcao de
acordo com a invencdo superou, Ssinergicamente, a atividade
metabdlica geral de Bifidobacterium longum residente durante o
estabelecimento de wuma microbiota de lactentes humanos num
ratinho sem germes. A microbiota de lactentes humanos de
contagens de B. longum residente estava em niveis semelhantes
apdés 14 dias no grupo de controlo e nos grupos gue receberam o

probidético e a mistura prebidtica isolada enguanto a atividade
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metabdlica relativa foi sinérgica e significativamente aumentada
no grupo a que se deu a preparagao de acordo com a invencao

(Figura 6D em comparacao a 6A, B, C).

Lisboa, 17 de dezembro de 2015
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REIVINDICACOES

Produto alimentar que €& uma fdérmula para lactentes

compreendendo uma preparacidoc compreendendo uma estirpe

bacteriana probidtica e uma mistura prebidtica
compreendendo 5-70% em peso de, pelo menos, um

oligossacdrido N-acetilado selecionado do grupo consistindo
em GalNAcal, 3Galpl, 4Glc e GalBl, 6GaNAcal, 3Galpl, 4Glc,
20-95% em peso de, pelo menos, um oligossacarido neutro
selecionado do grupo consistindo em GalBl, 6Gal,
Galpl, 6Galpl,4Glc GalPl, 6Galpl, 6Glc, GalPl,3Galpl, 3Glc,
Galf1l,3Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 6GalPl, 4Glc,
GalPpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc GalPl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e
GalBl,3Galpl,3GalRl,4Glc e 2-50% em peso de, pelo menos, um
oligossacarido sialilado selecionado do grupo consistindo
em NeuAco2,3Galfl,4Glc e NeulAcoZ2,6GalPl,4Glc, em dque a
estirpe bacteriana probidética ¢é uma estirpe Lactobacillus

ou uma estirpe Bifidobacterium.

Produto alimentar como reivindicado na reivindicacdo 1, em
que a mistura prebidtica compreende 15-40% em peso dos
oligossacéaridos N-acetilados, 40-60% em peso dos
oligossacéaridos neutros e 15-30% em peso dos

oligossacaridos sialilados.

Produto alimentar como reivindicado na Reivindicacdo 1 ou
2, em que a mistura de oligossacaridos compreende 30% em
peso dos oligossacdridos N-acetilados, 50% em peso dos
oligossacaridos neutros e 20% em peso dos oligossacaridos

sialilados.



Produto alimentar como reivindicado na Reivindicacédo 1, em
que a mistura de oligossacédridos compreende 5-20% em peso
dos oligossacdridos N-acetilados, 60-95% em peso dos
oligossacdridos neutros e 2-30% em peso dos oligossacéaridos

sialilados.

Preparacdo compreendendo uma estirpe bacteriana probidtica
e uma mistura prebidética compreendendo 5-20% em peso de,
pelo menos, um oligossacdrido N-acetilado selecionado do
grupo consistindo em GalNAcal, 3Galpl, 4Glc e
GalfBl, 6GalNAcal, 3GalBl,4Glc, 60-95% em peso de, pelo menos,

um oligossacarido neutro selecionado do grupo consistindo

em GalBl, 6Gal, GalBl, 6Galpl, 4Glc Galpl, 6Galpl, 6Glc,
GalPpl,3Galpl, 3Glc, GalPl,3Galpl, 4Glc,
GalBl, 6Galpl, 6GalPRl, 4Glc, GalfB1l, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

GalPpl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e GalPl,3GalPl,3Galpl,4Glc e 2-30%
em peso de, pelo menos, um oligossacarido sialilado
selecionado do grupo consistindo em NeuAcoZ,3GalPl,4Glc e
NeulAcoZ2, 6Galfl, 4Glc, em gue a estirpe bacteriana probidtica

é uma estirpe Lactobacillus ou uma estirpe Bifidobacterium.

Produto alimentar como reivindicado em qualqguer das
Reivindicagbes 1 a 4 ou a preparacido como reivindicada na
Reivindicacdo 5, em que a estirpe Lactobacillus ¢é uma
Lactobacillus rhamnosus, uma Lactobacillus paracasei ou uma

Lactobacillus reuteri.

Produto alimentar ou a preparacdo como reivindicada na
Reivindicacéao 6, em que a estirpe Lactobacillus é

Lactobacillus rhamnosus CGMCC 1.3724 (ATCC 53103).



10.

11.

12.

Produto alimentar ou a preparagdo como reivindicada na
Reivindicacéo 6, em que a estirpe Lactobacillus é

Lactobacillus paracasei CNCM I-2116.

Produto alimentar como reivindicado em qualquer das
reivindicacgdes 1 a 4 ou a preparacao como reivindicada na
Reivindicacédo 5, em que a estirpe Bifidobacterium é uma
Bifidobacterium lactis, uma Bifidobacterium longum ou uma

Bifidobacterium breve.

Produto alimentar ou a preparacadao como reivindicada na
Reivindicacao 9, em que a estirpe Bifidobacterium é

Bifidobacterium longum ATCC BAA-999.

Produto alimentar como reivindicado em qualquer das
reivindicacdes 1 a 4, 6 a 10 que compreende 0,3 a 4% em

peso com base na matéria seca da preparacéo.

Utilizacdo de uma estirpe bacteriana probidtica e de uma
mistura prebidética compreendendo 5-70% em peso de, pelo
menos, um oligossacdrido N-acetilado selecionado do grupo
consistindo em GalNAcoal,3GalPl,4Glc e
Galfl, 6GalNAcal, 3GalpBl,4Glc, 20-95% em peso de, pelo menos,

um oligossacarido neutro selecionado do grupo consistindo

em Galpl, 6Gal, GalBl, 6Galpl,4Glc Galpl, 6Galpl, 6Glc,
GalPpl,3Galpl, 3Glc, GalPl,3Galpl, 4Glc,
GalPBl, 6Galpl, 6GalPl,4Glc, GalfBl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

GalPpl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e GalPl,3GalPl,3Galpl,4Glc e 2-50%
em peso de, pelo menos, um oligossacarido sialilado
selecionado do grupo consistindo em NeuAcoaZ,3GalPl,4Glc e
NeuAco2, 6Galpl, 4Glc, no fabrico de uma composicgao

nutricional terapéutica ou medicamento para a prevencao
3



13.

14.

e/ou tratamento de infecoes patogénicas do trato

gastrointestinal.

Utilizacdo de uma estirpe bacteriana probidtica e de uma
mistura prebidtica compreendendo 5-70% em peso de, pelo
menos, um oligossacdrido N-acetilado selecionado do grupo
consistindo em GalNAcal, 3GalRl, 4Glc e
GalPpl, 6GalNAcal, 3GalPRl,4Glc, 20-95% em peso de, pelo menos,

um oligossacdrido neutro selecionado do grupo consistindo

em GalPl, 6Gal, GalPl, 6Galpl, 4Glc GalPl, 6Galpl, 6Glc,
GalB1l,3GalRl, 3Glc, Galpl, 3Galpl, 4Glc,
GalPpl,6Galpl, 6Galpl, 4Glc, GalPpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

GalBl,3Galpl, 6Galpl,4Glc e GalPBl,3Galpl,3GalRl,4Glc e 2-50%
em peso de, pelo menos, um oligossacarido sialilado
selecionado do grupo consistindo em NeulAco2,3GalRl,4Glc e
NeulAcaZ2, 6Galpl, 4Glc, no fabrico de uma composicao
nutricional terapéutica ou medicamento para a prevengado ou

tratamento de um estado imunitéario.

Utilizacdo de uma estirpe bacteriana probidtica e de uma
mistura prebidtica compreendendo 5-70% em peso de, pelo
menos, um oligossacdrido N-acetilado selecionado do grupo
consistindo em GalNAcal, 3GalRl, 4Glc e
GalPpl, 6GalNAcal, 3GalPRl,4Glc, 20-95% em peso de, pelo menos,

um oligossacdrido neutro selecionado do grupo consistindo

em GalPl, 6Gal, GalPl, 6Galpl, 4Glc GalPl, 6Galpl, 6Glc,
GalBl,3Galpl, 3Glc, Galpl, 3Galpl, 4Glc,
Galpl,6Galpl, 6Galpl, 4Glc, GalPpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc

GalBl,3Galpl, 6GalpRl,4Glc e GalPl,3Galpl,3GalRl,4Glc e 2-50%
em peso de, pelo menos, um oligossacarido sialilado
selecionado do grupo consistindo em NeulAco2,3Galfl,4Glc e

NeulAcaZ, 6Galpl, 4Glc, no fabrico de uma composicao



nutricional terapéutica ou medicamento para a prevengado ou

tratamento de infec¢des do trato respiratdério superior.

Lisboa, 17 de dezembro de 2015
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Figura 1
L. paracasel CNCM 1-2116) . L. rhamnosus ATCC 53103
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Os dados mostrados representam a média +/- EMP. *p<0, 05
(teste t) versus protecao cumulativa dada pela estirpe

bacteriana probidética e mistura prebidtica isolada
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Figura 2
L. paracasel ST11 (NCC 2461) L. rhamnosus (NCC 4007)
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Figura 3
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Figura 3. contagens de B. breve no intestino delgado (Jjejuno)
apdés 2 semanas de tratamento com mistura prebidtica (CMOS-GOS)
na dieta e Bifidobacterium lactis CNCM 1I-3446 (NCC 2818) na
dgua. A significédncia por teste t para amostras independentes
(p<0,05): * diferenca significativa para grupo de controlo
(CTR) ; *x diferenca significativa para soma de mistura

prebidtica mais probidtica
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Figura 4
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Figura 4. contagens de Staphylococci em fezes apds 2 semanas de
tratamento com mistura prebidtica (CMOS-GOS) na dieta e
Bifidobacterium lactis CNCM I-3446 (NCC 2818) na é&gua. A
significéncia por teste t para amostras independentes (p<0,05):
* diferenca significativa para grupo de controlo (CTR); **

diferenga significativa para soma de mistura prebidética mais

probidtica
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Figura 5

107 - ' l

100 4] * * *
8 105 o
o 10°
=
S 10° 1 _

10? P

101 - ,‘

10° — -

CTR CMOS-GOS B.lactis NCC2818
' NCC2818 &

CMOS-GOS

Figura 5. contagens de Clostridium perfringens em fezes apds 2
semanas de tratamento com mistura prebidética (CMOS-GOS) na dieta
e Bifidobacterium lactis CNCM 1I-3446 (NCC 2818) na éagua. A
significéncia por teste t para amostras independentes (p<0,05):

* diferenca significativa para grupo de controlo (CTR).
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Figura 6
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Figura 6. Atividade metabdlica relativa com mediana e amplitude
interquartil (A, B, C, D) e médias com desvio padrao (E, F, G,
H) de B. lIongum residente ao longo do tempo de estabelecimento
de microbiota. Sao representados o grupo de controlo (A, E; HE),
grupo com mistura prebidtica (B, F; Em), 6 grupo com Lactobacillus
rhamnosus CGMCC 1.3724 (NCC 4007) (C, G; ™) o grupo com

preparacdo de acordo com a invencédo (D, H, == (N = 9 a 10)
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