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RESUMO

"METODO PARA PREPARAR UM ANALOGO DE UM LACTICINIO"

A invencdo presente diz respeito a um método para
se preparar um andlogo de um lacticinio, e de preferéncia
um andlogo de um produto lacteo fermentado, utilizando uma
cultura bacteriana contendo bactérias lacticas. O método é
caracterizado por todos os passos do método serem levados a
cabo em condicdes de isencdo da presenca de animais,
incluindo o isolamento das bactérias lacticas e a adaptacédo
destas bactérias lacticas pela cultura destas bactérias em
meios respectivamente de isolamento e de adaptagdo, que sao
100 % de origem vegetal. O andlogo de lacticinio referido
pode ser um produto alimentar vegetal, um ingrediente

alimentar vegetal, ou um alimento funcional vegetal.



DESCRICAO

"METODO PARA PREPARAR UM ANALOGO DE UM PRODUTO LACTEO"

Dominio da invengéo

A invencdo presente diz respeito ao dominio da
tecnologia de alimentos. A invencgdo presente proporciona
uma cultura bacteriana contendo bactérias 1lacticas que
foram adaptadas cultivando-as num meio de adaptacdo 100 %
isento de animais, e a um método de se preparar uma tal
cultura bacteriana. A invencgdo presente também diz respeito
a um método para se prepararem andlogos de lacticinios e
aos andlogos de lacticinios que dessa forma se obtém

utilizando a cultura bacteriana referida.

Estado dos conhecimentos a data da invengédo

As bactérias lécticas (LAB) sdo um grupo de
bactérias gram-positivas que produzem &cido léctico em
resultado da fermentagdo de hidratos de carbono. Elas tém
sido utilizadas hd séculos na fermentacdo de alimentos, ndo
apenas por causa do desenvolvimento de sabor e de textura,
mas também por causa da sua capacidade para produzirem
compostos antimicrobianos, gque impedem o crescimento de

micro-organismos de deterioragdoc ou patogénicos.

As LAB sdo conhecidas sobretudo pelo seu papel na

preparacdo de produtos alimentares fermentados, tais como o
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iogurte (Streptococcus spp. e Lactobacillus spp.), queijos
(Lactococcus spp.) e, choucroute (Leuconostoc spp.). Para
além disto, as LAB também sdo utilizadas para se prepararem
picles de vegetais, em padaria, no fabrico de vinhos, na
cura de pescado, de carnes e de produtos de salsicharia. O
seu crescimento faz baixar o pH devido a produgdo de acido
lactico. Este processo de acidificagdo inibe o crescimento
da maior parte dos outros micro-organismos incluindo os
patogénicos mais comuns do ser humano, permitindo portanto
gue estes alimentos apresentem uma vida Gtil prolongada. A
acidez também altera a textura dos alimentos devido a
precipitagéo de algumas proteinas, e as transformagdes
bioguimicas que ocorrem durante o crescimento aumentam o

sabor.

As LAB s&do heterotéficas e apresentam em geral
necessidades nutricionais complexas porgue ndo dispdem de
muitas das capacidades biossintéticas. A maior parte das
espécies tem miltiplas exigéncias no que toca a aminoécidos
e a vitaminas. Por causa disto, as bactérias lacticas sé&o
em geral abundantes apenas em comunidades em dque essas
necessidades podem ser satisfeitas. Estas comunidades estéo
amitde associadas com as cavidades orais dos animais e com
os seus intestinos (por exemplo Enterococcus faecalis), com
folhas de plantas (Lactobacillus, Leuconostoc) bem como com
material em decaimento, vegetal ou animal, tal como
vegetalis em apodrecimento, material fecal, compostados,

etc.



Na técnica anterior, fazem-se tradicionalmente
crescer as bactérias lacticas e mantém-se em meios contendo
proteinas animais tais como o leite, a caseina, a peptona
de carne, o soro de cavalo, a albumina de soro bovino, soro
de leite, etc., e/ou ingredientes provenientes de animais
tais como cloreto de hemina, e/ou ingredientes obtidos
utilizando enzimas com origem animal tais como a tripsina,
a pepsina, ou a pancreatina. Para além disto, sabe-se bem
na técnica que conservar as bactérias lacticas ao frio
utilizando componentes de origem animal tais como o soro de

cavalo.

Por exemplo, na FR 2.831.395 descreve-se a
utilizagcdo de uma estirpe de Lactobacillus plantarum
depositada, para a fermentacdo de sumo de soja e/ou de
outros produtos semelhantes baseédos em soja. A estirpe de
L. plantarum é utilizada para a fermentacgdo dé leite de
soja para a preparacdo de andlogos de produtos lacteos com
origem vegetal. Esta estirpe é conservada em azoto liguido
num meio cohtendo ingredientes derivados de animais (caldo

MRS) .

No entanto, gquando se wutilizam LAB que foram
conservadas, se fizeram crescer e/ou se mantiveram, em
meios tais como ~0s  que se indicaram acima, para a
preparacdo de andlogos de produtos lacteos, podem surgir
diversos ©problemas, incluindo periodos de fermentagdo
relativamente longos, maus sabores, perda da actividade

metabbdélica especifica das LAB, menor taxa de sobrevivéncia



das bactérias lacticas nos produtos preparados isentos de
lacticinios e/ou uma vida ttil limitada para os produtos

preparados isentos de lacticinios.

Para além disto, a utilizacédo das LAB
anteriormente conservadas, cultivadas e/ou mantidas em
meios tais como os que foram indicados acima em alimentos
para vegetarianos ou para vegetalistas representa um
problema ético para grupos especificos de consumidores tais
como os vegetarianos ou os vegetalistas, e para diversos
grupos religiosos tais como no caso de se haver utilizado
peptona de carne de vaca para os Hindus ou no caso de

peptona de carne de porco para Judeus ou para Mugulmanos.

A invengdo presente tem cComo objectivo
proporcionar uma solugdo para pelo menos alguns dos

problemas mencionados acima.

Mais especificamente, éllﬂn objecto da invencdo
presente proporcionar um método melhorado para se
prepararem produtos alimentares, por exemplo analogos de
lacticinios fermentados, que seja mais eficaz e necessite

de periodos de fermentagdo mais curtos.

E outro objecto ainda da invengdo proporcionar um
método melhorado para se prepararem produtos alimentares,
preferivelmente produtos alimentares fermentados, no qual

os produtos alimentares referidos, por exemplo analogos a



lacticinios, apresentem melhor qualidade, propriedades

nutricionais e/ou organolépticas.

E outro objecto ainda da invencdo proporcionar
uma cultura bacteriana melhorada de bactérias lacticas,
para utilizacdo na preparagdo de produtos alimentares,
preferivelmente produtos alimentares fermentados tais como

andlogos de lacticinios fermentados.

A utilizacdo de meios de crescimento isentos de
proteinas animais para criar Dbactérias lacticas foi
descrita em Heenan, C. N. et al., Lebensm.-Wiss, u.

Technol. 35: 171-176 (2002)
Descricdo Resumida da Invencgdo

Num primeiro aspecto, a invencdo diz respeito a
um método para se preparar um andlogo de um lacticinio. O

método inclui os passos de:

a) se isolar uma ou mais bactérias lacticas a
partir do seu ambiente natural ou a partir de
uma coleccéo de culturas, num meio de
isolamento adeqguado isento de produtos de

origem animal;

b) se adaptarem as bactérias isoladas referidas

cultivando essas bactérias num meio de



adaptacdo adequado isento de produtos de

origem animal;

vc)se cultivarem as bactérias adaptadas
referidas num meio adequado isento de produtos

de origem animal, e

d) se preparar um andlogo de um lacticinio
adicionando ao referido andlogo de um produto
lacteo, a titulo de matéria-prima, uma
quantidade adeguada das bactérias obtidas no

passo c).

0O método caracteriza-se por os passos a) a d)
serem levados a cabo em condic¢des de isencédo da presenca de
produtos de origem animal. Numa concretizacdo preferida, os
meios de isolamento, de adaptacdo e de cultura sdo meios
100 % vegetais. O passo d) inclui preferivelmente
fermentar-se um andlogo ‘a um lacticinio adicionando ao
referido andlogo a um lacticinio usado como matéria-prima

uma quantidade adequada das bactérias obtidas no passo c).

Noutro seu aspecto adicional, a invencdo também
inclui um andlogo a um lacticinio que se possa obter pelo
método presente. O andlogo a um produto léacteo ¢é
preferivelmente um produto alimentar vegetal, um
ingrediente alimentar vegetal, ou um alimento funcional

vegetal. Mais preferivelmente, o andlogo a um lacticinio é



um analogo a um lacticinio fermentado, que seja

preferivelmente derivado da soja.

A invencdo ©presente também diz <respeito a
bactérias lécticas ou a uma cultura de bactérias que inclua
uma ou mais bactérias lacticas que tenham sido isoladas e
adaptadas por cultura, respectivamente, num meio de
isolamento e num meio de adaptacg¢do isentos de produtos de
origem animal ou 100 % vegetais. As bactérias léacticas séao
preferivelmente seleccionadas de entre os géneros de

Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, e

Streptococcus.

A invencdo presente proporciona um método para
preparar um andlogo a um lacticinio, preferivelmente um
andlogo a um lacticinio fermentado, em que os passos de
isolamento, adaptacdo, cultivo, e preparacdo (isto é, a
adicdo e/ou a fermentacdo) sdo todos levados a cabo sob
condicdes e/ou em meios garantindo a isencdo da presenca de
produtos de origem animal. De acordo como método presente,
portanto, é evitada a contaminacdo com produtos de origem
animal durante todo o processo de preparacgdo do analogo a
lacticinio. Para além disto, a entidade solicitante da
patente demonstrou fazendo crescer as bactérias presentes
num meio de adaptacdo 100 % vegetal, que as bactérias séo
capazes de sofrer adaptacdo (bio)quimica, por exemplo
alterando os seus perfis de expressdo de enzimas. Essa
adaptacdo tem consequéncias inesperadas e vantajosas para o

processo de preparagdo em si prdéprio, mas também para as



propriedades de qualidade e nutricional dos andlogos a

lacticinios preparados.

Com o propbdsito de se ilustrarem melhor as
caracteristicas da invencdo, descrevem-se adiante neste
documento algumas concretizagdes preferidas e exemplos sé&o
descritos adiante neste documento em relaééo aos desenhos

insertos.
Descricdo das figuras

A FIG. 1 ilustra a variagdo do pH num leite de
soja que se estd a fermentar com Lactococcus lactis S (LMG

P-23669).

A FIG. 2 representa perfis em SDS PAGE para L.
casei T (LMG P-23506) em meio S (FIG. 2A), para L. casei T
(LMG P-23506) em meio MRS (FIG. 2B) e para L. casei 6904 em

meio MRS (FIG. 2C).

A FIG. 3 mostra a transicdo gradual no espectro
de IV tipico quando se compara o L. casei V (LMG P-23504)
em meio S (VS), adaptada em meio S e re-adaptada em meio
MRS (VSM), adaptada em meio MRS e re-adaptada em meio S

(VMS) e adaptada ao meio MRS (VM).

A FIG. 4 representa os perfis de SDS PAGE

bidimensional para L. casei V (LMG P-23504) em meio S (FIG.



47), para L. casei V (LMG P-23504) em meio MRS (FIG. 4B).

As setas indicam as diferencas entre ambos os geles.

A FIG. 5 ilustra a velocidade de fermentagdo de
um leite de soja + 2 % de glucose quando se wutiliza
Lactococcus lactis S (LMG P-23669) isolado, adaptado e

mantido nos meios S ou MRS.

A FIG. 6 ilustra a velocidade de fermentacdo de
um leite de soja + 2 % de glucose quando se utiliza o L.
casei V (LMG P-23504) isolado, adaptado e mantido nos meios

S ou MRS.

A FIG. 7 ilustra a velocidade de fermentacgdo de
um leite de soja + 2,5 % de rafinose quando se utiliza o B.
infantis (LMG P-24096) isolado, adaptado e mantido nos

meios S ou MRS.

A FIG. 8 ilustra a velocidade de fermentagdo a um
pH constante de 5,9, de um leite de soja + 2,5 % de
rafinose gquando se utiliza o B. infantis (LMG P-24096)

isolado, adaptado e mantido nos meios S ou MRS .
Descrigdo pormenorizada da invencgéo

A invencdo presente proporciona um método para se
preparar um andlogo a um lacticinio, preferivelmente um
andlogo a um lacticinio fermentado. Tradicionalmente, os

processos de preparacgdo ou de fermentacgido incluem 0s passos



de A)se fazerem crescer as bactérias, B) se cultivarem as
bactérias referidas e C) se utilizarem as bactérias
referidas sob a forma de culturas bacterianas, num passo de

preparag¢do ou de fermentacdo.

Na técnica, tém sido vendidos aos consumidores
produtos fermentados e ndo fermentados sob uma designagéo
incluindo a expressdo "100 3% vegetal"”. Deve no entanto
tornar-se bem claro que esses produtos ndo tém de facto uma
origem 100 % vegetal, uma vez que na pratica, em geral nem
todos os passos na produgdo desses produtos sdo levados a
cabo unicamente na presenca de material vegetal.
Tradicionalmente, antes de serem multiplicadas e inoculadas
a titulo de fermento, as bactérias lacticas sdo cultivadas
em meios que contém proteinas animais, pof exemplo tais

como o leite, a caseina, uma peptona de carne, o soro de

cavalo, a albumina de soro bovino, o soro de gqueijo, etc.

Pelo contrario, a invencdo presente difere de
tais processos da técnica anterior porque antes de serem
cultivadas e inoculadas a titulo de cultura bacteriana, as
bactérias lacticas s8o iscladas em meio de isolamento
isento de produtos de origem animal, e fazem-se crescer em
meio de adaptacdo isento de produtos de origem animal. No
processo  presente, todos os passos de isolamento,
adaptagdo, cultivacdo e preparacdo sdo levados a cabo em
meios e/ou sob -condicdes isentas de produtos de origem

animal.



A expressdo "isento/a de produtos de origem
animal"™ refere-se neste contexto a condicdes e/ou a meios
aos quais ndo sdo adicionados produtos de origem animal.
Podem estar presentes vestigios de componentes com origem
animal n&o pretendidas, mas ndo tém gualquer efeito no
metabolismo e/ou no perfil de expressdo enzimdtica das
bactérias lacticas. Preferivelmente as bactérias lacticas
sdo isoladas e cultivadas de acordo com a invengdo num meio
isento de produtos de origem animal que é substancialmente,
e preferivelmente, um meio 100 % vegetal. O termo
"substancialmente" tal como se utilize neste contexto,
refere-se a um meio vegetal na preparacgdo do qual apenas se
ﬁtilizaﬂl ingredientes 100 % vegetais, mas no qual podem
estar presentes vestigios, ndo pretendidos, de componentes
com origem animal, mas em gue esses vVvestigics ndo tém
qualquer efeito sobre o metabolismo e/ou a expressio
enzimdtica das Dbactérias lacticas. Numa concretizacdo
preferida, o meio isento de produtos de origem animal ou
100 % vegetal inclui componentes vegetais e/ou componentes
sintéticas derivadas de fontes vegetais. O0s exemplos
preferidos de meios 100 % isentos de produtos de origem
animal incluem meios nos quais, por exemplo, a fonte de
azoto é uma peptona vegetal tal como a peptona de soja, e a
fonte de carbono é uma espécie de aclUcar derivada de
plantas, tal como a frutose, ou a meios sintéticos com uma

composicdo bem definida em amincdcidos e vitaminas

sintéticas, que apenas provém de fontes ndo animais.



A invencdo presente proporciona um método para
preparar um andlogo de um lacticinio fermentado que € mais
seguro e mails transparente, uma vez que ¢é evitada a
contaminacdo com produtos de origem animal durante todo o
processo de produgdo do andlogo ao lacticinio, incluindo os

passos de isolamento, adaptacdo, cultura e fermentacdo.

Os solicitantes verificaram também além disto que
pela utilizacdo de bactérias lacticas que foram isoladas e
adaptadas num meio 100 % vegetal, se obtém periodos de
fermentacdo mais curtos na preparagdo de analogos a
lacticinios fermentados. Para além disto, a sobrevivéncia

das bactérias lécticas durante a vida util dos andlogos a

lacticinios que se preparam também é superior.

Para além distQ, utilizando bactérias léacticas
que foram isoladas e adaptadas num meio 100 % vegetal como
cultura bacteriana no método presente permite melhorar as
propriedades estruturais, nutricionais e/ou organolépticas

dos produtos preparados, incluindo uma melhor

digestibilidade.

Outra vantagem da cultura de bactérias presente é
gue ndo contém compostos de origem animal. A cultura
bacteriana pode vantajosamente ser utilizada  para preparar
andlogos de lacticinios gue sejam adequados para
determinados grupos de consumidores tais como  ©OS
vegetarianos, os vegetalistas, ou grupos religiosos tais

como os Judeus ou os Mucgulmanos. Para além disto, a
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utilizacdo das culturas bacterianas presentes remove O
risco de ser transmitida uma contaminag¢do proveniente de
animais, tal como a encefalopatia espongiforme dos bovinos
(BSE) ou outros agentes infecciosos e lesivos, aos

consumidores dos andlogos a lacticinios que se preparamn.

O método presente serd explicado em mais pormenor

adiante no que toca aos seus diferentes passos.

Isolamento de Bactérias Léacticas

Un primeiro passo do método presente inclui o
isolamento de uma ou mais bactérias lécticas em meio de

isolamento isento de produtos de origem animal.

Podem isolar-se bactérias lacticas a partir do
seu ambiente natural, por exemplo a partir das cavidades
oralis de animais ou dos seus intestinos, de 1leite, de
gqueijo; de folhas de plantas e também de materiais em
decomposicdo, quer de plantas quer de animais, tais como
vegetais em apodrecimento, material fecal, produtos de
compostagem, produtos vegetais naturalmente fermentados

(picles, choucroute, etc.).

Podem também isolar-se as bactérias léacticas a
partir de uma colecgdo de culturas, tais como as colecg¢des
de culturas que se encontram presentes nas instituigdes

depositarias nos termos do tratado de Budapeste.



Isolam-se aé bactérias num meio de isolamento, e
preferivelmente um meio 100 % vegetal. O ©passo de
isolamento no método presente inclui um tdnico passo de se
levarem as bactérias para um meio de isolamento adequado,
preferivelmente um meio de isolamento 100 % wvegetal. O
passo de isolamento é o primeiro passo na transposicdo de
bactérias, por exemplo provenientes do meio ambiente ou de
uma colecgdo de culturas, para um meio de isolamento
adequado tal como se define neste documento. Deste modo, o

isolamento inclul em principio substancialmente apenas um

passo manipulativo.

Preferivelmente as bactérias lacticas sdo
seleccionadas de entre o conjunto constituido pelos géneros
Lactobacillus, Lactococcus ‘Bifidobacterium, e
Streptococcus. Numa concretizacdo preferida, as bactérias
lacticas incluem ILactobacillus acidophilus, L. bulgaricus,
L. casei, L. paracasei, L. delbrueckii, L. fermentum, L.
plantarum, ou L. reuteri. Noutra concretizacdo as bactérias
lécticas incluem TILactococcus garvieae, L. lactis, L.
cremoris, L. lactis subsp. diacetylactis, L. piscium, ou L.
raffinolactis. Noutra concretizacdo as bactérias lacticas
incluem Bifidobacterium infantis, B. longum, B. breve, B.
animalis (lactis), e B. adolescentis. Noutra concretizacdo
ainda as bactérias lacticas incluem Streptococcus
salivarius ou Streptococcus thermqphilus, e preferivelmente

Streptococcus salivarius ssp. thermophilus.
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Numa concretizacdo mais preferida, as bactérias
lacticas incluem Lactobacillus casei V (ILMG P-23504),
Lactobacillus casei W (LMG P-23505), Lactobacillus casei T
(LMG P-23506), Lactococcus lactis S (LMG P-23669),
Bifidobacterium infantis S (LMG P-24096) e/ou Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus (LMG P-24095). A estirpe
Lactobacillus casei V foi depositada junto da Coleccgdo de
Bactérias BCCM/LMG, Ledeganckstraat 35 B-9000 Gent, Bélgica
no dia 11 de Abril de 2006 (recibo do depdsito emitido pela
Autoridade Depositaria a 17 de Fevereiro de 2006). A
estirpe depositada tem as caracteristicas do numero de
acessdo que lhe foi atribuido IMG P-23504. A estirpe
Lactobacillus casei V foil depositada junto da Coleccao de
Bactérias BCCM/LMG, Ledeganckstraat 35 B-9000 Gent, Bélgica
no dia 11 de Abril de 2006 (recibo do depdésito emitido pela‘
Autoridade Depositaria a 17 de Fevereiro de 2006). A
estirpe depositada tem as caracteristicas do ntmero de
acessao que 1lhe foi atribuido LMG P-23505. A estirpe
Lactobacillus casei V foi.depositada junto da Colecgdo de
Bactérias BCCM/LMG, Ledeganckstréat 35 B-92000 Gent, Bélgica
no dia 11 de Abril de 2006 (recibo do depdsito emitido pela
Autoridade Depositdria a 17 de Fevereiro de 2006). A
estirpe depositada tem as caracteriéticas do numero de
acessdo . que lhe foi atribuido I1IMG P-23506. ©Noutra
concretizacéo as referidas bactérias lacticas sdo
Lactococcus lactis S. Esta estirpe foi depositada na

Coleccdo de Bactérias BCCM/LMG, Ledeganckstraat 35 B-9000

Gent, Bélgica a 15 de Maio de 2006. A estirpe depositada

tem as caracteristicas do numero de acessdo que lhe foi



atribuido ILMG P-23669. Noutra concretizacdo as bactérias
lacticas referidas s&o Bifidobacterium infantis S. Esta
estirpe foi depositada junto da Colecgdo de Bactérias
BCCM/LMG, Ledeganckstraat 35 B-9000 Gent, Bélgica, a 12 de
Abril de 2007. A estirpe depositada tem as caracteristicas
do numero de acessdo que lhe foi atribuido LMG P-24096.
Noutra concretizacdo ainda as bactérias lécticas referidas
sdo Streptococcus salivarius  ssp. thermophilus. Esta
estirpe foi depositada Jjunto da Colecgdo de Bactérias
BCCM/LMG, Ledeganckstraat 35 B-9000 Gent, Bélgica a 12 de
Abril de 2007. A estirpé depositada tem as caracteristicas

do numero de acessdo que lhe foi atribuido LMG P-24095.

Adaptagéo

De acordo com a invengdo presente, proporciona-se
um método em dgque as bactérias lacticas s&o isoladas e
adaptadas fazendo-as <crescer em meios adequados de
isolamento isentos de produtos animais a sua temperatura‘

6ptima de crescimento.

O termo "crescer", tal como se utilize neste
documento, refere-se ao crescimento de bactérias. 0
crescimento bacteriano é definido neste documento como

tratando-se de um aumento da biomassa bacteriana.

O passo de adaptacdo no método presente inclui
preferivelmente o crescimento e novos plaqueamentos

frequentes das bactérias num meio de adaptacdo adequado,
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preferivelmente a 100% vegetal. O passo de adaptacédo
implica pelo menos um e preferivelmente mais do que um novo
plaqueamento das bactérias para um meio de adaptacdo tal
como definido neste documento. Durante este passo de
adaptagédo, as bactérias s8o frequentemente submetidas a
novos plaqueamentos, por exemplo a cada 3 a 5 dias, para
manter as bactérias num estado viavel. Preferivelmente,
durante estas operacdes de plagueamento, seleccionam-se as
‘maiores colénias bacterianas. Fazem-se crescer as bactérias
a uma temperatura adequada durante um periodo de tempo
apropriado. Por exemplo, para as bactérias Lactococcus, a
temperatura ronda preferivelmente  os 30°C; para
Lactobacillus a temperatura é preferivelmente de 30°C ou de
37°C, dependendo da estirpe, para Streptococcu;
thermophilus a temperatura ¢é preferivelmente de 42°C;
enquanto gue para Bifidobacerium a temperatura é

preferivelmente de cerca de 37°.

O passo de adaptagdo é caracterizado em especial
por se fazerem crescer as LAB num meio isento de produtos
de origem animal, ou 100 % <vegetal. A solicitante
demonstrou que fazendo <crescer e plaqueando de novo
frequentemente as LAB num meio 100 % vegetal, as LAB se
adaptam a um tal meio. O termo "adaptagdo", quando .é
utilizado neste contexto refere-se aos fendmenos que as LAB
sofreram, modificacdes quimicas e metabdlicas, em
particular no que toca ao seu metabolismo enzimdtico, por

exemplo por ajustarem o seu perfil enzimatico, a

inducdo/regulacdo em baixa de determinados enzimas, a



actividade enzimdtica, a cinética da sintese de enzimas,
etc..., em funcdo das componentes presentes no meio
vegetal. Em resultado disto, as LAB estdo mais adaptadas a
componentes vegetais, e obtém capacidades melhoradas para

subsequentemente fermentarem produtos de origem vegetal.

Pode utilizar-se qualquer meioc padrdo para a
cultura de bactérias como base para se preparar o meio
vegetal presente, desde que a composicgdo final do meio seja
isenta de produtos de origem animal, ou seja
substancialmente vegetal, tal como se define neste
documento. O térmo "meios" pode ser utilizado referindo
meios sdélidos plagueados que suportem o crescimento das
bactérias. Também se incluem nesta definigdo sistemas para
o crescimento de micro-organismos que sejam semi-sbélidos e
liquidos, bem como quaisquer tipos de meios. Pddem‘
preparar—-se os meios sélidos habituais pela adicéo de um
‘agente solidificante tal como o agar a qualquer meio

liquido.

0 meio da invencgéo presente inclui
preferivelmente uma fonte de carbono, uma fonte de azoto,
uma fonte vitaminica, uma fonte de minerais essenciais e
opcionalmente um agente de seleccdo, tal como um agente
redutor <como a L-cisteina ou um antibiético, para
seleccionar os micro-organismos que se pretende entrem em

cultura.



[

Numa concretizacdo, o.meio de isolamento isento
de produtos de origem animal e o meio de adaptacdo isento
de produtos de origem animal sdo ambos o mesmo meio. Noutra
concretizacido, o meio de isolamento isento de produtos de
origem animal e o meio de adaptagdo isento de produtos de
origem animal s&o meios diferentes. Por exemplo, o meio de’
adaptagdo pode ser mais pobre do que o meio de isolamento,
ou pode conter componentes (tais como por exemplo péptidos
especificos derivados de wuma fonte vegetal, rafinose,
estaquiose, &cido fitico, ...) que melhoram o processo de
adaptacdo. Num exemplo, o meio de isolamento inclui
diferentes hidratos de carbono fermentesciveis tais como
frutose, glucose e sacarose e uma fonte de azoto
proveniente de diversas peptonas vegetais (por exemplo da
soja e da batata), enguanto o meio de adaptégéa ¢ mais
selectivo e inclui por exemplo uma peptona especifica de
soja com uma distribuigdo especifica de massas moleculares
e um hidrato de carbono fermentescivel (por exemplo

frutose).

Tal como se utiliza neste documento, a expressao
"fonte de carbono" ¢é utilizada para referir qualquer
composto que possa ser utilizado como fonte debcarbono para
o crescimento Dbacteriano e/ou para o metabolismo das
bactérias. As fontes de carbono podem assumir diversas
formas, incluindo, mas .sem dque se limitem a, as de
polimeros, hidratos de carbono, &cidos, &lcoois, aldeidos,

cetonas, aminoacidos, e péptidos.



Tal como se utiliza neste documento, a expressdo
"fonte de azoto" é utilizada para referir gqualquer composto
que possa ser utilizado a titulo de fonte de azoto para o
crescimento bacteriano e/ou para o metabolismo das
bactérias. Tal como sucede com as fontes de carbono, as
fontes de azoto podem assumir diversas formas, tais como as
de azoto livre, bem como as de compostos gque contenham
azoto, incluindo mas sem dgue se limitem a aminoacidos,

peptonas, vitaminas, amoniaco e sais azotados.

Tal como se utiliza neste documento, a expressdo
"fonte de minerais" pode referir-se a adicgdo de um ou mais
minerais. Tal como se utiliza neste documento, a expressido
"fonte de vitaminas" pode referir-se a adicdo de uma ou

mals vitaminas.

Tal como se utiliza neste documento, a expressdo
"agente de selecgdo" é utilizada para referir qualquer
composto que iniba o crescimento de, ou que mate micro-
organismos ou que estimule o crescimento do organismo
seleccionado. Pretende-se que a expressdo seja utilizada
com o0 seu sentido mais geral, e inclua, sem gue se limite
a, compostos tais como a L-cisteina ou antibidticos que
sejam produzidos por via natural ou sintética. Também se
pretende que a expressdo inclua compostos e elementos que
sejam Uteis para inibir o crescimento de, ou para matar
micro-organismos ou para estimular organismos
seleccionados. Os agentes de seleccédo podem ser

incorporados nos meios wutilizados na invencdo presente.



Desta forma, os organismos com caracteristicas indesejiveis
(por exemplo, os contaminantes) podem ser inibidos ou
mortos antes de ou durante a conservacao e/ou o]
reavivamento dos organismos com interesse. Em alternativa,
pela adigdo de agentes estimuladores, esses agentes
estimulam o crescimento dos organismos seleccionados de
modo a gque os organismos seleccionados tenham uma vantagem

durante o seu reavivamento.

Numa concretizacdo preferida, o meio de acordo
com a invencdo inclui uma peptona vegetal; uma componente
de leveduras (tal como um extracto de levedura); um hidrato
de carbono fermentescivel derivado de um vegetal; e um

tampédo.

As peptonas vegetais sdo misturas complexas de
éompostos orgadnicos e inorgédnicos que s&do obtidos por
digestdo de tecidos de plantas que contém proteinas, tais
como, por exemplo, bagago de soja ou proteina de soja. As
peptonas contém sobretudo péptidos e aminodcidos singelés.
Como sdo produtos em bruto da digestdo de materiais
complexos, elas contém uma grande variedade de outros
materials orgdnicos e inorgdnicos. As peptonas podem ser
seleccionadas de entre o conjunto gque inclui soja, algodéo,
trigo, malte, milho, batata, feijdo, tremoco, sorgo e/ou
arroz. Preferivelmente a peptona é uma peptona de soja.
Incluem-se nos exemplos de peptonas vegetais mas ndo se
limitam a esta, produtos de digestdo da proteina de soja

(bagaco de soja) com papaina comercial, produtos de



digestdo de farinha de trigo com papaina comercial,
produtos de digestdo de proteina de batata com papaina

comercial, etc...

Podem utilizar-se procedimentos padrdo bem
conhecidos dos especialistas da técnica para a preparagdo
~de peptonas vegetais. Por exemplo, podem preparar-se
composicgdes proteicas derivadas de soja por digestéo
enzimdtica de bagaco de soja ou de isolado de soja partindo
de enzimas vegetais padrdo tais como a papaina. Podem
também obter-se composicdes proteicas por hidrélise acida
de um isolado de soja. Para resumir, as peptonas vegetais
sdo produtos de digestdo quimica ou enzim&tica de proteinas
vegetais e contém uma mistura de aminoacidos, ~pequenos
péptidos e polipépﬁidos‘ de diferentes dimens&es.
Preferivelmente a peptona vegetal estd presente no meio
numa quantidade de entre 0,1 e 10 %, em peso[ e
preferivelmente de entre 0,5 e 5 %, emv peso, e mais

preferivelmente de cerca de 1 %, em peso.

Noutra concretizacgdo, o] meio inclui uma
componente de leveduras. Uma tal componente de leveduras
pode ser utilizada como fonte de aminoadcidos, de vitaminas,
de coenzimas e de purinas e pirimidinas incluindo muitos
gue sdo necessirios a como factores de crescimento para o0s
organismos. A concentragdo de componente de leveduras no
meio presente estd preferivelmente compreendida entre 0,1 e
10 %, em peso, e preferivelmente entre 0,3 e 5 %, em peso,

e é mais preferivelmente de cerca de 0,5 %, em peso. As



componentes de leveduras podem ser preparadas por
procedimentos padrdo bem conhecidos dos especialistas da
técnica. Para além disto, as componentes de leveduras estdo
comercialmente disponiveis. A componente de leveduras pode
ser constituida por levedura autolisada, extracto de
levedura (isso é, um extracto de células de levedura) ou um

extracto de leveduras (ultra)filtrado.

Noutra concretizacdo ainda, o meio de isolamento
e/ou de adaptacdo vegetal presente inclui um tampdo
adequado para manter a gama de pH 6ptima para o organismo,
em meio sbélido ou em meio liquido, para impedir alteracdes
pronunciadas do pH que de outra forma ocorreriam em
resultado da producdo de A&cidos ou bases orgdnicos por
parte do micrdébio. Incluem-se nos exemplos dos tampdes
adequados os fosfatos de sdédio e de potéssio e o carbonato
de cdlcio. As preparacdes orgdnicas em bruto, tais como as
peptonas (veja-se adiante) também actuam como tampdes. As

componentes Quimica tais como a tricina e o MOPS também

podem ser utilizadas como componentes de tampdes. A
concentracdo de tampdo no meio presente varia
preferivelmente entre 0,1 e 10 % em  peso; e

preferivelmente entre 0,3 e 5 %, em peso, e &
preferivelmente de cerca de 0,5 %, em peso. Preferivelmente
o meio vegetal é tamponizado a um pH de entre 5 e 8, e

preferivelmente entre 6 e 6,5.



Num exemplo o meio vegetal é tamponizado a um pH
de 6,3 no caso de se tratar de um meio para Lactococcus

lactis ou Lactobacillus casei.

Numa outra concretizagdo preferida, a invencéo
presente proporciona um meio de isolamento e/ou de
adaptagdo que inclui um hidrato de carbono derivado de
vegetals, fermentescivel. Os hidratos de carbono sé&o
compostos quimicos que contém  4tomos de oxigénio,
hidrogénio e carbono. A expressdo "derivado de vegetais"
neste contexto refere-se a hidratos de carbono, que & um
grande grupo de actcares, amidos, celuloses, e gomas, gue
sdo provenientes de fontes vegetais tais como o milho, o
trigo, a chicdéria, a mandioca, é arroi,‘ é’ bétété, a
beterraba ou a cana e que sédo substancialmente isentas de
produtos de origem animal. Os hidratos de carbono
fermentesciveis podem incluir glucose, frutose, sacarose,
galactose, etc... Este conceito exclui hidratos de carbono
que sejam derivados do leite ou de produtos léacteos, tais
como por exemplo a lactose. Preferivelmente utilize-se a
titulo de hidrato de carbono a frutose ou a glucose. A
concentracdo em hidratos de carbono fermentesciveis no meio
presente varia preferivelmente entre 0,1 e 10 %, em peso, €
preferivelmente entre 0,5 e 5 %, em peso, e preferivelmente

€ de 1 %, em peso.

Para se preparar um meio sélido, o meio vegetal

contém também agar-agar, preferivelmente numa quantidade de



entre 1 e 2 %, em peso, e por exemplo numa quantidade de

1.5%, em peso.

Cultura

O Passo c) do método presente inclui a cultura de
bactérias adaptadas num meio adequado isento de produtos de

origem animal.

Um tal meio de cultura isento de produtos de
origem animal pode incluir peptonas vegetais tais como se
definiram neste documento, por exemplo da soja, do trigo,
do arroz, da batata; componentes de leveduras tais como
definidas neste documento; hidratos de carbono
fermentesciveis derivados de vegetais tais como definidos
neste documento; ou fontes de hidratos de carbono complexos

talis como licor de milho, melacos, etc...

A cultura envolve a multiplicacdo de bactérias
adaptadas numa escala maior com o objective de se obter
biomassa suficiente que se pode utilizar num préximo passo

para se prepararem os andlogos a lacticinios.

E claro que a temperatura e o periodo necessirios
para o passo de cultura dependerdo do tipo de bactérias
lédcticas. Além disto, a cultura ¢é levada a cabo a
temperatura O6ptima para as bactérias adaptadas a que
respeita, por exemplo para Lactococcus lactis S é de 30°C

enquanto que para Lactobacillus casei V é de 30° ou 37°C,



dependendo da estirpe. O pH ¢é monitorizado e mantido
constante por adigcdo de um produto alcalino tal como
hidréxido de sdédio, hidrdéxido de amdénio, hidrdéxido de
cdlcio, ... O pH Ooptimo depende da cultura e varia
preferivelmente entre 5 e 8. O pH & por exemplo de cerca de
6,3 no caso de Lactococcus lactis S ou de ZLactobacillus

casei V.

Preparacdo de andlogos a lacticinios

Num passo sequinte d), prepara-se um andlogo a um
lacticinio adicionando a um andlogo a um lacticinio
utilizado como matéria-prima uma quantidade adequada de
bactérias que tenham sido objecto de cultura
(multiplicagdo) no passo c¢). Essa quantidade adequada pode
incluir entre 10° e 10'° bactérias por mL, e preferivelmente
incluird 10’ bactérias/mL. O passo de preparacdoc d) pode ou
ndo incluir um passo de fermentacgdo: as bactérias do passo
c) podem ser adicionadas ao andlogo a lacticinio a titulo
de ingrediente, sem fermentagdo, ou podem ser adicionadas
como cultura de arranque que é subseqguentemente objecto de
fermentacdo. Opcionalmente, pode pasteurizar-se ou
esterilizar-se o produto que se vaili fermentar antes dessa

sua fermentacdo.

Numa concretizacdo preferida, a invencdo presente
proporciona um método para se preparar um andlogo a um
lacticinio, em gque o periodo de fermentacdc durante a

preparag¢do do andlogo a lacticinio referido é encurtado.
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Numa concretizacdo preferida, proporciona-se um método no
qual o periodo de fermentagdo durante a preparacdo do
referido andlogo a lacticinio é encurtado em pelo menos 10
%, preferivelmente em pelo menos 15 %, mais preferivelmente
em pelo menos 20 % ainda mais preferivelmente em pelo menos
30 %. O periodo de fermentacdo pode ser por exemplo
diminuido em 15, 18, 20, 22, 25, 27, 30, 35, 40, 45 ou

mesmo 50 $.

Deve ser claro que a temperatura e o periodo de
tempo necessédrios para o passo de fermentacdo dependerido do
tipo de andlogo a lacticinio que se pretende fermentar. Num
exemplo preferido, o andlogo a lacticinioc é leite de soja,
preparado a partir de grdos de soja tal como descrito para
Tonyu ou preparado a partir de Isolados de Soja. Para além
disto, a fermentacgdo é levada a cabo a temperatura éptima
para as bactérias adaptadas que se utilizarem, por exemplo
para Lactococcus lactis S é a 30°C enguanto que para
Lactobacillus casei V é& a 30° ou a 37°C, dependendo da
estirpe utilizada. Durante a fermentacdo, o pH decresce e
as proteinas <coagulam. O Exemplo 3 ilustra comoc a
utilizagdo de uma cultura de bactérias lacticas que foram
previamente isoladas, adaptadas e submetidas a uma cultura
de acordo com a invengdo permite melhorar a preparacido de
um andlogo a um lacticinio, e em especial acelerar a sua
fermentagdo e portanto diminuir o periodo de fermentacio

durante a preparacdo de um tal andlogo a um lacticinio.



Numa concretizagdo preferida, a invencdo presente
pode incluir o(s) passo(s) adicional(is) de se misturar o
produto fermentado para se obter um produto macio e
untuoso, e/ou de se misturar com ele um ou mais
ingredientes adicionais tais como por exemplo pedacos de
fruta(s) ou puré de fruta(s), vegetals, ervas, especiarias,
aclicar e edulcorantes, sabores, corantes, estabilizadores e

espessantes, sal, conservantes,...

Andlogos a lacticinios

podem utilizar-se com vantagem em processos de
fermentacdo de alimentos bactérias lActicas que tenham sido
isoladas e adaptadas de acordo com os passos a) e b) do
método presente e/ou uma cultura de bactérias incluindo
essas bactérias lacticas, e por exempio em processos de
alimentos, e preferivelmente para se prepararem produtos
alimentares isentos de produtos de origem animal, tal como

um andlogo a um lacticinio fermentado.

A expressdo "andlogo a (um) lacticinio™, tal como
se utilize neste documento, pretende significar um produto
com origem vegetal e pode incluir um produto alimentar
vegetal, um ingrediente alimentar vegetal, ou um alimento
funcional vegetal. A expressdo "com origem vegetal" indica

que o produto apenas contém compostos derivados de plantas.

Os termos "alimento" ou "produto alimentar" sé&o

utilizados neste documento com um sentido geral, e incluem



alimentos para seres humanos bem como alimentos para
animais (isto &, racdes). Num aspecto preferido, o alimento
destina-se a ser consumido por seres humanos. O alimento
pode assumir a forma de uma solugdo ou a de um sbé6lido,
consoante a utilizacdo e/ou o modo de aplicagdo e/ou o modo

de administracdo a que se destina.

Podem obter-se exemplos ndo limitativos de
"produtos alimentares vegetais" que se podem obter
recorrendo a uma cultura de bactérias de acordo com a
invencdo presente, por exemplo, iogurtes e iogurtes
liquidos; queijo, molho de queijo, nata (amarga), nata para
bater, revestimento de nata batida, sorvetes, gelados e
sobremesas, produtos de pastelaria, biscoitos, bolos e
misturas para bolos, alimentos para consumo entre
refeicdes, recheios de frutos, revestimento brilhante para
bolos, recheios achocolatados para produtos de pastelaria,
recheios para bolos, revestimentos brilhantes para bolos e
donuts, cremes pasteleiros instanténeos, recheios para
bolachas, creme pasteleiro pronto a usar, creme pasteleiro
com menos calorias, bebidas nutricionais, bebidas de sumo
de soja acidificadas, pds para confecgdo de bebidas, leite
de soja enriquecido em cdlcio, sobremesas congeladas com
inclusdo de ar. Numa concretizacdo preferida, a invencdo
presente pode ser utilizada preferivelmente no que toca a
producdo de iogurtes e queijos baseados em soja, tais como
bebida de iogurte de soja fermentado, iogurte de soja,
iogurte liquido de soja, queijo de soja, nata de soja

fermentada, sobremesas baseadas em soja e outras.



A expressdo "ingrediente alimentar vegetal", tal
como se utiliza neste documento, inclui uma formulacdo que
¢ ou pode ser adicionada na preparagdo de outros produtos
alimentares. O ingrediente alimentar pode assumir a forma
de uma solugcdo ou a de um sbélido, consocante a utilizacdo
e/ou o modo de aplicacdo e/ou o modo de administracdo. Por
exemplo uma nata de soja fermentada pode ser utilizada como
ingrediente para a preparacdo de refeicdes prontas a comer;
um logurte de soja fermentado pode ser utilizado a titulo
de ingrediente para um batido de leite de soja ou para um

gelado de soja baseado em iogurte de soja.

Tal como se utiliza neste documento, a expressao
"alimento funcional vegetal" significa um alimento vegetal
que é capaz de proporcionar ndo sé um efeito nutricional
e/ou a satisfacdo de um sabor, mas é também capaz de
proporcionar mais um efeito benéfico para um consumidor. Os
alimentos funcionais sdo portanto alimentos normais gque
tenham componentes ou ingrédientes (tais como agqueles que
s8do descritos neste documento) incorporados neles que
emprestam ao alimento um beneficio funcional especifico,
por exemplo medicinal ou fisioldégico, para além de um
efeito puramente nutricional. Alguns alimentos funcionais
sdo nutracéuticos. Nestes, o termo "nutracéutico” significa
um alimento que é capaz de proporcionar apenas um efeito
nutricional e/ou a satisfacdo do paladar, mas que também é
capaz de proporcionar um efeito terapéutico (ou outro
efeito Dbenéfico) para o consumidor. Os nutracéuticos

atravessam as demarcacdes que tradicionalmente separam os



alimentos dos medicamentos. A titulo de exemplo pode citar-
se uma preparacdo de Bifidobacterium isenta de produtos de
origem animal, que se adiciona ao iogurte de soja ou a
preparacdes de fruta para se preparar um alimento funcional

vegetal.

Un tal alimento funcional vegetal pode ser um
nutracéutico na medida em que contribui para um melhor
estado de saude do aparelho digestivo, diminuindo o

colesterol, estimulando a imunidade, etc.

A invencdo diz respeito a um andlogo a um
lacticinio que se possa obter pelo método presente. O
andlogo a lacticinio presente pode ser caracterizado como

se segue.

Numa concretizac&o, proporciona-se um anadlogo a
um lacticinio possuindo um contetdo diminuido em &cido
fitico. Proporciona-se neste caso um analogo a um
lacticinio no qual durante a fermentacdo foi degradado mais
dcido fitico do que num andlogo a um lacticinio que ndo se
houvesse obtido por um método de acordo com a invencdo. A
invencdo proporciona portanto um andlogo a um lacticinio no
~qual a degradacdo do &cido fitico é mais pronunciada, e
preferivelmente pelo menos 10 %, mais preferivelmente pelo

Q

menos 25 % e mesmo mais preferivelmente pelo menos 50

o

mals pronunciada, do gque num andlogo a um lacticinio ndo
obtido por um método de acordo com a invencdo. Numa

concretizacdo preferida, proporciona-se um andlogo a um



lacticinio no qual pelo menos 10 %, preferivelmente pelo

Q

menos 15 %, mais preferivelmente pelo menos 20 % e ainda
mais preferivelmente pelo menos 25 $ mais acido fitico seja
degradado do que num andlogo a um lacticinio que n&o seja
obtido por um método de acordo com a invencdo. Num exemplo,
proporciona-se um andlogo a um lacticinio no qual a
degradacdo do &cido fitico ¢é pelo menos 1,5 vezes, e
preferivelmente pelo menos 2 vezes, ou mesmo pelo menos 3
vezes mailis pronunciada do que a degradacgdo do acido fitico

num andlogo a um lacticinio que ndo seja obtido por um

método de acordo com a invencdo.

Nbutra concretizag¢do proporciona-se um analogo a
um lacticinio contendo uma menor quantidade de rafinose.
Proporciona-se um andlogo a um lacticinio no qual a
quantidade de rafinose que foi degradada durante a
fermentacdo é superior a de um andlogo a um lacticinio que
ndo tenha sido obtido por um método de acordo com a
invencdo. A invengdo proporciona assim um andlogo a um
lacticinio no qual a degradacdo da rafinose ¢é maior, e
preferivelmente pelo menos 10 %, mais preferivelmente pelo
~menos 25 % e ainda mais preferivelmente pelo menos 50 %
maior, do que um andlogo a um lacticinio gque ndoc seja
obtido por um método de acordo com a invencdo. Numa
concretizacdo preferida, proporciona-se um andlogo a um
lacticinio no qual pelo menos 25 %, preferivelmente pelo
menos 50 %, mais preferivelmente pelo menos 75 % e ainda

-mais preferivelmente pelo menos 100 % mais rafinose ¢é

degradada do que num andlogo a um lacticinio ndo obtida por



um método de acordo com a invencdo. Num exemplo,
proporciona-se um andlogo a um lacticinio no qual a
degradacdo da rafinose seja pelo menos 3 vezes, €
preferivelmente pelo menos 5 vezes, ou mesmo pelo menos 7
vezes superior & degradagdo da rafinose num andlogo a um

lacticinio ndo obtido por um método de acordo com a

invencéo.

Numa outra concretizacgdo ainda, proporciona-se um
andlogo a um lacticinio com uma quantidade aumentada de
formas aglucona de isoflavonas. Proporciona-se um andlogo a
um lacticinio no qual mais formas glucdsido das isoflavonas
“hajam sido transformadas durante a fermentacdo em formas de
aglucona das isoflavonas do que num andlogo a um lacticinio
ndo obtido por um método de acordo com a invengéb. A
invengdo proporciona portanto um andlogo a um lacticinio no
qual a transformacdo das formas glucdsido das isoflavonas
nas formas aglucona das isoflavonas é maior, e
preferivelmente pelo menos 10 %, mais preferivelmente pelo
menos 25 % e ainda mais preferivelmente pelc menos 50 %
maior, do que num andlogo a um lacticinio ndo obtido por um
método de acordo com a invencdo. Numa concretizacédo
preferida, proporciona-se um andlogo a um lacticinio em que

pelo menos 5 %, preferivelmente pelo menos 10 &, mais

oe

preferivelmente pelo menos 20 e ainda mais
preferivelmente pelo menos 25% mais transformacdo de formas
glucdésido de isoflavonas em formas aglucona de isoflavonas

do que num andlogo a um lacticinio n&do obtido por um método

de acordo com a invengdo. Num exemplo, proporciona-se um



andlogo a um lacticinio no qual a transformacdo de uma
forma de glucdsido numa forma de aglucona de isoflavonas
seja pelo menos de 1,1 vezes, e preferivelmente pelo menos
1,2 vezes, ou mesmo pelo menos 1,3 vezes maior do gque num
andlogo a um lacticinio ndo obtido por um método de acordo

com a invencgdo.
Bactérias lacticas

Noutra concretizacgdo esta invencdo diz respeito a
bactérias léacticas que foram isoladas e adaptadas por
crescimento num meio 100 % vegetal, respectivamente de

isolamento e de adaptagdo.

Numa concretizacdo preferida, a invencéo
proporciona bactérias lacticas tal como se descrevem neste
documento demonstrando um aumento de actividade em um ou
mais enzimas, em comparacdo com as bactérias lacticas que
se ndo fizeram crescer em meios de isolamento e de
adaptacdo 100 % vegetais. Preferivelmente o(s) enzima(s)
referido é(sdo) seleccionado(s) de entre o conjunto que
inclua a fosfatase alcalina, a fosfatase &cido, a o-

quimotripsina, a a-galactosidase e a p-glucosidase.

Numa concretizacgdo preferida, a invencéo
proporciona bactérias 1lacticas tal como foram descritas
neste documento, que demonstram um aumento de actividade de
pelo menos 5 %, preferivelmente pelo menos 10 %,

preferivelmente ainda pelo menos 15 %, mais preferivelmente
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pelo menos 20 % e de preferéncia pelo menos 30 %, de um ou
mais dos enzimas acima listados. A actividade enzimatica
pode evidenciar por exemplo aumentos de 15, 18, 20, 22, 25,

27, 30, 35, 40, 45 ou mesmo 50 %.

Numa concretizacdo preferida, a invencédo
proporciona bactérias lacticas tal como se descreveram
neste documento, que sdo capazes de aumentar a degradacdo
do Acido fitico num um andlogo a um lacticinio durante a
sua fermentacdo. A invencédo propérciona assim bactérias
lacticas evidenciando um aumento da actividade da
fosfatase, por exemplo da fosfatase &cida e/ou da fosfatase
alcalina, com pelo menos k5 %, preferivelmente com pelo
menos 10 %, preferivelmente com pelo menos 20 $ e mais
preferivelmente com pelo menos 30 %, de aumento. Por
exemplo, sdo proporcionadas bactérias lacticas que sé&o
capazes de degradar pelo menos 1,5 vezes, e preferivelmente

pelo menos 2 vezes, ou mesmo pelo menos 3 vezes mais acido

fitico do que as bactérias 1lacticas que ndo se fizeram

o

crescer em meios de isolamento e de adaptagdo 100

vegetais, de acordo com a invencdo presente.

Noutra concretizacgdo preferida, a invencao
proporciona bactérias lacticas tal como as descritas neste
documento, que sd&o capazes de aumentar a degradacdo da
rafinose num andlogo a wum lacticinio durante a sua
fermentacdo. A invencdo proporciona deste modo bactérias
lacticas gue evidenciam um aumento da actividade da sua a-

galactosidase de pelo menos 5 %, preferivelmente de pelo
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menos 10 %, preferivelmente de pelo menos 20 % e mais

preferivelmente de pelo menos 30 %. Por exemplo, sé&o

proporcionadas bactérias lacticas que s&o capazes de

degradar menos 3 vezes, e preferivelmente pelo menos 5

vezes, ou mesmo pelo menos 7 vezes mais rafinose do que as

bactérias lacticas que ndo se submeteram a um crescimento
°

em meios de isolamento e de adaptacgdo 100 % vegetais de

acordo com a invengdo presente.

Noutra concretizacgdo ainda, a invencéo
proporciona bactérias lacticas tal como as descritas neste
documento, que s&o capazes de aumentar a transformacgdo
da(s) forma (s) (inactivas)- de glucdésido em forma(s)
(activas) de aglucona, das isoflavonas presentes num
andlogo a um lacticinio, durante a sua fermentagdo. A
invencdo proporciona assim bactérias lacticas evidenciando
um aumento da actividade da PB-glucosidase, com pelo menos 5
%, preferivelmente com pelo menos 10 %, preferivelmente com
pelo menos 20 % e mais preferivelmente com pelo menos 30 %
de aumento dessa actividade. Por exemplo sdo proporcionadas
bactérias lé&cticas que sdo capazes de transformar pelo
menos 1,1 vezes, e preferivelmente pelo menos 1,2 vezes, ou
mesmo pelo menos 1,3 vezes mais forma(s) de glucdsido em
forma(s) de aglucona de isoflavonas do que as bactérias
lacticas que nado se submeteram a meios de isolamento e de

adaptacdo 100 % vegetais de acordo com a invengdo presente.

Noutra concretizacéo, a . invencdo também se

relaciona com uma cultura de bactérias que inclua uma ou



mais bactérias lacticas gque tenham sido iscladas e
adaptadas por crescimento num meio 100 % vegetal,
respectivamente de isolamento e de adaptacgéo, e
preferivelmente meios de isolamento e de adaptacdo tais
como os que foram definidos neste documento. A invencdo diz
respeito além disto e preferivelmente a wuma cultura
bacteriana que inclua uma ou mais bactérias léacticas tais

como as definidas acima.

Uma cultura bacteriana, ou as bactérias lacticas
tais como as que foram definidas neste documento, sdo
especialmente adequadas para serem utilizadas para
melhorara a preparacdo de um andlogo a um lacticinio. Pode
melhorar-se a preparacdo no sentido de que se podem obter‘
andlogos a lacticinios com melhor qualidade, melhores 
propriedades nutricionais e organolépticas, tais como por
exemplo, com mais sabor e/ou estabilidade do sabor, mais
digeriveis, com valor nutricional aumentado, com uma maior
disponibilidade de minerais tais como Ca, Fe, Mg, etc... A
invencdo diz por exemplo respeito a utilizacdo de uma
cultura bacteriana, ou de bactérias lacticas tais como as
definidas neste documento, para a preparacdo de um analogo
a um lacticinio que tenha uma quantidade menor de acido
fitico e/ou de rafinose, e/ou para se preparar um andlogo a
um lacticinio que tenha uma maior guantidade de forma(s) de

aglucona das isoflavonas.

Para além disto, o processo de preparagdao do

andlogo a lacticinio também pode ser melhorado. Em



especial, a invencdo também diz respeito a utilizacdo de
uma cultura bacteriana ou de bactérias lacticas tais como
as definidas neste documento, para diminuir o periodo de
fermentacdo durante a preparagdo de um anadlogo a um
lacticinio. Preferivelmente utiliza-se uma cultura
bacteriana, ou bactérias lacticas de acordo com a invencédo,
para diminuir o periodo de fermentacdo durante a preparagdo
de um analogo a um lacticinio com pelo menos 10 &%,
preferivelmente com pelo menos 15 %, preferivelmente com
pelo menos 20 $ e mais preferivelmente com pelo menos 30 %,
de diminuigdo. O periodo de fermentagdo pode por exemplo
ser encurtado em 15, 18, 20, 22, 25, 27, 30, 35, 40, 45 ou

mesmo em 50 % do tempo.

A invéngéo também diz respeito a utilizacdo de
bactérias lacticas ou de uma sua cultura tal como descrita
neste documento para aumentar a degradacdo de &cido fitico
num andlogo a um lacticinio durante a sua fermentacdo, e/ou
para aumentar a degradacdo da rafinose num andlogo a um
lacticinio durante a sua fermentacdo e/ou para aumentar a
transformacdo de forma(s) de glucdsido de isoflavonas na(s)
sua(s) forma(s) de aglucona num andlogo a um lacticinio

durante a sua fermentacdo.
Os exemplos seguintes destinam-se a ilustrar
concretizacdes especificas da invengdo e ndo limitam o seu

dmbito.:

Exemplos



Exemplo 1: meio de adaptagdo 100 % vegetal de

acordo com a invencdo presente

O exemplo presente ilustra um meio 100 % vegetal
de acordo com a invencdo presente. O médio é constituido
por: 10 g de Peptona S (= produto digerido com papaina a
partir de farinha de soja comercial, da Acumedia, 5 g de
Extracto de Levedura, ultrafiltrado (Lisado de levedura de
panificacdo ultrafiltrado) da Acumedia, 10 g de Frutose, 5
g de um tampdo de fosfato, pH=7,2 (da Acumedia) 15 g de
Agar-agar (bacteriolégico), e &gua desmineralizada ate

perfazer 1 litro.

Para preparar um caldo, pode utilizar-se o meio

acima descrito omitindoc o agar-agar.

Exemplo 2: Caracterizacdo de culturas bacterianas

de acordo com a invencdo presente

As bactérias 1léacticas que se utilizaram nos
exemplos seguintes a titulo de matérias-primas foram quer
isoladas de  fontes naturais (por exemplo  produtos
alimentares) ou obtidos de uma colecgdo de culturas (BCCM -

Gent, Bélgica).

2.1 Perfil de inducgdo de enzimas



* Lactobacillus casei V (LMG P-23504)

Numa primeira experiéncia fez-se crescer
Lactobacillus casei V (LMG P-23504) e manteve-se, dos
seguintes modos: 1) crescimento e manutencdo em meio S
(VS); 2) crescimento e manutgngéo em meio MRS (VM); 3)
crescimento e manutencdo num meio S e re-plaqueamento uma
vez num meio MRS (VSM); e 4) crescimento e manutenc¢dc num

meio MRS e re-plaqueamento uma vez num meio S (VMS).

O meio S é um meio substancialmente vegetal de
acordo com a invenc¢do, incluindo peptona de soja, extracto
de levedura, um tampdo fosfato e uma fonte de acglcar. O
meio MRS corresponda a um meio que inclui uma peptona de
carne. As LAB foram re-plaqueadas duas vezes por semana em
meio MRS ou em meio S levando-se para esta finalidade a
cabo uma selecgédo das maiores coldbénias bacterianas (=

seleccgédo).

Os perfis de inducgdo enzimdtica das bactérias que
haviam crescido nos Tmeios acima mencionados foram
analisados de um modo semi-gquantitativo. Utilizando um
estojo comercial (BioMérieux) determinou-se a actividade
enzimdtica por intermédio de wum cdédigo de cores (0:
auséncia de actividade enzimatica, a 5: actividade
enzimdtica mais forte). As actividades enzimaticas foram

medidas depois de uma incubacgdo a 37° durante 4 horas.



Os resultados desta experiéncia indicam gue ao
adaptar Lactobacillus casei V (LMG P-23504) a um meio
substancialmente vegetal (meio S) de acordo com a invencéo,
determinados enzimas se encontravam significativamente
induzidos ou incrementados, por exemplo a fosfatase
alcalina, a fosfatase 4&cida, a pB-glucosidase e a a-
fucosidase. Estes enzimas ndo eram praticamente induzidos
gquando as bactérias eram adaptadas a um meio MRS. no
entanto, quando as bactérias, adaptadas a um meio
substancialmente vegetal, eram re-adaptadas a um meio MRS,
havia  uma transigdo no perfil enzimdtico: havia uma

reversdo do perfil de indug¢do dos enzimas.

O exemplo seguinte ilustra a maior actividade de
fosfatase no L. casei V (LMG P-23504) guando cresceu e foi
mantido em meio S, em comparacdo com L. casei V (LMG P-
23504) que cresceu e foi mantido em meio MRS. Inoculou-se
leite de soja + 2 % de glucose adicionada com L. casei V a
1X107/mL, o qual havia sido mantido em meio S, ou que havia
sido mantido em meio MRS, e fermentaram-se os leites de

soja inoculados a 30°C até chegarem a um pH de 4,5.
Mediu-se o contetdo em &cido fitico no leite de
soja antes e depois da sua fermentacdo. Apresentam-se os

resultados na Tabela 1.

Tabela 1



amostra % de acido % de
fitico, em diminuigdo
peso
antes da fermentacao 0,15
Fermentado com L. casei V (MRS) 0,09 40
Fermentado com L. casei V (S) < 0,05 > 67

A Tabela 1 demonstra que o L. casei V (LMG P-
23504) gque havia sido mantido em meio S induz uma maior
decomposicdo do factor anti-nutricional, &cido fitico. Isto
é uma vantagem nutricional para o consumidor. A quantidade
de &cido fitico no anélogo a lacticinio é mais do que 67 %
inferior quando se recorre a L. casei V que havia sido
mantido em meio S para a fermentacdo, em comparagdo com uma
diminuicdo para um valor também diminuido mas para 40 %
quando se utiliza L. casei V que havia sido mantido em meio
MRS. Este exemplo também indica que existe mais do que 27 %
a mais de &cido fitico degradado no andlogo a lacticinio
preparado com o L. casei V que havia sido mantido no meio S
do que no andlogo a um lacticinio preparado com o L. casei
V que havia sido mantido no meio MRS. O L. casei V due
havia sido mantido no meio S é capaz de aumentar a

degradacdo do &cido fitico de um andlogo a um lacticinio,

de um factor de pelo menos 1,675.

* Lactococcus lactis LMG 8522




Noutra experiéncia adaptou-se durante varios
meses o Lactococcus lactis LMG 8522, quer a um meio S, quer
a um meio MRS. Passados diversos meses de cultura,
determinou-se a actividade enzimdtica utilizando o estojo,

tal como se definiu acima.

Os resultados obtidos indicavam que adaptando-se
o Lactococcus lactis sobre um meio substancialmente vegetal
de acordo com a invencgdo, determinados enzimas eram
induzidos, por exemplo a fosfatase alcalina e a o-
quimotripsina. Estes enzimas n&o eram induzidos quando se

adaptava esta bactéria lactica a um meio MRS.

* Lactococcus lactis S (LMG P-23669)

Numa outra experiéncia ainda, adaptou-se o
Lactococcus lactis S (LMG P-23669) durante diversos meses,
quer a um meio S, gquer a um meio MRS. Passados diversos
meses de cultura, actividade enzimética utilizando o

estojo, tal como se definiu acima.

Os resultados obtidos indicavam que adaptando-se
o Lactococcus lactis S (LMG P-23669) sobre um meio
substancialmente vegetal de acordo com a 1nvengdo,
determinados enzimas eram induzidos, por exemplo a
fosfatase alcalina e a o-quimotripsina. Estes enzimas ndo
eram induzidos quando se adaptava esta bactéria lactica a

um meio MRS.
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0 exemplo seguinte ilustra o aumento da
actividade de fosfatase do Lactococcus lactis S (LMG P-
23669), quando mantido num meio S, em comparacdo ao
Lactococcus lactis S (LMG P-23669) mantido num meio MRS.
Inoculou-se leite de soja + 2 % de glucose adicionada com
1X10’/ mL de Lactococcus lactis S que havia sido mantido em
meio S, ou que havia sido mantido em meio MRS, e

fermentaram-se os leites inoculados a 30°C até um pH de

4,5.

Mediu-se o contetddo em &cido fitico no leite de
soja antes, e nas amostras fermentadas depois da

fermentacdo. Apresentam-se o0s resultados na Tabela 2.

Tabela 2
amostra % de acido % de
fitico, em diminuicgdo
peso
antes da fermentacdo 0,15
Fermentado com L. lactis(MRS) 0,14 7
Fermentado com L. lactis (S) < 0,11 27

A Tabela 2 demonstra que o L. lactis S (LMG P-
23669) gque havia sido mantido num meio S induz uma maior
decomposigdo do factor antiﬁutricional dcido fitico. A
quantidade de &acido fitico no andlogo a um lacticinio foi

o]

diminuida para 27 % quando se utilizou L. lactis S que




havia sido mantido num meio S, em comparacido com uma
diminuigcdo de 7 % quando se utilizou o L. lactis S que
havia sido mantido num meio MRS. Este exemplo indica também
que ha cerca de mais 20 % de acido fitico degradado num
andlogo a um lacticinio preparado com L. lactis S
previamente mantido num meio S do que num andlogo a um
lacticinio preparado com um L. lactis S que fol previamente
mantido num meio MRS. O L. lactis S que fol mantido em meio

S & capaz de aumentar a degradacdo do &cido fitico num

andlogo a um lacticinio, de um factor de pelo menos 3,86.

* Bifidobacterium infantis (ILMG P-24096)

Numa outra experiéncia ainda, adaptou-se o
Bifidobacterium infantis TLMG P-24096 durante diversos
meses, gquer a um meio S, gquer a um meio MRS. Passados
diversos meses de cultura, actividade enzimdtica utilizando

o estojo, tal como se definiu acima.

Os resultados obtidos indicavam que adaptando-se
o Bifidobacterium infantis LMG P-24096 sobre um meio
substancialmente vegetal de acordo com a invencéo,
determinados enzimas eram induzidos, por exemplo a a-
galactosidase e a f-glucosidase. Estes enzimas nido eram
induzidos quando se adaptava esta bactéria lactica a um

meio MRS.

O exemplo seguinte ilustra por exemplo o aumento

da actividade da o-galactosidase e da p-glucosidase no



Bifidobacterium infantis (ILMG P-24096), quando é mantido
num meio S, em comparagao com as observadas no
Bifidobacterium infantis (LMG P-24096) mantido num meio

MRS.

Inoculou-se leite de soja + 2,5 % de rafinose com
1X107/mL de B. infantis que havia sido mantido sobre meio
S, ou que havia sido mantido sobre meio MRS, e fermentou-se

o leite de soja inoculado a 37°C sob condigdes anaerdbicas.

Durante a fermentagéo mediu-se o contetdo em
rafinose antes e ao fim de 6 horas de fermentagdo pelo B.
infantis que havia sido mantido sobre meio S, e pelo que
havia sido mantido sobre meio MRS. A cultura de B. infantis
adaptada ao meio S evidenciava uma decomposigdo mais
elevada da rafinose devido a um aumento da sua actividade
de o-galactosidase: 6 horas depois do inicio da
fermentacdo, o B. infantis que. havia sido mantido sobre‘
meio S havia lisado 6 % da rafinose, em comparagdo com o B.
infantis gue havia sido mantido sobre meio MRS e que apenas
havia lisado 0,8 % da rafihose. Este exemplo indica que
havia mais cerca de 5,2 % de rafinose degradada no analogo
a um lacticinio preparado com o B. infantis que havia sido
mantido sobre meio S do que num andlogo a um lacticinio
preparado com B. infantis que havia sido mantido sobre meio
MRS. Este exemplo também indica que o B. infantis que havia
sido mantido sobre um meio S ¢é capaz de aumentar a

degradacdo da rafinose de um andlogo a um lacticinio de um

factor de pelo menos 7,5.



Durante a fermentacdo também se mediu o contetdo
em isoflavonas, antes e passadas 6 horas de fermentacdo por
B. infantis que havia sido mantido sobre meio S, ou que
havia sido mantido sobre meio MRS. A cultura de B. infantis
adaptada ao meio S evidenciava uma maior transformacdo da
forma bioclogicamente inactiva de glucdsido das isoflavonas
a sua forma biologicamente activa de aglucona, devido a uma
maior actividade da pP-glucosidase: 6 horas apds o inicio da
fermentagdo, o B. infantis que havia sido mantido sobre
meio S tinha transformado 98 % dos glucdsidos daidzina e
genistina nas agluconas daidzeina e genisteina, enquanto
que o B. infantis que havia sido mantido sobre meio MRS
apenas tinha transformado 89 %. Este exemplo indica que
existem menos cerca de 9 % de formas de glucdsido das
isoflavonas que foram transformadas num andlogo a um
lacticinio preparado com B. infantis que havia sido mantido
sobre meio S do que num andlogo a um lacticinio preparado
com B. infantis que havia sido mantido sobre meio MRS. Este
exemplo também indica que o B. infantis que foli mantido
sobre meio S é capaz de aumentar a transformagdo das formas

glucdésido (inactivas) das isoflavonas nas respectivas

formas glucona (activas), com um factor de pelo menos 1,1.

As actividades das enzimas induzidas podem ser
correlacionadas com os melhoramentos no que toca a
gualidade e as propriedades organolépticas dos andlogos a

lacticinios produzidos com as LAB.



Por exemplo, o0s enzimas fosfatase alcalina e
fosfatase &cida podem desempenhar um papel na degradacao do
dcido fitico, que é um factor anti-nutricional presente por
exemplo na soja. O &cido fitico liga-se a minerais tais
como Ca, Fe e Mg e portanto diminui a suav bio-
disponibilidade. A degradagdo do acido fitico aumenta

portanto a disponibilidade desses minerais.

Outro exemplo é o da P-glucosidase. Este enzima
transforma glucdsidos numa unidade de glucose e numa
aglucona. Numa matriz de soja a P-glucosidase transformard
as formas ©biologicamente inactivas de glucésidos das
isoflavonas nas espécies de aglucona correspondentes que
sdo biologicamente activas. Um aumento de actividade de B-
glucosidase aumenta a biodisponibilidade das isoflavonas

gue estejam presentes na soja sob a forma de glucdsidos.

Um outro exemplo ainda é o da actividade da a-
galactosidase. Este enzima é capaz de quebrar a estrutura
da rafinose e da estaquiose. Estes sdo ambos aglcares nao
digeriveis que se encontram tipicamente presentes no leite
de soja e que ndo podem ser digeridos pelos seres humanos.
Isto pode originar a formagdo de gases, ndo desejavel, no
aparelho gastrointestinal. Um aumento da quebra destes
acuicares flatulentos no 1leite de soja aumenta a sua

digestibilidade para os consumidores.

Um outro exemplo ainda é a o-quimotripsina. Este

enzima proteolitico tem uma funcdo na fase inicial da



digestdo, na formacgdo de péptidos bioactivos, na formacio

de aromas, na formacdo de estrutura.

* Conclusiao

EFm  suma, estes resultados indicam gque as
bactérias lacticas que foram adaptadas a um meio
substancialmente +vegetal sofrem alteragdes metabdlicas
significativas. Estas alterac¢des metabdlicas da estirpe séo
no entanto invertidas quando a estirpe é re-adaptada a um
meio contendo compostos com origem animal. Os enzimas
induzidos desempenham um papel na qualidade, na melhoria
nutricional e organoléptica dos andlogos a lacticinios

produzidos com as LAB presentes.

2.2 Impressdes digitais do ADN recorrendo a

anadlise rapida RAPD

Levou-se a cabo uma andlise RAPD utilizando ADN
do L. casei T (LMG P-23506) adaptado a um meio S e o L.
casei T adaptado a um meio MRS. Veja-se no ponto 2.1 acima

uma definicdo dos meios S e MRS.

Os resultados desta andlise revelaram gque as.
culturas de bactérias ndo evidenciavam diferencas nas suas
impressdes digitais de ADN para os catalisadores (primers)
seleccionados. Os resultados indicaram também que adaptando
as bactérias a um meio S em comparacdo com um meio MRS ndo

induzia quaisquer diferencas ao nivel do seu ADN (mutacdes)



para os catalisadores seleccionados, mas tal como se
detalhou no ponto 2.1 acima, originava diferencas na sua
actividade enzimdtica e nos perfis de indugdo, e portanto

diferengas de adaptacéo.

2.3 Perfis de proteina utilizando SDS-page

Levou-se a cabo uma andlise por SDS-PAGE a uma
dimensdo sobre Lactobacillus casei IMG 6904, e sobre L.
casei T (LMG P—23506) adaptado a um meio S e sobre L. casei

T adaptado a um meio MRS.

O perfil proteico do L. casei T (LMG P-23506)
adaptado ao meio S era diferénte do perfil proteico das
duas outras culturas bacterianas, apontando para uma
diferenca da actividade enzimdtica entre as culturas

‘bacterianas estudadas, devido a adaptacéo.

Na FIG. 2 ilustram-se as diferencas de expresséo
proteica. As setas apontam para diferencas nas éxpressées
especificas das proteinas. Tal como se evidencia por
comparacdo da FIG. 2A que ilustra o perfil de SDS PAGE do
L. casei T sobre meio S com a FIG. 2B mostrando o perfil de
SDS PAGE do L. casei T sobre meio MRS, as diferencas entre
as expressbes especificas das proteinas ocorrem por
adaptacdo ao respectivo meio de adaptacdo. Tal como se
evidencia por comparacdo da FIG. 2A aonde se mostra o
perfil de SDS PAGE do L. casei T sobre meio S com a FIG. 2C

aonde se mostra o perfil de SDS PAGE do L. casei 6904, a



estirpe de L. casei T adaptada tornou-se diferente da
estirpe de que deriva L. casei 6904 que se obteve a partir

da coleccéo de culturas BCCM.

Noutro exemplo, levou-se a cabo uma andlise
bidimensional por SDS-page na dqual as proteinas foram
separadas de acordo com as suas dimensdes e o seu ponto
iso-eléctrico (focagem iso-eléctrica). A Figura 4 ilustra
os resultados de uma tal andlise. Os resultados desta
andlise 2D para o L. casei V (LMG-23504) que cresceu num
meio S (FIG. 4A) ou num meio MRS (FIG. 4B) demonstram a
diferenca entre as duas amostras no que toca a expressao
proteica. Na FIG. 4 as setas indicam as diferengas entre

ambos os geles.

2.4 Analise do contetido celular total (FTIV-UATR)

(Perkin Elmer)

Utilizando  Espectroscopia de Infravermelho,
estudou-se o contetdo total das células de quatro culturas
bacterianas. O contetdo celular é considerado como sendo
uma caracteristica para uma determinada estirpe, em
condigdes bem definidas de.crescimento. Recorrendo a bases
de dados, ¢é possivel identificar bactérias wutilizando

espectros de IV.

Nesta experiéncia fizeram-se culturas de
Lactobacillus casei V (LMG P-23504), L. casei T (LMG P-

23506), Lactococcus lactis S (LMG P-23669) e de Lactococcus
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lactis IMG 9452 e mantiveram-se sob diversas condig¢des
diferentes, incluindo: 1) adaptados ao meio S; 2) adaptados
ao meio MRS; 3) adaptados ao meio S e re-adaptados ao meio

MRS; e 4) adaptados ao meio MRS e re-adaptados ao meio S.

Os resultados desta experiéncia mostraram
diferencas significativas entre as bactérias que tinham
sido adaptadas ao meio S e as bactérias que tinham sido
adaptadas ao meio MRS. Os resultados sdo expressos em % de
semelhanca (com um desvio padrdo <1 %). A diferenga entre
Lactobacillus casei V (LMG-23504) adaptado ao meio S e
adaptado ao meio MRS era de 3,5 %. Quando o L. casei V
adaptado ao S (VS) foi re-adaptado ao MRS (VSM), a
diferenca baixava para 1,4 %. Quando o L. casei V adaptado
aoc MRS (VM) era re—adaptado ao meio S (VMS), a diferenca

era de 3 %. A FIG. 3 mostra uma-transigéo gradual de um

espectro de IV tipico quando se comparam VS, VSM, VMS e VM.

A diferenca entre L. casei T (LMG P-23506)

o)

adaptado ao meio S e adaptado ao meio MRS era de 3,3 %.

A diferenca entre Lactococcus lactis S (LMG P-

23669) adaptado meio S e adaptado ao MRS era de 4,3 %.

A diferenca entre Lactococcus lactis LMG 9452

adaptado ao meio S e adaptado ao MRS era de 3,1 %.

Exemplo 3: Estudos de fermentagdo




Os exemplos seguintes ilustram a utilizacdo de
uma cultura de bactérias léacticas que foram isoladas,
adaptadas e submetidas a uma cultura de acordo com a
invencdo presente que permite melhorar a preparagdo de um
andlogo a um lacticinio, e em especial melhorar (acelerar)
a sua fermentacdo e portanto diminuir o periodo de
fermentacdo durante a preparagdo de um andlogo a um

lacticinio.

* Lactococcus lactis S (IMG P-23669)

Prepararam-se cultura bacterianas de Lactococcus
Jactis S (LMG P-23669) de acordo com a invengdo presente
preparando culturas da estirpe referida num meio S ou num
meic MRS, ambos definidos no exemplo 2. Utilizaram-se entdo
quantidades semelhantes de indéculo, comparaveis ao n° 5 da
escala de McFarland, destas culturas bacterianas, para a
fermentacdo de uma composicdo baseada em soja e constituida
por 85 %, em peso, de leite de soja, 2 %, em peso, de
frutose e 13 %, em peso, de &gua. Determinou-se entdo o
periodo de tempo necessdrio para se obter um valor de pH de
4,6. Considera-se este valor de pH como sendo um valor
"seguro" para suprimir o desenvolvimento de patogénicos.
Tal como se ilustra na FIG. 1, o periodo de tempo
necessario para se atingir este valor de pH utilizando uma
cultura bacteriana de ILactococcus lactis S que cresceu em
meio S era mais curto em cerca de 60 minutos do que gquando
se utilizava uma cultura bacteriana de Lactococcus lactis S

gque havia crescidor em meio MRS. Os resultados desta



experiéncia indicavam portanto que as LAB gque se faziam
crescer num meio substancialmente vegetal de acordo com a
invencdo permitiam diminuir os periodos necessdrios para a
preparacdo (fermentacdo) de andlogos a lacticinios. Neste
exemplo o periodo de tempo necessario para se atingir um
valor de pH que é considerado como sendo "seguro" para
suprimir o desenvolvimento de patogénicos é atingido cerca
de 1,2 vezes mais depressa quando se utiliza uma estirpe de
Lactococcus que foi isolada, adaptada e submetida a cultura
sobre um meio 100 % vegetal. Este exemplo demonstra a
vantagem tecnoldégica da adaptagdo da estirpe das bactérias
~ao meio S. O periodo de fermentagdo durante a preparagao do
referido andlogo a lacticinio pode ser diminuido em cerca

de 20 %.

* Lactococcus lactis S (ILMG P-23669)

Prepararam-se culturas bacterianas de Lactococcus
lactis S (LMG P-23669) de acordo com a invengdo presente
levando a cabo a cultura da estripe referida num meio S ou
num meio MRS, tal como se definiram no exemplo 2.

Inoculou-se 1leite de soja com 2 % de frutose
contendo 1X107/mL de Lactococcus lactis adaptado ao meio Sv
ou ao MRS, e fermentou-se a 30°C até se atingir o pH
critico de 4,6. A Figura 5 mostra que o L. lactis S
adaptado ao meio S atingia o pH de 4,6 uma hora mais cedo
do que as Dbactérias que haviam sido feitas crescer

adicionalmente em meio MRS. Neste exemplo o periodo para se
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atingir um determinado valor de pH que é considerado como
sendo "seguro" para suprimir o  desenvolvimento de
patogénicos ¢é atingido cerca de 1,2 vezes mals depressa
gquando se recorre a uma estirpe de Lactococcus que tenha
sido isolada, adaptada e submetida a uma cultura num meio
100 & vegetal. O periodo de fermentagdo durante a
preparacdo do referido andlogo a um lacticinio pode ser
diminuido em cerca de 20 %. Este exemplo demonstra a
vantagem tecnolégica da adaptacdo das estirpes de bactérias

ao meio S.

* Lactobacillus casei V (IMG P-23504)

Prepararam-se culturas bacterianas de
Lactobacillus casei V (LMG P—23504) de acordo com a
invencdo presente fazendo culturas da estirpe referida
sobre um meio S ou sobre um meio MRS, tal como se definiram
no exemplo 2.

Inoculou-se leite de soja contendo 2 % de glucose
adicionada, com 5X107/mL bactérias I. casei V que haviam
crescido sobre meio S ou sobre meio MRS. Levou-se a cabo a
fermentacdo a 37°C até se atingir o valor limite de
seguranca do pH, de 4,6. A Figura 6 mostra que o L. casei V
que estava adaptado ao meio S Jj& tinha atingido o pH
pretendido de 4,6 ao fim de 2,5 horas de fermentacdo,
enquanto o L. casei V que havia crescido sobre MRS atingiu
este valor de pH apds 6,5 horas de fermentacdo. 0O periodo

necessario para se atingir este valor de pH utilizando uma
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cultura Dbacteriana de Lactobacillus casei V que havia
sofrido cultura sobre meio S foil de cerca de 4 horas mais
curta do que quando se utilizou uma cultura bacteriana de
Lactobacillus casei V mas cuja cultura havia sido feita
sobre um meio MRS. Deste modo, o periodo de tempo
necessario para se atingir um valor de pH que é considerado
Como "seguro" para suprimir o desenvolvimento de
patogénicos ¢é menos de metade, sendo a cultura deste
exemplo 2,6 vezes mais rdpida quando se utiliza uma estirpe
de Lactobacillus gue foi isolada, adaptada e cultivada num
meio 100 % vegetal. O periodo de fermentagdo durante a
preparagdo do andlogo a lacticinio referido pode sofrer uma
diminuig¢do superior a 100 %. Esse exemplo demonstra qual a
vantagem tecnolédégica da adaptacdo das estirpes de bactérias

ao meio S.

* Bifidobacterium infantis (IMG P-24096)

Prepararam-se culturas bacterianas de
Bifidobacterium infantis (LMG P-24096) de acordo com a
invencgdo presente submetendo esta estirpe a uma cultura num

meio S ou num meio MRS, tal como se definiram no exemplo 2.

Inoculou-se leite de soja com 2,5 % de rafinose
com 1X107/mL de B. infantis adaptado ao meio S ou ao meio
MRS, e fermentou-se a 37° sob condicdes anaerdbicas. A
Figura 7 mostra que o B. infantis adaptado ao meio S cresce

mais depressa do que o da cultura adaptada ao meio MRS.



Apds 6 horas parou-se a fermentagdo porque o B. infantis se

inibe a ele prdéprio devido ao decréscimo do pH.

Durante a fermentacdo, o B. infantis inibe-se a
ele proprio devido a um valor decrescente do pH e &
formacdo de &cido lactico e de Aacido acético. Para se
examinar a capacidade de formacdo de Acido sem o efeito
inibidor do pH decrescente, repetiu-se © teste de
fermentacdo descrito acima mas manteve-se o pH constante a

5,9 por adicdo de NaOH 1 M.

A Figura 8 demonstra que o B. infantis que estava
adaptado ao meio S8 chegou ao pH de 5,9 cerca de 3,5 horas
mais cedo do que o B. infantis que estava adaptado ao meio
MRS, e que consumia mais NaOH durante a fermentacdo. Isto
demonstra a maior velocidade de crescimento e a maior
capacidade de formacgdo de &cido do B. infantis, quando se
encontra adaptado ao meio S. Assim, o periodo de tempo
necessario para se atingir um valor de pH de 5,9 é mais do
que duas vezes mais ripido, e neste exemplo é 2,2 vezes
-mais répido do que quando se utiliza uma estirpe de B.
infantis que tenha sido isolada, adaptada e sofrido cultura
num meio 100 % vegetal. Este exemplo demonstra a vantagem
tecnolégica de se fazer a adaptacdo da estirpe das

bactérias ao meio S.

Lisbeoa, 19 de Novembro de 2008



1.

REIVINDICACOES

Um método para se preparar um analogo a um

lacticinio, que inclua os passos de:

a)

se isolar uma ou mais bactérias lacticas a
partir do seu ambiente natural ou a partir
de uma coleccdo de culturas, num meio de
isolamento adequado isento de produtos de

origem animal;

se adaptarem as bactérias isoladas referidas
cultivando essas bactérias num meio de
adaptagdo adequado isento de produtos de

origem animal;

se cultivarem as bactérias adaptadas
referidas num meio adequado isento de

produtos de origem animal, e

se preparar um andlogo de um lacticinio
adicionando ao referido andlogo de um
produto lécteo, a titulo de matéria-prima,
uma quantidade adequada das bactérias

obtidas no passo c).

em que os passos a) a d) sejam levados a cabo em

condigdes de

animal.

isencdo da presenca de produtos de origem



2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, no
qual o passc d) inclua fermentar-se um andlogo a um
lacticinio pela adigdo ao referido andlogo a um lacticinio
utilizado como matéria-prima, de uma quantidade adequada de

bactérias obtidas no passo c).

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1 ou a
2, no qual os meios de cultura referidos para isolamento,

Q

adaptacdo e cultura sejam meios 100 % vegetais.

4. Método de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 3, no qual os meios de cultura referidos
para isolamento, adaptacdo. e cultura contenham entre 0,1 e
10 %, em peso, de uma peptona vegetal, preferivelmente uma

proteinad de soja digerida com papaina.

5. Método de acordo <com qualquer uma das
reivindicac@es 1 to 4, em que os meios referidos incluam
também enfre 0,1 e 10 %, em peso, de uma componente de
leveduras, preferivelmente um extracto de células de

levedura.

6. Método de acordo com dqualguer uma das
reivindicagdes 1 a 5, em que os melos referidos contenham
também entre O,l. e 10 %, em peso, de um agente
tamponizante, preferivelmente um tampdo fosfato, que

mantenha o meio referido a valores de pH de entre 5 e 8.

7. Método de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 6, em gue os meios referidos contenham



também entre 0,1 e 10%, em peso, de um hidrato de carbono

fermentescivel com origem vegetal.

8. Método de acordo com qualguer uma das
reivindicagdées 1 a 7, em que as Dbactérias lacticas

referidas sejam seleccionadas de entre os géneros

Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium e
Streptococcus.
9. Método de acordo com a reivindicacdc 8, em

que as bactérias lacticas referidas sejam seleccionadas de
entre o conjunto constituido por TLactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei, ou Lactococcus lactis, ou

Streptococcus salivarius spp. thermqphilus.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 8 ou a
9, em que as Dbactérias lacticas referidas incluam
Lactobacillus casei V (LMG P-23504), Laétobacillus casei W
(LMG P-23505), Lactobacillus casei T (LMG P-235006),
Lactococcus lactis S (LMG P-23669) Bifidobacterium infantis
S (LMG P-240906) e/ou Streptococcus salivarius ssp.

thermophilus (LMG P-24085).

11. Método de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 10, em que o andlogo a lacticinio
referido seja um produto alimentar vegetal, um ingrediente

alimentar vegetal, ou um alimento funcional vegetal.

12. Método de acordo com a reivindicacdo 11, em

gue o andlogo a lacticinio referido seja um derivado da



soja.

“13. Método com qualquer uma das reivindicacgdes 2
a 12, em que o periodo de fermentagdo durante a preparagédo

do andlogo a lacticinio referido seja menor.

14. Um andlogo a um lacticinio obtido pelo

método de qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 13.

15. Andlogo a um lacticinio de acordo com a.

reivindicacdo 14, com uma menor quantidade de &cido fitico.

16. Andlogo a um lacticinio de acordo com a
reivindicacdo 14 ou a 15, com uma menor gquantidade de

rafinose.

17. Andlogo a um lacticinio de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 14 e 16, com uma maior

guantidade de formas aglucona de isoflavonas.

18. Uma cultura bacteriana gque inclua uma ou
mais bactérias lécticas que tenham sido isoladas e
adaptadas por crescimento em meios 100 % vegetais,

respectivamente de isolamento e de adaptacéo.

19. Bactérias la&cticas que tenham sido isoladas
e adaptadas por crescimento, respectivamente ,em meios' de

o)

isolamento e de adaptacdo que sejam 100 % vegetais.

20. Bactérias lacticas de acordo com a



S

reivindicacdo 19, evidenciando um aumento de actividade de
um ou mais enzimas quando comparadas com bactérias lécticas
que ni&o tenham sido cultivadas em meios de isolamento e de

[*)

adaptacdo 100 % vegetais.

21. DBactérias lacticas de acordo com a

" reivindicacdo 20, em que o(s) enzima(s) referido(s) seja(m)

seleccionados de entre o conjunto constituido por fosfatase
dcida, fosfatase alcalina, o-quimotripsina, o-galactosidase

e P-glucosidase.

22. Uma cultura bacteriana de acordo com a
reivindicacdo 18 ou bactérias lacticas de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 19-21, em gque o meio
vegetal referido seja tal como definido em com qualgquer uma

das reivindicacdes 3-7.

23. Uma cultura bacteriana de acordo com a
reivindicacdo 18 ou bactérias lacticas de acordo com
qualquer uma das reivindicacbes 19-21, em que as bactérias
lacticas referidas sejam tal como se definiram em qualquer

uma das reivindicacdes 8-10.

24. A utilizacdo de uma cultura bacteriana de
acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 18, 22 ou 23 ou
de Dbactérias léacticas de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 19-21, para melhorar a preparacdo de um

andlogo a um lacticinio.

25. A utilizacdo de uma cultura bacteriana de



acordo com qualguer uma das reivindicagdes 18, 22 ou 23 ou
de Dbactérias lacticas de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 19-21, para diminuir o periodo de
fermentacdo durante a preparagdo de um andlogo a um

lacticinio.

Lisboa, 19 de Novembro de 2008
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