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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "PROCESSO DE OB-
TENGAO DE UMA CEPA MUTANTE DE BACTERIA LACTICA, REFERIDA CEPA,
FERMENTO LACTICO, PROCESSO DE PREPARAGAO DE UM PRODUTO DE
LEITE FERMENTADO, E REFERIDO PRODUTO DE LEITE FERMENTADO".

A presente invencgéo refere-se ao dominio da fermentagao do
leite. Mais precisamente, essa invengéo se refere aos novos mutantes de
streptococcus thermophilus expressando uma lactose permease mutante,
cuja atividade de transporte da lactose é modificada. Essas cepas e fermen-
tos que as compreendem podem ser utilizados para a obteng&o de produtos
do leite fermentados, possuindo boas propriedades de conservagao.

Os iogurtes (ou yoghourts) sao tradicionalmente obtidos por fermen-
tacdo do leite com uma associagio de diferentes bactérias lacticas, escolhidas
dentre as cepas de streptococcus thermophilus e de Lactobacillus bulgaricus. No
decorrer da fermentagéio que é feita a uma temperatura de aproximadamente 40 a
45°C, essas bactérias utilizam principalmente a lactose como substrato energético,
e produzem o acido lactico que acarreta a coagulagdo do leite; quando o pH atinge
um valor de aproximadamente 4,8 a 4,5, coloca-se fim a essa etapa de fermenta-
cdo (também denominada “acidificagao”), resfriando-se o produto. Este é em se-
guida mantido no frio durante a seqiiéncia do processo de fabricacao e de acondi-
cionamento, e até seu consumo.

Todavia, o resfriamento ndo para completamente a fermentagao
lactica; mesmo quando o produto é mantido a 4°C, observa-se um aumento
progressivo de sua acidez no decorrer do tempo.

Esse fenédmeno, conhecido pelo nome de pés-acidificagao, €
responsavel por uma degradagéo das qualidades organolépticas do produto
durante sua conservagao.

A pos-acidificacdo resulta essenciaimente da utilizagao, pelas

bactérias, da lactose restante no produto oriunda da etapa de acidificagao

"controlada. Para evita-la, foi proposta a utilizagao de cepas de bactérias lac-

ticas que nao fermentam, ou fermentam muito pouco, a lactose.
As enzimas essenciais para a fermentagao da lactose no strep-

tococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus s&o codificadas pelo opé-
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ron lactose, que contém o gene lacS, codificando para a lactose permease, €
o gene Lacz, codificando para a B-galactosidase. Essas proteinas sao res-

pectivamente responsaveis pelo transporte e pela hidrélise da lactose. Foi

_portanto proposto, para serem obtidas cepas ndo pos-acidificantes de bacté-

rias lacticas, produzir variantes artificiais, ou selecionar mutantes naturais,

nos quals a atividade de pelo menos uma dessas enzimas era afetada.

A Patente EP 1078074 (Compagnie Gervais Danone) se refere
aos mutantes de Lactobacillus bulgaricus deficientes em atividade B-galac-
tosidase, compreendendo uma mutagéo non-sens em pelo menos um dos
genes do opéron lactose. Essa patente descreve mais especificamente um
mutante, cuja andalise faz aparecer duas mutagoes pontuais: uma, introdu-
zindo um cédon de terminagdo no gene da B-galactosidase, que induz a in-
capacidade desse mutante a utilizar a lactose; a outra mutagéo induz uma
mudanga de acido aminado ao nivel do gene da permease (Lys -> Asn em
posigdo 122); EP 1078074 n&o relata nenhum efeito dessa mutagédo sobre 0

| fendtipo do mutante

WOO188150 descreve mutantes de uma cepa de Lactobacillus.
Esses mutantes sdo incapazes de utilizar a lactose, mas conserva, a capaci-
dade de expressar a B-galactosidase. WO00188150 nao precisa a natureza
ou a posicdo da mutagdo referida, e indica simplesmente que ela pode se

situar em um dos genes de estrutura do opéron lactose, por exemplo a per-

mease, ou em uma regido de regulagem do opéron Iactose ou em um gene

que intervém no controle da expresséo do opéron lactose.

Os mutantes descritos nos documentos citados acima tém em
comum a propriedade de serem completamente incapazes de utilizarem a
lactose. Eles s6 podem crescer sobre leite, se este for complementado com
um agucar diferente da lactose, geralmente glicose. As propriedades de aci-
dificacdo e de pos-acidificagdo desses mutantes sao controladas pela quan-
tidade de glicose acrescentada.

A fim de fornecer uma alternativa a esses mutantes, 0s invento-
res pesquisaram, se era possivel obter cepas de bactérias lacticas tendo,

por um lado, uma capacidade de utilizar a lactose durante seu crescimento
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comparavel aquele das cepas selvagens, e, por outro lado, uma aptidao res-

trita & utilizacdo de lactose no decorrer da fase estacionaria, de forma a di-

" minuir ou abolir o fenémeno de pés-acidificagdo. Com essa finalidade, eles

se interessaram pela possibilidade de agir sobre a regulagem do transporte
da lactose nas células de bactérias lacticas, e notadamente nas células de
streptococcus thermophilus.

O transporte da lactose extracelular' em células de streptococcus
thermophilus é feito por intermédio da lactose permease LacS. Esse trans-
porte da lactose é feito em symport com um préton, ou em antiporo com a
galactose intracelular resultante da degradacéo da lactose.

O transporte da lactose é dependente de dois fenébmenos: por
um lado, o estado de fosforilagdo da lactose permease e, por outro lado, a
expressdo do gene LacS, codificando para essa lactose permease. Esses
dois aspectos sio detalhados abaixo.

Fosforilacdo da lactose permease
A proteina LacS é composta de um dominio de translocagao e

de um dominio de regulagem (lIA). Esses dominios contém diferentes resi-
duos histidina, cuja fosforilagdo intervém na regulagem do transporte de lac-
tose. Notadamente, o dominio IlA é fosforilavel sobre a histidina 5652. Essa
fosforilagdo € feita pela proteina HPr (histidina-containing phosphocarrier
protein), ela propria previamenté fosforilada. | '
HPr pode ser fosforilada:
. sobre uma serina por uma proteina quinase ATP dependente; a

'reagéo inversa de hidrolise de HPr(Ser-P) é catalisada por uma atividade

fosfatase (HPr(Ser-P) fosfatase);

- sobre uma 'hist'idina. HPr(His~P), por um grupamento fosforila
proveniente do fosfenolpiruvato, e por intermédio da enzima | (El).

S6 a forma de HPr fosforilada sobre a histidina permite a fosfori-

lagdo da lactose permease sobre a histidina 552.

Foi observado, sobre um modelo in vitro de proteolipossomas
reconstituindo o meio ambiente membranario da proteina LacS e sua fosfori-

lagao por HPr(His~P), que essa fosforilagéo nao tem efeito sobre o transpor-
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te da lactose em symport com um préton (Gunnewijk and Poolman, 2000a),
‘mas aumenta de um fator 2 aproximadamente, o fluxo da troca lacto-
se/galactose.

Transcricdo do gene lacS , ,
A transcricdo do opéron lactose é induzida pelo crescimento em

meio lactosado. O promotor dos genes lacS e Z contém um portal cre (cata-
bolite responsive element) que permite uma regulagem por CcpA : CcpA re-
pnme a expressdo de lacS e de lacZ. CcpA tem, ao contrario, um efeito ati-
vador sobre a transcrigcéo do gene codificando para a Iactato desidrogenase
(van den Bogaard et al., 2000)‘. '

A forma HPr(Ser-P) é capaz de interagir com CcpA. Essas proie-'
inas juntas irao permitir fo‘rmar' um complexo com cre, 0 que acarreta uma
repressdo da transcricdo do gene LacS (Jones et al., 1997).

Foi observado (Gunnewijk and Podlman,- 2000b) que a forma

HPr(Ser-P) é dominante no comego da fase exponencial de crescimento das

~culturas de streptococcus thermophilus e diminui no decorrer desta, enquan-

to que a forma HPr(His ~P) aparece no decorrer da fase exponencial e é

_maéaxima a entrada em fase estacionaria. A passagem de HPr(Ser-P) a'H’-‘

Pr(His~P) é feita em paralelo da diminuigdo da lactose do aumento da galac-

_tose no meio de cultura, e um aumento muito grande da expressao da lacto-

se permease.
Assim, o estado de fosforilagdo da proteina HPr parece exercer

um papel na regulagem do transporte da lactose, compensando a diminui¢ao
da lactose no meio, através de, por um lado, o nivel de expressao da protei-
na LacS e, por outro lado, a regulagem de sua atividade.

Com base nas observagées relatadas acima, Gunnewijk e Pool-
man propuseram o seguinte modelo: quando a lactose é abundante no meio,
a expressao do gene lacS é feprimida pelo complexo HPr(Ser-P)/CcpA. No
decorrer da fermentagéo, o acumulo de galactose no meio e a diminuigao da
lactose disponivel provocam uma diminui¢do da capacidade da bactéria a
fazer penetrar a lactose (e, portanto, uma diminui¢do da acidificagéo do meio).

Essa diminuicdo acarreta uma baixa da atividade glicolitica, e uma queda da
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concentragdo em ATP, assim como uma alta da concentracdo em fosfato
inorganico, acarretando uma baixa da atividade de HPr(Ser-P) quinase em
proveito da atividade de HPr(Ser-P) fosfatase, o que teria por efeito a dimi-
nuicao d'a concentragao em HPr(Ser-P). Essa diminuigdo da concentragdo
em HPr(Ser-P) permite levar a repressao catabdlica do gene lacS e, por
conseguinte, aumentar a produgéo de lactose permease. Paralelamente,. 0
aumento de HPr(His~P) permitiria aumentar a fosforilagao da lactose per-
mease sobre a histidina 552 e, portanto, a capacidade de transporte da lac-
tose por antiport com a galactose. ' |

Esse mbdelo, sugerindo que a fosforilagdo da lactose permease
sobre a histidina 552 por HPr(His~P) aumenta o fluxo de lactose nas células,
quando a quant.idade de substrato no meio diminui, permite sUpor que a aci-
dificacdo em fim de fase exponencial poderia ser diminuida, caso se impe-
disse essa fosforila¢éo. Todavia, ele é baseado em parte em experiéncias in
vitro, e ndo permite pré-julgar a parte real in vivo do aumento da fosforilagao
da lactose permease, em relagdo ao aumento de sua expressdo, na impor-
tagao da lactose in wvo Além disso, as observagdes referentes aos efeltos
da concentragdo em HPr(Ser-P) e HPr(His~P) sobre o aumento da expres-
sdo e da fosforilagdo de LacS foram feitas sobre bactérias em fase exponen-
cial Ou em comego de fase estacionaria; nenhuma vindicagéo é ‘fornecida no .
que se refere as concentragéés dessas duas formas de HPr em estagios

mais avangados da fase é acionaria.
As Unicas informagdes disponiveis quanto ao efeito da auséncia

de fo'sforilagao de LacS sobre a histidina 552 sao fornecidas em uma publi-

cacdo de Poolman et al. (Poolman et al., 1992), que descreve diferentes
plasmldeos contendo a sequéncia codificando para a enzima LacS de strep-
tococcus thermophllus mutada sobre diferentes residuos histidina. Esses
plasmideos sdo utilizados para transformar uma cepa de E.coli na qual o]
gene lacS endégeno foi previamente deletado. O transporte da lactose nas
cepas transformadas pelos diferentes mutantes é avaliadb em revlagéo aque-
le observado na mesma cepa de E.coli contendo um plasmideo codificando

para a enzima LacS selvagem de streptococcus thermophilus. Nenhuma di-
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ferenca significativa foi observada no que se refere ao mutante H552R, no
qual a histidina

Nativa é substituida por um arginina. Poolman et al. atribuem
esse resultado seja & ineficacia da fosforilagdo da enzima LacS selvagem de
streptococcus thermophilus por HPr(His~P) de E.coli, seja ao fato de essa
fosforilagdo nao exercer papel no transporte da lactose.

_ Os inventores pesquisaram, todavia, se uma mutagé'o prevendo

a fosforilagdo de LacS sobre o residuo histidina poderia ter um efeito sobre
as propriedades de acidificagéo e de pés-acidificagéo da bactéria mutante.

Eles escolheram para esse estudo uma cepa industrial de strep-
tococcus thermophilus. Essa cepa, depositada na CNCM em 12 de dezem-
bro de 2002, sob o nimero 1-2967, permite obter produtos leiteiros fermenta-
dos tendo uma textura interessante; todavia, essa cepa leva a uma pos aci-
dificagao importante. | |

Os inventores produziram e caracterizaram um mutante dessa

cepa, expressando, no local da lactose permease selvagem, uma lactose

permease mutada, néo _fosforilévél sobre a histidina 552.
Constataram que essa cepa mutante possuia uma curva de aci-

dificacdo diferente daquela da cepa mae. A acidificagado aciona mais lenta-

‘mente no caso do mutante que naquele da cepa mae, e velocidade maxima

de acidificacdo do mutante € menos elevada. Todavia, um pH equivalente é
alcancado ao cabo de 6 horas de fermentagao para as duas cepas. E éo
nivel da péé-acidificagéo que a diferenga entre as duas cepas é a mais niti-
da. Nas mesmas condicdes de conservagao (28 dias de conservagao a
10°C) , o ApH (diferenga entre opHno DO e 0 pH no D28) é da ordem de 0,6
no caso da cepa mae, e da ordem de 0,4 no céso da cepa mutante. Essa
diferenca de pos-acidificagdo ndo provém de uma diferenca a m’yel da so-
brevida das bactérias. Esta é com efeito equivalente para as duas cepas.
Além disso, os produtos fermentados obtidos com o mutante apresentam as
mesmas qualidades de textura que aqueles obtidos com a cepa mae.

A presente invengdo se refere, portanto, em primé_iro lugar, a um

processo de obtengdo de uma cepa mutante de bactéria lactica, possuindo
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uma pés-acidificacdo mais fraca do que a cepa mae, da qual ela é oriunda,
caracterizado pelo fato de se introduzir no ADN gendémico, notadamente no

" ADN cromossémico, dessa cepa mae, uma mutagdo do coédon codificando

para a histidina fosforilavel por HPr(His~P) do dominio IIA da lactose perme-
ase, essa mutagdo induzindo a substituicdo dessa histidina por um acido
aminado nao fosforilavel.

De acordo com um modo de realizacdo preferido da presente
invencdo, essa cepa é uma cepa de streptococcus thermophilus, € essa mu-

tacdo induz a substituicdo da histidina em posigcao 552 da lactose permease

- por um acido aminado nao fosforilavel.

Esse acido aminado ndo fosforilavel pode ser qualquer acido
aminado, com excec¢éo da serina, da tirosina, da histidina e da treonina. De
preferéncia, sera escolhida a alanina.

Vantajosamente, o cédon codificando para a histidina em posi-
cao 552 da lactose permease € substituido por um cddon codificando para
uma lanina. Essa mutagdo gera um local de restricédo BstUl que facilita a cri-
vacao dos mutantes obtidos. '

O processo, de acordo com a invengéao, pode ser aplicado, apli-
cando-se técnicas conhecidas do técnico.

O ADN mutado assim obtido é em seguida inserido em um vetor

que permite a integragéo do gene no cromossoma bacteriano. Essa integra-

- ¢do é feita, de preferéncia, por recombinagéo do enxerto portado pelo vetor

com a regido homdloga do cromossoma bacteriano.

A ‘Classicamente, se insere o ADN mutado em um vetor integrativo
portanto um marcador de segao (por exemplo um gene de resisténcia a um
antibiético), e se introduz esse vetor nas bactérias nas quais se deseja efe-
tuar a mutagdo. Estas sdo em seguida cultivadas sobre meio seletivo (por
exemplo, se o marcador de selegdo é um gene de resisténcia a um antibioti-
co, em presenca do antibiético correspondente), e se recuperam as bacté-
rias que sdo capazes de crescer nessas condigdes, que sao aquelas que
integraram o vetor por recombinagdo homdloga entre o enxerto e a regiao

homéloga do cromossoma bacteriano. A estrutura integrada no cromossoma
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¢ constituida das sequiéncias do vetor flanqueadas, por um lado, pela se-
quéncia mutada proveniente do enxerto, e, por outro lado, pela seqiéncia
homéloga da bactéria hospedeira.

, As bactérias assim selecionadas sdo cultivadas sobre meio nao
seletivo, a fim de permitir a excisdo das sequéncias provenientes do vetor,
que se efetua por recombinagdo homéloga entre as regides flanqueando
essas sequéncias. A metade das bac;térias nas quais essa reéombinagéo
ocorreu contém a seqliéncia “selvagem” proveniente da bactéria hospedeira,
e a outra metade contém a seqiiéncia mutada proveniente do enxerto. As
bactérias que portam a mutagao sdo em seguida selecionadas por qualquer
meio apropriado. Por exemplo, se a mutagéo cria um local de restricéo, a
selecdo pode ser feita com base na presenga desse local de restricdo em
um produto de amplificagdo por PCR da regiao mutante. _

Vetores integrativos estdo disponiveis para numerosas bactérias

lacticas. Classicamente, para uma espécie bacteriana determinada, um vetor

~ integrativo é um vetor que pode ser introduzido nas bactérias dessa espécie,

mas que € incapaz de ai se replicar.
A titulo de exemplos de vetores utilizaveis como vetores integra-

tivos nos streptococcus thermophilus, citar-se-ao Pgem5, Puc19 (Mollet et
al., 1993), Pnd324 (Duan et al., 1999).

Vantajosamente, para aumentar a eficacia de transformacéo,
pode-se utilizar como vetor integrativo um vetor de replicagao condicional na
bactéria escolhida. Nesse caso, as bactérias nas quais foi introduzido o vetor
sdo em uma primeira etapa cultivadas en condigbes permissivas para sua
replicagao, o que lhe pérmite se estabelecer nessas bactérias transforma-
das; em uma segunda etapa as bactérias s&o cultivadas em condi¢des nao
permissivas para a replicacdo do vetor, e pode-se, conforme no caso dos
vetores integrativos classicos, efetuaf a selecdo das bactérias nas quais o
vetor foi integrado no cromossoma.

A titulo de exemplos de vetores de replicagao condicional utiliza-
veis como vetores integrativos em um grande numero de bactérias lacticas,

serdo citados os vetores termoendureciveis descritos por BISWAS et al. e
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MAGUIN et al (Biswas et al., 1993; Maguin et al., 1996), assim como no Pe-
dido PCT WO 93/18164, ou os vetores pwv01 (Law et al., 1995) e PuCl22
(Frere et al., 1998). '

A invencédo tem também por objeto uma cepa de bactéria lactica
capaz de ser obtida por um processo, de acordo com a invengao.

Essa cepa é caracterizada pelo fato de conter em seu ADN cro-
mossémico, uma mutagao do cédon codificandb para a histidina fosforilével
por HPr(His~P) do dominio IlA da lactose permease, essa mutacao induzin--
do a substituicao dessa histidina por um &cido aminado nao fosforilavel.

De acordo com um modb de realizacédo preferido da presente
invencgao, essa cepa € uma cepa de streptococcus thermophilus, na qual o
gene da lactose permease contém uma mutagao, induzindo a substituicao
da histidina em posi¢do 552 da proteina por um acido aminado nao fosforila-
vel.

Uma cepa de bactérias lacticas de acordo com a invengao foi
depositada segundo o Tratado de Budapeste, em 10 de maio de 2004, junto
a4 CNCM (Colecao Nacional de Culturas de Microorganismos), 25, rue du
Docteur Roux, em Paris, sob o niumero 1-3213. Trata-se de uma cepa mutan-
te de streptococcus thermophilus, derivada da cepa CNCM 1-2967 (deposita- -
da na CNCM, em 12 de dezembro de 2002), pela introdugéo, por mutagéne-
se dirigida, de uma mutagao que substitui 0 cédon histidina 552 por um co-
don alanina. _ '
| As cepas de bactérias lacticas, de acordo com a invengao, tém
durante sua fase de crescimento uma atividade lactose permease similar
aquela da cepa mae, da qual sao oriuhdas. Elas possuem, portanto, capaci-
dades de assimilagdo da lactose ’e de acidificacdo, comparaveis aquela da
cepa mae da qual s30 oriundas. Ao contrario, sua atividade lactose permea-
se durante a fase estacionaria é reduzida em relagéo aquela da cepa méé, [o}
que acarreta uma pés-acidificagéo reduzida. V

Vantajosamente, as cepas de bactérias lacticas, de acordo com
a invengao, sdo oriundas de bactérias lacticas possuindo uma atividade B-

galactosidase, e conservam essa atividade. Elas podem crescer normalmen-
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te sobre o leite ndo suplementado com um agucar diferente da lactose.

De preferéncia, as cepas de bactérias, de acordo com a inven-
¢do, sdo mutantes apropriados a industria alimenticia (ou mutantes “food-
grade”). Eles sdo vantajosamente derivados de cepas bacterianas caracteri-
zadas pelo fato de apresentarem propriedades vantajosas de fermentagao
dos produtos leiteiros. | ,

A presente invengédo se refere tambem a um fermento lactico,
compreendendo pelo menos uma cepa de bactérias, tal como descrita aci-
ma. De acordo com um modo de realizagdo particular, um fermento lactico,
de acordo com a invengdo, compreende pelo menos uma cepa mutante de
streptococcus thermophilus, expressando uma lactose permease, da qual a
histidina 552 foi substituida por um residuo nao fosforilavel, associada a pelo
menos uma outra cepa de bactéria lactica, por exemplo uma cepa de. Lacto-
bacillus bulgaricus, podendo eventualmente possuir também uma pés-

acidificagdo reduzida (por exemplo resultando da mutagéo, de acordo com a

invencéo, da lactose permease, ou resultante de uma mutagao que inativa a

B-galactosidase).
Um processo de preparagdo de um produto leiteiro fermentado,

compreendendo uma etapa no decorrer da qual se fermenta o leite com o
auxilio de um fermento lactico, tal como descrito acima, faz também parte
integrante da presente invengdo, assim como qualquer produto leiteiro fer-
mentado, uma bebida fermentada, um quefir, um queijo ou um leite infantil
fermentado. - |

- Os exemplos experimentais que se seguem, flustrados pelas
figuras, expdem mais em detalhes certos aspectos da presente invengao,

sem, todavia, limitar-lhe o objeto.

Legenda das figuras _
| Figura 1: comparagdo da seqiéncia do gene lacSdo variante |-
3213 com a sequéncia do gene lacS da cepa mae 1-2967.
Figura 2: comparagao das curvas de acidificagédo obtidas com o
mutante 1-3213 e a cepa mae 1-2967.
Figura 3: comparagdo das velocidades de acidificagao do mutan-
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te 1-3213 e da cepa mae 1-2967.
Figura 4: sequéncia da acidez Dornic no decorrer da conserva-

' ¢ao dos produtos. Comparagao do mutante 1-3213 e da cepa mae |-2967.

* Figura 5: principio da medida da viscosidade n de um produto.

EXEMPLOS

- EXEMPLO 1: Producédo do mutante

A cepa de partida é a cepa de streptococcus thermophilus |-

2967, depositada na CNCM em 12 de dezembro de 2002.

~ Na seqléncia do gene lacS, o codon para a histidina 552 (a his-
tidina que é fosforilavel) foi substituido por um cédon alanina, por dupla re-
combinagao. Além disso, a mutacdo feita (substituigdo do segundo nucleoti-
deo do cédon 522 por urha citosina, ao invés de uma adenina) criou no gene
um local de restricdo BstU1. Isto permitiu selecionar os cldnes que integra-
ram a mutacdo desejada no gene LacS.

A estabilidade da mutagdo foi verificada a partir de um dos clo-
nes obtidos (depositado na CNCM em 10 de maio de 2004 sob o numero |-
3213), por 6 repicagens-sucessivas, seguidas da seqUenciac;:éo do gene
LacS. A figura 1 mostra.a comparagao da'seqﬁéncia do gene lacS do varian-
te 1-3213 (SEQ ID NO: 2) com aquela do gene lacS da cepa mae 1-2967
(SEQ ID NO:1). A mutagdo estd bem presente: o codon para a histidina- 552
codifica daqui para a frente para uma alanina. Nao ha mutacdo indesejavel,
além disso, no gene lacS.

O mutante 1-3213 é apropriado a utiliiagéo agroalimentar, pois

ndo contém nenhuma sequéncia residual do plasmideo utilizado para inte-

grar a mutagao do gene lacS. ‘
EXEMPLO 2: testes fisiologicos feitos sobre o mutante 1-3213
A fim de verificar que o mutante 1-3213 € menos pés-acidificante

que a cepa mae 1-2967, produtos sao fabricados em cepa pura e sao acom-

" panhados até J+28: acidificagdo, pos-acidificagéo, sobrevida, textura.

2.A - Protocolo .
- revivificacdo das cepas por 2 transplantes
- preparacédo de fermentos sobre leite estéril adicionado de ex-
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tratos de lévedo com incubacédo a 44 °C, até uma acidez de 85°D seja atin-
glda (correspondendo a 10% a 10° UFC/ml) |

- inseminagdo de uma mistura de 120 g de pd de leite cremoso +
930 m! de agua + 1 g de peptona de gelatina N3 (Organotechnia), pasteuri-
zado 10 minutos a 95 °C, com 1 % (v.v) de fermento |

- incubagdo em potes em uma estufa a 44°C, até que um pH de
4,65 seja atingido |

‘ - - parada da fermentagéo, colocando os potes durante 30 minu-

tos na agua gelada ,

- conservagdo dos produtos durante 28 dias em camara fria a
10°C.
2.B - sequéncia - Comparagéo da acidificagéo pelos mutantes em relagao a
cepa 1-2967 '

2 B.1. Curvas de acidificacdo _
Gracas ao sistema CINAC (CINética de Acidificagdo, Alliance

Instruments), o pH é medido em continuo no decorrer do tempo. Podem-se

assim obter:
' - a curva de acidificagéo de cada cepa
- a derivada primeira em relagao ao tempo, que daa velomdade

de acidificagao.

2.B.2. Medida do pH _
O acompanhamento da evolugdo do pH no decorrer da conser-

vagdo dos produtos é feito gragas a um pH-metro MP220 de Mettler Toledo.
2.B.3. Medida da acidez Dornic

A medida da acidez Dornic (D°) permite titular a concentragao
molar em ions HzO". O nimero de graus Dornic corresponde ao numero, em

décimos de mililitros, de solugao hidréxido de sodio, a concentragao 0,1 N

que SAo necessarios para neutralizar 10,32 g de leite. A neutralidade € vi-
sualizada, utilizando um indicador colorido, a fenolftaleina. Nos arredores de
sua zona de curva (pH 8,2), a fenolftaleina passa do incolor ao rosa. Um
grau Dornic representa 100 mg de &cido lactico por litro de leite.

2.B.4. Preparacdo do mix para os testes produzidos
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O meio leite é reconstituido a partir de 120 g de leite em poé cre-

moso (Milex 240, Arla Food Ingredients) + 930 ml de agua permutada + 1 g

" de peptideo N3 (Vital Armor 950, Armor 950, Armor Proteinas). O mix é mis-

turado até completa homogeneizagdo. O meio € em seguida reidratado du-
rante 30 minutos a 'temperatura ambiente, depois pasteurizado a 95°C du-
rante 10 minutos. '

2.B.5. Sobrevida das cepas
As medidas de sobrevida sdo realizadas sobre meio gelosado

M17 sacarosado. Isolamento na superficie via um inseminador espiral
(WASP de AES). Incubagdo a 37°C sob H2CO2. Leitura apos 72 horas de
incubagao. |

As Curvas de acidificagao em cepas puras foram feitas em dupli-
cata.

2.B.6. Interpretacdo
Os resultados, apresentados nas figuras 2 e 3, mostram que o

mutante 1-3213 tem uma curva de acidificacdo mais lenta do que a cepa
mae, com um efeito uréia mais pronunciada e uma velocidade maxima de
acidificagdo mais baixa. Todavia, o pH 4,50 ¢ atingido em 6 horas para as

duas cepas.

2.C- seqiiéncia - Comparacédo da pos-acidificacdo do mutante I-3213 em

relacao a cepa |-2967

A figura 4 mostra os resultados do acompanhamento da acidez

Dornic durante a conservagdo dos produtos, comparando os produtos obti-

“dos por fermentacéo pelo mutante I-3213 e pela cepa mae |-2967.

Os resultados referentes a medida do pH imediatamente apods
parada da fermentagéo (DO)'e apos 28 dias de conservagdo a 10°C, séo a-

presentados na tabela 1 abaixo.

pH DO PH D28
1-2967 a 4,65 4,07
1-2967 b 4,64 4,08
I-3213 a 460 4,27
1-3213 b 4,65 4,19
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TABELA 1
- O conjunto desses resultados confirmam que o mutante € menos

pos-acidificante que a cepa mae.
2D - sequéncia. Comparacdo da sobrevida dos mutantes em relacao a |-

2967

A tabela 2 abaixo indica o numero de coldnias bacterianas pre- .

sentes em 1 mi de produto, apds 28 dias de estocagem a 10°C.

' UFC/mi D28
|-2967 a 1,4.10"
1-2967 b 7,6.10"
[-3213 a ‘ 7,410’
1-3213 b _ 1,0.10°

TABELA 2
Esses resultados mostram que a sobrevida do mutante € tao boa

quanto aquela da cepa mée, apés 28 dias de estocagem, seguindo a parada

da fermentacgao.
2.E - seqléncia - Comparacdo da textura dos‘ produtos obtidos a partir de

um mutante em comparacdo com aqueles obtidos a partir da_cepa mae |-

- 2967

As medidas de textura foram feitas sobre os produtos de uma uni-
ca produgao. Todas as medidas foram feitas em triplo (3 potes, por medida).

Trés métodos de medida da textura foram feitos sobre os produ-
tos em D+7:

- Medida de penetrometria com o TAXT2 (10°C)

" - Medida de escoamento apds mistura manual sobre o Rhéomat

260 (4°C) - | |

- Medida de viscosidade sobre o soro, ap6s centrifugagao sobre

o MCR300 (20°C).
Essas diferentes técnicas de medida da textura sao detalhadas

abaixo.

2 E.1 - Medida de viscosidade sobre o soro dos produtos firmes

O interesse por esse método consiste em analisar o soro dos

produtos firmes, a fim de confirmar as caracterizagoes reolégicas dos leites
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fermentados pelas cepas.
Esse método de anélise permite em uma primeira etapa recupe-

“rar o soro dos produtos firmes. Para isso, uma quantidade de produto, apro-

ximadamente 50 g, é centrifugada a 631 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente, o que permite coletar o soro presente no interior do gel dos leites
fermentados pelas cepas. O soro é entdo retirado e sofre a mesma centrifu-
gacao, a firh de eliminar a maioria dos residuoé do produto. O resto dessas
particulas se sedimenta para formar um residuo fragil.

A viscosidade do soro é em seguida medida a 20°C e a um gra-
diente de cisalhamento fixo de 100 s™' durante um minuto. Trés medidas s&o
também feitas sobre trés pbtes de leite fermentado pela mesma cepa € nas
mesmas 'condig6es. O aparelho utilizado para essa analise € um redmetro
Anton Paar Physica® MCR 300 equipado com uma geometria coaxial com
Vduplos' entreferros de tipo DG 26.7/TEZ 150 p-c, assim como de um sistema
de regulagem de temperatura com efeito Peltier. Esse sistema rotativo per-
mite avaliar a viscosidade do soro a um gradiente de cisalnamento constante
com uma aquisigao de um ponto por segundo

Geralmente, os dois pnmetros valores dessa medida sao incoe-
rentes e falseados pela inicializagdo do sistema rotativo. Dessa forma, a vis-
cosidade de cada soro [Vs] é determinada pela média dos valores retidos
pelo aparelho, exceto as duas primeiras. '
2.E.2- Medlda de penetrometria (Fgel qul -F15 mm)

' O aparelho utilizado para essa medida € um penetrdmetro

‘Thermo Rhéo TAXT2 (Anton Paar Physica, Austria).

Um cilindro de aproximadamente 1 cm de didmetro penetra no
gel (temperado a 10°C) a velocidade constante sobre 15 mm de-profundida-
de. Quando da descida do mével no produto, o gel opde uma resisténcia, ira
se deformar antes de romper. Mede-se a forga que dai resulta '

Os parametros extraidos séo os segunntes

Fgel = Forca de gel (g), corresponde ao valor da forga aplicada
pelo mével no momento da ruptura do gel (primeiro pico da curva).

Dgel = Distancia a forca de gel (mm) corresponde a profundida-
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de a qual se acha o movel no momento da ruptura do gel.

F15 = Forca a 15 mm (g) corresponde & forga medida, quando o
movel esta em fim de curso.
2.E.3 - Medida de escoamento - Viscosidade escoamento

Esse método consiste em determinar a viscosidade dos produtos

firmes, apds uma mistura manual e uma incubagéo de 30 minutos a 4°C.
Trés medidas sdo feitas a 4°C sobre trés potes de leite fermentado pela
mesma cepa e nas mesmas condi¢des. O aparelho utilizado para essa ana-
lise év um viscosimetro Mettler ® RM260 refrigerado e equipado com um sis-
tema coaxial de tipo DIN 145. Esse sistema rotativo permite observar uma
desestruturagdo do produto em fungédo de um gradiente de cisalhamento
linear, seja um esforgo com um gradiente determinado.

Os resultados sdo obtidos sob a forma de uma curva de escoa-
mento em continuo, rampa montante e descendente entre 0 e 20 s™. O pro-
duto sofre um gradiente de cisalhamento crescente de 0 a 20 s-1 durante 1

" minuto. Essa fase corresponde & rampa montante. Depois, ele sofre um gra-

diente de cisalhamento decrescente de 20 a 0% durante 1 minuto, corres-

- pondendo a rampa descendente.

Cada curva descendente é em seguida modelizada segundo o

modo de Casson:

N1 =<1 +«[;}_>_<—

tv.  esforgo (Pa)

10: limite de escoamento do produto (Pa) [Limite 4]

- m:  viscosidade do produto (Pa.s) [V4]

D‘: Gradiente de cisalhamento (s-1)

Essa modeiizagéo por Casson, seguida de uma reta de regres-
sdo linear sobre a parte descendente da curva, permite destacar um para-
metro importante que é a viscosidade do produto m, correspondendo a incli-
nacao da reta de regressao.

A figura 5 ilustra 0 modo de célculo da viscosidade segundo es-
sa modelizagao.

2.E.4 - Resultados
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Os resultados obtidos com cada uma das técnicas de medida

s&o apresentados na tabela 3 a seguir

seqliéncias I-2967 1-3213

Visco soro (mPa.s) 2,18 , 2,31

Fgel (g) 33,58 33,18 -

Dgel (mm) ' - 3,29 2,96

F 15 mm (Q) 39,23 38,78

Viscosidade de escoamento 1154 1171
TABELA 3

Anélises de variancia (P < 0,05) s&o feitas sobre os resultados
das medidas de textura (para cada pardmetros os valores sdo comparados
por teste de Student): A

- os parametros Forga de gel, Distancia para a forga de ge‘I e
Forca a 15 mm mostram que as duas cepas nao sdo significativamente dife-
rentes;

- 0 parametro de viscosidade oriundo da medida de escoamento
mostra que as duas cepas ndo sdo significativamente diferentes;

- a viscosidade do soro sendo muito reprodutivel mostra uma
diferenca significativa entre as duas cepas, mas o mutante tendo uma visco-
sidade mais consideravel que a cepa 1-2967, isto prova que ndo houve perda
de textura. ’

2.E.5 - Interpretacéo
As medidas de textura feitas sobre os produtos fermentados ob-

tidos como mutante e a cepa mae permitem mostrar que ndo ha perda de

“textura devido a mutagao.

2.F - Conclusdes

Um mutante lactose permease nao fosforilavel da cepa 1-2967 foi
obtido por dupla ocorréncia de recombinagao. |
Esse mu.tante, denominado 1-3213, apresenta:
- uma curva de acidificacdo diferente daquela da cepa mée (ve-
locidade diminuida);
' - uma pods acidificagdo no D28 menos consideravel;
- - uma textura semelhante aquela da cepa mae; e

- uma boa sobrevida no D28.
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<120>
fosforilavel

<130>- MJPmadSLP191/213

<150> FR0505497

<151> 2005-05-31

<160> 2
<170>

<210> 1
<211> 1220
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
‘<223>

<400> 1
tccacaacct
tcaatggaaa
taaacttggt
gacaacaggt
catgtttgct
cactttgact
agcaacttct
ttatttggtt
aggtttcgcec

tcaaattctt

misc_feéture
(1)

Seqgiiéncia do gene lacS da cepa mde

(1220)

cttgtgttcc
acgggacacc
' ggtgcgatgt
gcctcageat
ttcccageag
gaagcacgtc
gaaaatgaag
gatctctcaa
attaaaccta

cctactegec

PatentIn versdo 3.3

ttgttgtett
gtgatgaatc
caaactggct
caacaattac
caacaatgct
acgctaaaat
ttaaagctaa
gtgttaatga
ctgatggagce
atgcagttgg

Streptococcus thermophilus

tatgattatc
acttactttg
tgtttctaca
aacacatcaa
tatcggtgcc
tgttgaagaa
cgtcgtatct
tgaacacttt
tgtctttgea

I-2967

tctgactcag
tcagttcgtc
tttgccgtag
cagtttatct
ttcattgttg
ttggaacatc
cttgtaaccc
gcttcaggta

ccaattagtg

tattgaaagt gaagatggtg

tagaatatgg
cacttattga
ctgccggtat
ttaagcttgg

ctcgtaaaat

gctttagegt

ctacaactgg
gcatgggtaa
gtaccatteg
tcattgttct

Cepas mutantes de bactérias lécticas possuindo uma lactose permeasendo
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120
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240
300
360
420
480
540
600



tatccacgtt
acaaggtgat
gaaaaatggt
| tttccatctt
caaaaaagga
aaagattgtt
tgaagaattt
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aactgatttg
acaatatgtg

tcctcaagaa

<210> 2
<211>
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<213>

<220>
<221>
<222>
$<223>

mi

(1

<400> 2
cttccaataa
gttgtctrta
gatgaatcac
aactggcttg
acaattacaa
acaatgctta
gctaaaattg
aaagctaacg
gttaatgatg
gatggagctg
gcagttggta
gttaaactta
ggacaaaaac

gtacttgtca

ggcatcggaa
catgttgaag
cttgatgaca
gaacaaaaag
gaataatcta
agcgttaata
tctgaagggg
cagaatacaa
aatttcatca
aatacccaat

tcaaatgctg

1278
DNA

sc_feature

) .. (1278)

tcttgactge
tgattatcte
ttactttgtc
tttctacatt
cacatcaaca
tcggtgectt
ttgaagaatt
tegtatctct
aacactttgc
tctttgeacc
ttgaaagtga
atggtgaagg
ttcttgagtt

ctgtaactaa

cagttaaact
ttggacaaaa
cagtacttgt
ttggagaaaa
tgaacatgac
ctgttgatgc
agatgaagtt
atcaggtttt
atgtaccagg

atccttggga

agctgaactc
tgactcagta
agttcgtcca
tgccgtaget
gtttatcttt
cattgttgct
ggaacatcgc
tgtaacccct
ttcaggtagc
aattagtggt
agatggtgtc
attcattagt
ctggtcacca

ttcagaaaaa

taatggtgaa
acttcttgag
cactgtaact
ggtagaagct
tgaaaaaatt
tcactcagat
aagacaatct
aaaagacttt
tcatttagag

tggtaaagaa

Streptococcus thermophilus

Segiiéncia do gene lacS da variante

ttetteattc
gaatatggtc
cttattgata
gccggtatga
aagcttggea
cgtaaaatca
tttagcgtag
acaactggtt
atgggtaaag
accattegtc
attgttctta
tacgtagaac
attattgaga
ttcagtgett

ggattcatta
ttctggteac
aattcagaaa
ttgtctgaag
caaacttatt
cataagtatt
cttaatggaa
tataaaacag
cttcaaggtt

ttccttegte

I-3213

cacaacctct
aatggaaaac
aacttggtgg
caacaggtgc
tgtttgcttt
ctttgactga
caacttctga
atttggttga
gtttcgeeat
aaattcttce
tegeggttgg
aaggtgatca
aaaatggtct

tccatcttga

gttacgtaga
caattattga
aattcagtgc

ttattacctt

taaacgatcc .

ttgaatctct
aatggaaaat
aatttgatga
ttggttctec

cacctcaagt

tgtgtrtectt
gggacaccgt
tgcgatgtca
ctcagcatca
cccagcagca
agcacgtcac
aaatgaagtt
tctctcaagt
taaacctact
tactcgecat
catcggaaéa
tgttgaagtt
tgatgacaca

acaaaaagtt

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1220

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



ggagaaaagg
aacatgactg
gttgatgctc
atgaagttaa
caggttttaa
gtaccaggtc
ccttgggatg

gcatcatacg

tagaagcttt gtctgaagtt

aaaaaattca
actcagatca
gacaatctct
aagactttta
atttagagct
gtaaagaatt

ttaaacat

aacttattta
taagtatttt
taatggaaaa
taaaacagaa
tcaaggtttt

ccttegteca

)
N

attaccttca
aacgatccaa
gaatctcttg
tggaaaattc
tttgatgaaa
ggttctccac

cctcaagttc

aaaaaggaga
agattgttag
aagaattttc
actatgctca
ctgatttgaa
aatatgtgaa

ctcaagaatc

ataatctatg
cgttaatact
tgaaggggag
gaatacaaat
tttcatcaat
tacccaatat

aaatgctgtt

900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1278
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REIVINDICAGOES

1. Processo de obtengdo de uma cepa mutante de bacteéria lacti-
ca possuindo uma pés-acidificagdo mais fraca que a cepa méae da qual ela €
oriunda, caracterizado pelo fato de se introduzir no ADN genémico da referi-
da cepa mae uma mutagéo do cddon codificando para a histidina fosforilavel
por HPr(His~P) do dominio IIA da lactose permeavel, a referida mutagao in-
duzindo a substituicdo da referida histidina por um acido aminado néo fosfo-
rilavel.

2. Processo, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pe-
lo fato de a cepa mae ser uma cepa de Streptococcus thermophilus e em
que essa mutagado introduzir um codon alanina no lugar do codon histidina

552.
3. Cepa de bactéria lactica, caracterizada pelo fato de ser capaz

de ser obtida por um processo, como definido na reivindicagdo 1 ou 2.

4. Cepa de bactéria lactica, de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizada pelo fato de possuir uma atividade B-galactosidase.

5. Cepa de bactéria lactica, de acordo com a reivindicagéo 4,
caracterizada pelo fato de se tratar da cepa mutante de S. thermophilus, de-
positada em 10 de maio de 2004 na CNCM sob o nimero [-3213.

6. Fermento lactico, caracterizado pelo fato de que compreende
pelo menos uma cepa de bactérias, como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 3 a 5.

7. Fermento lactico, de acordo com a reivindicagéo 6, caracteri-
zado pelo fato de compreender pelo menos uma cepa mutante de S. ther-
mophilus, como definida em qualquer uma das reivindicagdes 3 a 5, associ-
ada a pelo menos uma cepa de L. bulgaricus.

8. Processo de preparagdo de um produto de leite fermentado,

.. caracterizado pelo fato de que compreende uma etapa no decorrer da qual

se fermenta leite com o auxilio de um fermento lactico, como definido na rei-

vindicagdo 6 ou 7.
9. Produto de leite fermentado, caracterizado pelo fato de ser

capaz de ser obtido pelo processo, como definido na reivindicagao 8.



10. Produto de leite fermentado, de acordo com a reivindicagao
9, caracterizado pelo fato de esse produto ser escolhido dentre os iogurtes,
os leites fermentados, as bebidas fermentadas, os quefires, os queijos e os

leites infantis fermentados.
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CTTCCAATAATCTTGACTGCAGCTGAACTCTTCTTCATTCCACAACCTCTTG 52

TGTTCCTTGTTGTCTTTATGATTATCTCTGACTCAGTAGAATATGGTCAATG
TGTTCCTTGTTGTCTTTATGATTATCTCTGACTCAGTAGAATATGGTCAATG
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GATAAACTTGGTGGTGCGATGTCAAACTGGCTTGTTTCTACATTTGCCGTAG
GATAAACTTGGTGGTGCGATGTCAAACTGGCTTGTTTCTACATTTGCCGTAG

CTGCCGGTATGACAACAGGTGCCTCAGCATCAACAATTACAACACATCAACA
CTGCCGGTATGACAACAGGTGCCTCAGCATCAACAATTACAACACATCAACA

GTTTATCTTTAAGCTTGGCATGTTTGCTTTCCCAGCAGCAACAATGCTTATC
GTTTATCTTTAAGCTTGGCATGTTTGCTTTICCCAGCAGCAACAATGCTTATC

GGTGCCTTCATTGTTGCTCGTAAAATCACTTTGACTGAAGCACGTCACGCTA
GGTGCCTTCATTGTTGCTCGTAAAATCACTTTGACTGAAGCACGTCACGCTA

AAATTGTTGAAGAATTGGAACATCGCTTTAGCGTAGCAACTTCTGRARATGA
AAATTGTTGAAGAATTGGAACATCGCTTTAGCGTAGCAACTTCTGAAARATGA

AGTTAAAGCTAACGTCGTATCTCTTGTAACCCCTACAACTGGTTATTTGGTT
AGTTAAAGCTAACGTCGTATCTCTTGTAACCCCTACARACTGGTTATTTGGTT

GATCTCTCAAGTGTTAATGATGAACACTTTGCTTCAGGTAGCATGGGTARAG
GATCTCTCAAGTGTTAATGATGAACACTTTGCTTCAGGTAGCATGGGTARAG

GTTTCGCCATTAAACCTACTGATGGAGCTGTCTTTGCACCAATTAGTGGTAC
GTTTCGCCATTARACCTACTGATGGAGCTGTCTTTGCACCAATTAGTGGTAC

CATTCGTCAAATTCTTCCTACTCGCCATGCAGTTGGTATTGARAGTGAAGAT
CATTCGTCAARATTCTTCCTACTCGCCATGCAGTTGGTATTGARAGTGAAGAT

GGTGTCATTGTTCTTATCCACGTTGGCATCGGAACAGTTARACTTAATGGTG
GGTGTCATTGTTCTTATCGCGGTTGGCATCGGAACAGTTAAACTTAATGGTG

170
208

222
260
274
312
326
364

378
416

430
468

482
520

534
572

586
624

638
676

AAGGATTCATTAGTTACGTAGAACAAGGTGATCATGTTGAAGTTGGACAAA 689
AAGGATTCATTAGTTACGTAGAACAAGGTGATCATGTTGAAGTTGGACAAA 727

AACTTCTTGAGTTCTGGTCACCAATTATTGAGAAAAATGGTCTTGATGACA

740

AACTTCTTGAGTTCTGGTCACCAATTATTGAGAARAATGGTCTTGATGACA 778

CAGTACTTGTCACTGTAACTAATTCAGAARAATTCAGTGCTTTCCATCTTG 791
CAGTACTTGTCACTGTAACTAATTCAGAAARATTCAGTGCTTTCCATCTTG 829

AACAAAAAGTTGGAGAAAAGGTAGAAGCTTTGTCTGAAGTTATTACCTTCAA
AACAAAAAGTTGGAGARAAGGTAGAAGCTTTGTCTGAAGTTATTACCTTCAA

AAAAGGAGAATAATCTATGAACATGACTGAAARRAATTCAAACTTATTTARAC
AAAAGGAGAATAATCTATGAACATGACTGAAAAAATTCAAACTTATTTARAC

843
881

895
933

GATCCAAAGATTGTTAGCGTTAATACTGTTGATGCTCACTCAGATCATAAG 946
GATCCAAAGATTGTTAGCGTTAATACTGTTGATGCTCACTCAGATCATAAG 984

Fig.1
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TATTTTGAATCTCTTGAAGAATTTTCTGAAGGGGAGATGAAGTTAAGACAAT
TATTTTGAATCTCTTGAAGAATTTTCTGAAGGGGAGATGAAGT TAAGACAAT

CTCTTAATGGAARRATGGAARATTCACTATGCTCAGAATACAAATCAGGTTTT
CTCTTAATGGAAAATGGAARATTCACTATGCTCAGAATACAAATCAGGTTTT

AAAAGACTTTTATAAAACAGAATTTGATGARACTGATTTGAATTTCATCAAT
AAAAGACTTTTATAAAACAGAATTTGATGAAACTGATTTGAATTTCATCAAT

GTACCAGGTCATTTAGAGCTTCARGGTTTTGGTTCTCCACAATATGTGAATA
GTACCAGGTCATTTAGAGCTTCAAGGTTTTGGTTCTCCACAATATGTGAATA

CCCAATATCCTTGGGATGGTAAAGAATTCCTTCGTCCACCTCAAGTTCCTCA
CCCAATATCCTTGGGATGGTARAGAATTCCTTCGTCCACCTCAAGTTCCTCA

AGAATCAAATGCTG
AGAATCAAATGCTGTTGCATCATACGTTAAACAT

Fig.1(continuagéao)
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RESUMO
Patente de Invengao: "PROCESSO DE OBTENCAO DE UMA CEPA MU-
TANTE DE BACTERIA LACTICA, REFERIDA CEPA, FERMENTO LACTI-
CO, PROCESSO DE PREPARAGAO DE UM PRODUTO DE LEITE FER-
MENTADO, E REFERIDO PRODUTO DE LEITE FERMENTADO".

A presente invengao é relativa a cepas de bactérias lacticas nas
quais a histidina fosforilavel do dominio IIA da lactose permease é substitui-
da por um acido aminado nao fosforilavel. Essas cepas possuem uma pés-
acidificagdo reduzida e sao utilizadveis notadamente para a preparagéo de

produtos do leite fermentados.




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

