21 P10707985-0 A2

* B RPIOV7 07 9 85A2 %

(22) Data de Deposito: 19/02/2007 (51) Int.Cl.:
(43) Data da Publicagéo: 17/05/2011 C12N 1/20
(RPI1 2108) C12N 15/01
A23C 9/123
A61K 35/74
(54) Titulo: NOVAS CEPAS DE LACTOBACILLUS (57) Resumo: NOVAS CEPAS DE LACTOBACILLUS

HELVETICUS

(30) Prioridade Unionista: 20/02/2006 EP 06290286.1,
21/02/2006 US 60/774,654

(73) Titular(es): Compagnie Gervais Danone

(72) Inventor(es): Anne Druesne, Claire Queguiner, Jean-Michel
Faurie, Peggy Garault, Tamara Smokvina, Thierry Saint Denis

(74) Procurador(es): Montaury Pimenta, Machado &
Lioce S/C Ltda

(86) Pedido Internacional: PCT FR2007000294 de 19/02/2007

(87) Publicacao Internacional: wo 2007/096510de 30/08/2007

HELVETICUS. A presente invengdo refere-se a novas cepas de
Lactobacilius helveticus. Mais particularmente, a presente invencgéo
propde cepas de Lactobacillus helveticus possuindo um fenétipo
lactose negativa, e suas aplicagbes ha industria agro-alimentar. A
presente invengéo refere-se igualmente a um processo de obtengéo de
tais cepas de Lactobacilius helveticus.
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“"NOVAS CEPAS DE LACTOBACILLUS HELVETICUS”

A presente invencdo refere-se a novas cepas de
Lactobacillus helveticus, assim como a suas aplicac¢des no
campo agro-alimentar. Mais particularmente, a presente
invengdo propde cepas de Lactobacillus helveticus possuindo
um fendétipo lactose negativa. A presente invencdo refere-
se, igualmente, a um processo de obtencdo de tais cepas de
Lactobacillus helveticus.

A hipertensdo atinge uma grande parte da
populacdo. A utilizacdo do peptideo VPP (Val Pro Pro) e de
peptideos contendo a seqiiéncia VPP como agentes capazes de
reduzir a pressdo arterial por inibicdo da enzima de
conversdo da angiotensina (ACE) foi descrita na EP 0 583
074. Um efeito similar do tripeptideo IPP (Ile Pro Pro) foi
igualmente descrito na literatura. Esses peptideos inibem a
ACE bloqueando seu sitio ativo e impedindo, assim, tornar
ativa a angiotensina.

E sabido que as duas seqliéncias VPP e IPP estdo
presentes na caseina Beta bovina e que a hidrdélise adequada
desta caseina (ou, mais geralmente, do leite que a contém)
permite obter os referidos tripeptideos. Numerosos estudos
no animal e no homem mostraram que a ingestdo diaria de
alguns miligramas destes tripeptideos permite reduzir
eficazmente a pressdo arterial, em particular nos sujeitos
hipertensos, reduzindo, desta forma, o risco de acidente
cardiovascular.

Peptideos obtidos de um 1leite fermentado por
Lactobacillus helveticus mostraram in vivo seu efeito
inibidor do ACE (ACEI) e esses peptideos puderam ser
encontrados no nivel da aorta dos ratos que participaram no
estudo (Masuda O. e outros, 1996. J. Nutr. 126, 3063-8).

Outros estudos também mostraram especificamente uma
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diminuigcdo da pressdo arterial em ratos hipertensos em
resposta a 1ingestdo de peptideos obtidos de um leite
fermentado por L. helveticus (Yamamoto N. e outros, 1994.
Biosci. Biotech. Biochem. 58, 776-8).

No  homem, 0o mesmo leite fermentado também
permitiu diminuir a pressdo arterial sistélica (Hata e
outros; 1996. Am. J. Clin. Nutr., 64, 767-71). Um estudo
mais recente confirma que os peptideos presentes no produto
AMEAL S® comercializado pela sociedade CALPIS reduzem, de
maneira significativa, a pressdo arterial em sujeitos que
tém uma pressdo arterial superior & normal (Mizuno e
outros, 2005. British Journal of Nutrition; vol 94, edicdo
1, 84-91).

Em um outro estudo recente (Jauhiainen e outros;
2005. Am. J. of Hypertension, 18: 1600-1605) é anunciada a
hipétese de acordo com a qual o mecanismo de acdo acima
citado (inibig&o do ACE) para explicar o efeito anti-
hipertensivo de um leite fermentado por um L. helveticus
poderia, no entanto, nao ser o mecanismo de acédo
determinante no homem.

Uma grande maioria dos Lactobacillus helveticus é
capaz de produzir os tripeptideos IPP e VPP por fermentacéio
de leite, mas as quantidades produzidas podem ser
variaveis. EP 1 016 709 descreve um meio de produzir os
tripeptideos VPP e IPP por fermentacdo de leite com o
auxilio de cepas de bactérias lacticas especificas
pertencentes a espécie Lactobacillus helveticus. No
entanto, o produto assim fabricado (leite fermentado)
contém uma quantidade muito grande de 4&cido lactico e é
entdo caracterizado por uma acidez inaceitavel do ponto de
vista sensorial e gustativo. Além disso, surge o problema
da pds-acidificacdo: mesmo se a fermentacdo é interrompida

(classicamente por resfriamento) em pH organolepticamente
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aceitaveis (pH > 4), a acidificacao prossegue no frio
devido as propriedades intrinsecas dos ILactobacillus
helveticus. Isto leva a uma queda do pH do produto, que se
torna igualmente inaceitavel ao consumo.

A fim de evitar a pbés-acidificagdo, é possivel
interromper a fermentacdo em um PH aceitdvel matando
imediatamente a cepa por tratamento térmico (pasteurizacao,
termizagdo): a pés-acidificacdo é entdo nula (a acidez do
produto ndo evolui durante sua conservacido). Infelizmente,
a quantidade de tripeptideos ¢é reduzida devido a
interrupcdo precoce da fermentagdo. Os produtos assim
obtidos sé6 possuem, entdo, baixos teores de IPP e VPP. E
igualmente possivel fermentar o leite pela mesma cepa até
se obter uma concentracdo maxima de tripeptideos. A grande
quantidade de acido lactico gerada em paralelo deve entédo
ser retirada por um processo de multiplas etapas complexo e
caro. Além disso, o processo ndo é “natural”, pois ele
menciona etapas de separagdo. Um processo desse tipo ndao é,
assim, adaptado a escala industrial.

A presente invencéo propde solugdes aos

inconvenientes do estado da técnica. Em particular, a

4presente invengdo propde cepas de Lactobacillus helveticus

que permitem a preparacao de produtos alimentares,
notadamente | produtos lacteos fermentados, possuindo
numerosas propriedades vantajosas:

- Os produtos lacteos de acordo com a invencado
possuem uma acidez perfeitamente controlada, ndo somente ao
final da fermentagdo, mas igualmente ao armazenamento. Em
particular, eles ndo estdo sujeitos ao fendémeno de pbds-
acidificagdo. Assim, os produtos lacteos de acordo com a
invengdo sdo organolepticamente muito satisfatérios.

- Os produtos lacteos de acordo coma invencdo sao

diretamente consumiveis como probidticos, quer dizer que
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eles contém uma quantidade significativa de bactérias
vivas, sem nenhum impacto sobre suas qualidades gustativas
e, notadamente, sem nenhum impacto sobre sua acidez.

- A preparacdo dos produtos de acordo com a
invengcdo ndo necessita de nenhuma etapa de termizacdo, nem
nenhuma etapa complexa de purificacdo. Os processos de
acordo com a invenc¢do podem, assim, ser implementados de
maneira simples, em instalacdes de fabricas de laticinios
classicas, sem grande modificacdo do equipamento. Por outro
lado, O0s processos de acordo com a invencdo s&o
inteiramente naturais.

- Os produtos alimentares, notadamente lacteos,
de acordo com a invengdo podem conter teores muito altos de
tripeptideos VPP e IPP, e isto, com razdes elevadas de (IPP
+ VPP) / (&cido 1léactico). Esses resultados podem ser
obtidos sem etapa de purificacdo ou de concentracdo prévia.

- Os produtos alimentares, notadamente lacteos,
de acordo com a invencio, contém, vantajosamente, uma
biomassa grande (i.e., uma grande concentracéo de
microorganismos vivos).

Por cepa, entende-se, no sentido da presente
invencéao, qualquer cultura, geralmente pura, de um
microorganismo, obtida a partir de uma Gnica célula ou de
uma coldénia isolada.

Por variante ou mutante de uma cepa X, entende-se
designar, no sentido da presente invencdo, qualquer cepa
obtida a partir de uma cepa de referéncia X. No presente
contexto, serdo utilizados mais particularmente os termos
“variante” para designar uma cepa obtida principalmente por
mutagcao e selecdo a partir de uma cepa de referéncia X e
“mutante” para designar, mais especificamente, uma cepa

obtida por técnicas de mutagénese aleatédria ou dirigida
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(por exemplo, transformagdo genética com o auxilio de
vetores), aplicadas & cepa X.

Os mutantes ou as variantes das cepas de acordo
com a presente invencdo serdo afetados pela protecdo
conferida por esta patente a partir do momento em que eles
passam a conservar os aspectos essenciais da invencdo,
notadamente o fendtipo lactose negativa. _

Por cepa com “fendétipo lactose negativa”,
entende-se qualquer cepa que ndo tenha a capacidade de
transformar a lactose em &cido léactico.

Por cepa com “fendtipo frutose negativa”,
entende-se qualquer cepa que ndo possua a capacidade de
metabolizar a frutose.

Por meio 1léacteo, entende-se qualquer meio
contendo proteinas de leite, por exemplo, um leite bovino
padronizado com 4% de proteinas com leite em pd bovino
(desnatado ou n&o) ou com leite concentrado.

Por produto lacteo, no sentido da presente
invengdo, entende-se além do leite, qualquer produto
derivado do leite, tal como a nata, o sorvete, a manteiga,
o queijo, o iogurte, o leite fermentado; os produtos
secundarios, como o soro de leite, a caseina, assim como
diversos alimentos preparados contendo como ingrediente
principal o leite ou constituintes do leite. Dentre os
produtos lacteos, os produtos lacteos fermentados
compreendem entre outros os iogurtes, os leites
fermentados, os queijos brancos, os kefirs, os queijos, o0s
produtos lacteos probidticos e, mais geralmente, qualquer
produto lacteo que tenha sofrido pelo menos uma etapa de
fermentacdo. O referido leite é, geralmente, leite de vaca,
mas pode, igualmente, ser leite de outros mamiferos, como a

cabra, a ovelha, a égua, o camelo fémea, a bufala.
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Por produto alimentar, no sentido da presente
invencdo, entende-se qualquer produto destinado & nutricédo
humana ou animal. Em particular, os produtos alimentares
compreendem produtos destinados a alimentacédo dos
lactentes, das criancas, dos adolescentes e dos adultos. Os
produtos alimentares de acordo com a invencdo podem conter,
no todo ou em parte, pelo menos um produto lacteo
fermentado de acordo <com a invencédo. Os produtos
alimentares de acordo com a invencdo podem igualmente
conter outros 1ingredientes habitualmente utilizados na
indistria agro-alimentar, tais como aditivos, conservantes,
frutas ou extratos de frutas, aromatizantes, corantes,
agentes de textura, cereais, pedacos de chocolate, etc.

Por fermento, entende-se, no sentido da presente
invengdo, qualquer composigdo contendo pelo menos uma cepa
viva de microorganismo suscetivel de fermentar um meio
dado. Dentre os fermentos, os fermentos lacteos sio
composicdes contendo pelo menos uma cepa viva de
microorganismo suscetivel de fermentar um meio lacteo.

De acordo com um modo de realizacdo, a presente
invengdo refere-se a uma cepa de Lactobacillus helveticus
que nado tem a capacidade de transformar a lactose em &cido
léactico. A presente invengdo refere-se igualmente a uma
cepa de Lactobacillus helveticus que ndo tem a capacidade
de transformar a lactose em &cido lactico, e que possui
pelo menos uma mutagdo no operdo lactose.

De acordo com um modo de realizacdo, a referida
mutacéo no operao lactose é uma mutacdo pontual
introduzindo um cédon de terminacdo (codon stop). De acordo
com um modo de realizacdo ainda mais preferencial, a
referida mutagdo pontual introduzindo um cdédon de
terminacdao esta situada no gene lacL do operdo lactose. Por

mutacdao pontual, entende-se qualquer substituicdo de
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nucleotideo intervindo na seqiiéncia, em comparacido com uma
seqiéncia dita “do tipo selvagem”. O versado na técnica
sabe identificar um cdéddon de terminacdo (igualmente chamado
de cdédon sem sentido), e que corresponde geralmente em
termos de ARNm a um dos tripletos: UAA, UAG, UGA.

Assim, as cepas Lactobacillus helveticus de
acordo com a invengdao ndo tém a capacidade de degradar a
lactose (ndo ha transformacdo da lactose em acido lactico).
De fato, as cepas de acordo com a invencdo possuem um
fendétipo lactose negativa. Por outro lado, elas sdo capazes
de crescer na presenga de glicose como fonte de carbono
(fermentacdo da glicose em Acido lactico) e de metabolizar
certos componentes do leite, notadamente as proteinas.

Assim, as <cepas de acordo com a invencdo
permitem, vantajosamente, uma fermentacdo com pH totalmente
controlado: o pH final apds fermentacdo é perfeitamente
controlado de acordo com a quantidade de glicose
inicialmente contida no meio de fermentacdo. Isto resulta
do fato que uma quantidade dada de glicose resulta de
maneira quase estequiométrica na mesma quantidade de &acido
lactico. Além disso, o emprego das cepas de acordo com a
invencdo evita qualquer fendmeno de pés-acidificacio.
Assim, gragas as cepas de acordo com a invencdo, é possivel
obter produtos alimentares particularmente satisfatdérios no
plano organoléptico.

De maneira vantajosa, de acordo com um modo de
realizagdo, as cepas de Lactobacillus helveticus de acordo
com a invencdo sdo tais que um meio lacteo a 4,0% de
proteinas totais contendo 1,0% (p/p) de glicose fermentado
pelas referidas cepas de Lactobacillus helveticus durante
um tempo maximo de fermentagcdo de 30h, a uma temperatura
entre 30 e 45°C, possua um pH superior ou igqual a 4,0;

preferencialmente superior ou igual a 4,1;
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preferencialmente superior ou igual a 4,2;
preferencialmente superior ou igual a 4,3;
preferencialmente superior ou igual a 4,5.

Esta vantagem é entdo particularmente marcada no
caso das cepas de Lactobacillus helveticus hiperprodutoras
em tripeptideos IPP e/ou VPP: ndo ¢é, de forma alguma,
exigida a escolha de um compromisso entre:

- uma grande produgdo em tripeptideos no momento
da fermentagdo (necessitando de um tempo de fermentacdo tdo
longo quanto possivel), e

- propriedades organolepticamente aceitéaveis
(necessitando de uma acidificacao limitada e,
consequentemente, ndo apenas um tempo de fermentacdo tao
curto quanto possivel, a fim de limitar a producdo de &acido
lactico por fermentacdo, mas igualmente uma
termizagdo/pasteurizacdo a fim de evitar o fenémeno de pdés-
acidificacéao).

De fato, vantajosamente de acordo com a presente
invengdo, a produgdo de tripeptideos VPP e/ou IPP e a
producdo de a&cido lactico sdo parcialmente desassociadas: a
producdo de éacido lactico é apenas funcido da quantidade de
glicose inicialmente presente no meio de fermentacdo, e nao
mais funcgdo do tempo de fermentacdo.

Um meio de expressar a concentracdo em
tripeptideos de maneira simples consiste em expressar em
concentracdo equivalente VPP [VPPeq].

Ela é expressa em mg/kg:
[VPPeq]=[VPP]+(9/5x[IPP])

Assim, de acordo com um modo de realizacdo, as
cepas de Lactobacillus helveticus de acordo com a invencdo
sdo vantajosamente capazes, por fermentacdo, de produzir os
tripeptideos de seqiiéncia IPP e/ou VPP em uma quantidade de

pelo menos 25 mg, preferencialmente pelo menos 30 mg,
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preferencialmente pelo menos 35 mg, preferencialmente pelo
menos 40 mg, preferencialmente pelo menos 45 mgqg,
preferencialmente pelo menos 50 mg, preferencialmente pelo
menos 55 mg, preferencialmente pelo menos 60 mg,
preferencialmente pelo menos 65 mg, preferencialmente pelo
menos 70 mg, preferencialmente pelo menos 75 mg, mais
preferencialmente pelo menos 80 mg de VPP eq por kg de
produto fermentado. Tais quantidades de VPP e/ou IPP s&o
geralmente obtidas por fermentagdo por uma cepa de acordo
com a invengdo a uma temperatura entre 30 e 45°C,
preferencialmente entre 31 e 44°C, preferencialmente entre
32 e 43°C, preferencialmente entre 33 e 42°C,
preferencialmente entre 34 e 41°C, preferencialmente entre
35 e 40°C, e mais preferencialmente a 37°C, de um meio
lacteo contendo uma quantidade de glicose superior a 3%
(p/p) e com um teor total em proteinas superior ou igual a
2% (p/p), preferencialmente entre 2 e 10% (p/p), mais
preferencialmente entre 2,5 e 6% (p/p) e ainda mais
preferencialmente igual a 4% (p/p).

De acordo com um modo de realizagdo, as cepas de
Lactobacillus helveticus de acordo com a invengdo possuem
adicionalmente um fendétipo frutose negativa. A combinacéao
dos fendtipos lactose negativa e frutose negativa é
particularmente vantajosa.

De fato, a frutose tem um grande poder adocante,
e € um ingrediente Util nos produtos alimentares. Assim, se
a frutose nédo pode ser degradada pela cepa de Lactobacillus
helveticus, o) produto alimentar conserva excelentes
propriedades organolépticas. Além disso, uma cepa ao mesmo
tempo lactose negativa e frutose negativa sé podera
germinar em um meio contendo glicose. Assim, o pH final

serd vantajosamente melhor controlado no caso onde o
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produto alimentar contém uma preparacdo de fruta(s),
notadamente pedacos e/ou sucos de fruta(s).

De acordo com um modo de realizagdo, a cepa de
acordo com a invencdo é escolhida dentre:

I-3504 depositada na CNCM em 14/10/05;

I-3505 depositada na CNCM em 14/10/05;

I-3508 depositada na CNCM em 14/10/05;

€ as cepas variantes ou mutantes destas.

De acordo com um outro modo de realizacdo, a
presente invencdo refere-se a utilizagdo de uma cepa de
Lactobacillus helveticus de acordo com a invencdo, para a
preparacdo de um produto alimentar ou farmacéutico,
notadamente de um produto lacteo fermentado.

De maneira vantajosa, de acordo com um aspecto da
invencdo, o referido produto alimentar ou farmacéutico
possul propriedades anti-hipertensivas.

A presente invencdo refere-se igualmente a um
produto alimentar, notadamente produto lacteo fermentado,
compreendendo pelo menos uma cepa de Lactobacillus
helveticus de acordo com a invencao.

De maneira vantajosa, de acordo com um modo de
realizacdo, o referido produto alimentar contém pelo menos
10°, preferencialmente pelo menos 10’, preferencialmente
pelo menos 10° UFC/mL de bactérias Lactobacillus helveticus
vivas. Assim, o produto alimentar de acordo com a invencdo
contém uma grande biomassa.

De acordo com um modo de realizacdo, o referido
produto alimentar contém pelo menos 25 mg,
preferencialmente pelo menos 30 mg, preferencialmente pelo
menos 35 mg, preferencialmente pelo menos 40 mg,
preferencialmente pelo menos 45 mg, preferencialmente pelo
menos 50 mg, preferencialmente pelo menos 55 mg,

preferencialmente pelo menos 60 mg, preferencialmente pelo
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menos 65 mg, preferencialmente pelo menos 70 mg,
preferencialmente pelo menos 75 mg, mais preferencialmente
pelo menos 80 mg de VPPeqg por kg de produto alimentar.

De acordo com um modo de realizacdo, o produto
alimenticio de acordo com a invencédo compreende
adicionalmente prepara¢des de fruta(s), notadamente pedacos
e/ou sucos de fruta(s).

De acordo com um modo de realizacdo, o produto
alimenticio de acordo com a invencdo possui um PH superior
ou igual a 3,85; preferencialmente superior ou igual a

3,90; preferencialmente superior ou igual a 3,95;

preferencialmente superior ou igual a 4,00;
preferencialmente superior ou igual a 4,05;
preferencialmente superior ou igual a 4,10;
preferencialmente superior ou igual a 4,15; mais

preferencialmente superior ou igual a 4,20.

Vantajosamente de acordo com um modo de
realizagao, o produto alimenticio de acordo com a invencéao
possui propriedades anti-hipertensivas.

De acordo com um outro aspecto, a presenté
invencdo refere-se a um processo de preparagdo de um
produto alimenticio.

De acordo com um modo de realizacdo, o referido
processo compreende as seguintes etapas:

- selecionar uma matéria-prima contendo proteinas
de leite, notadamente proteinas contendo as seqgliéncias
peptidicas IPP e/ou VPP. Isto pode, por exemplo, ser do
leite contendo 2-10% (p/p) de proteinas totais.

- selecionar pelo menos uma cepa de Lactobacillus
helveticus de acordo com a invencao,

- 1inocular a referida matéria-prima com a

referida cepa;
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- fermentar a referida matéria-prima em presenca
de 1-3% (p/p) de glicose durante 12-30 horas a 30-45°C, e
em presenca da referida cepa.

De acordo com um modo de realizacdo, O processo
de acordo com a invengdo ¢é vantajosamente desprovido de
qualquer etapa de termizacdo apdés a fermentacdo. Isto
permite conservar bactérias vivas no produto alimenticio
(probidético).

De acordo com um modo de realizacdo, a presente
invengdo refere-se a uma utilizagcdo de estreptozotocina
para a obteng¢do de cepas Lactobacillus helveticus possuindo
um fendétipo lactose negativa.

A presente invencéo fornece igualmente um
processo de obtengcdo de tais <cepas de Lactobacillus
helveticus.

De acordo com um modo de realizacdo, o referido
processo de obtencdo de cepas Lactobacillus helveticus
possuindo um fendétipo lactose negativa, compreende as
seguintes etapas:

- fornecer pelo menos uma cepa de Lactobacillus
helveticus;

- colocar em contato a referida pelo menos uma
cepa com uma quantidade eficaz de estreptozotocina em
presenca de lactose;

- 1isolar a ou as coldénias de fendétipo lactose
negativa.

A populacéao de células de Lactobacillus
helveticus capaz de sobreviver em presencga de
estreptozotocina ¢, de fato, vantajosamente extremamente
enriquecida em células lactose negativa.

De acordo com um modo de realizagdo, uma etapa de
teste colorimétrico em um meio contendo Xgal e/ou Sgal e/ou

qualquer outro composto ligado por uma ligacdo B-
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galactosidica a galactose e que se torna localizivel apds a
ruptura desta ligac¢do pelo microorganismo, € acrescentada
ao referido processo de obtencdo das cepas de acordo com a
invengdo. O IPTG pode ser igualmente acrescentado para
realizar este teste uma vez que este composto agird como um
indutor do transportador da lactose ou como um indutor da
utilizagdo da lactose pelo microorganismo.

A titulo de exemplo, o referido processo pode ser
conduzido da seguinte maneira:

- Primeira repicagem das cepas Lactobacillus
helveticus iniciais (cepas mdes), em caldo MRS (Man Rogosa
Sharp) neutro, & noite, a 35-40°C;

- Segunda repicagem em MRS neutro.

- Incubacdo até a obtencdo de uma biomassa
suficiente, por exemplo, 10-30h, a 35-40°C.

- Inoculacdo de MRS contendo uma concentracdo de
lactose permitindo obter uma biomassa suficiente, por
exemplo, 2-7% (p/p); incubagdo com acompanhamento da DO a
580 nm.

- A estreptozotocina é preparada
extemporaneamente, e é acrescentada no curso da
fermentacdo, de forma a ter uma concentragdo final que seja
bactericida para a cepa considerada. Esta concentracdo é
dependente de cepa.

- Apds a incubacdo a 35-40°C, as culturas s&o
lavadas duas vezes com triptona sal.

- Os residuos sdo recuperados na triptona sal, em
seguida, caldos de MRS neutros sdo recolocados em cultura.

- Incubagdo a 35-40°C, até que se tenha um
crescimento da cepa.

- Isolamentos s&o, em seguida, realizados no MRS
neutro + Xgal + IPTG, em seguida incubados a 35-40°C sob

CO,. Esta etapa €& um teste colorimétrico que permite
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determinar se uma cepa bacteriana é lactose positiva ou
lactose negativa: Se a cepa for capaz de utilizar a lactose
como fonte de carbono, haverd producdo de uma substadncia
azul, a coldénia serd, consequentemente, azul e no caso
contrario (cepa lactose negativa), ela serd branca.

- As coldnias brancas sdo repicadas em MRS neutro
e incubadas a 35-40°C.

A 1invengdo serd& adicionalmente descrita com o
auxilio dos exemplos a seguir, 0sS quais sdo nao
limitativos.

EXEMPLOS DE REALIZAGAO

EXEMPIO 1: Obtengdo de cepas possuindo um

fendétipo lactose negativa

Material e métodos

Cepas iniciais (cepas ditas “mies”)

I-3431 depositada na CNCM em 25/05/05

I-3434 depositada na CNCM em 25/05/05
I-3435 depositada na CNCM em 25/05/05

Teste de sensibilidade a estreptozotocina

Em um primeiro momento, é verificado que as cepas
maes sao sensiveis ao antibidtico utilizado, a
estreptozotocina. A densidade oéptica (DO) a 580 nm é&
realizada em culturas a 42°C em caldo MRS (Man Rogosa
Sharp) neutro. Quando esta atinge 0,1, a estreptozotocina é
acrescentada em um tubo a fim de se ter 50 pg/mL ao final
(por exemplo, 100 pl de uma solugdo a 5 mg/ml por 10 ml de
meio).

Selecdo de cepas lactose negativa

As etapas a seguir sdo realizadas a fim de se
obter cepas Lactobacillus helveticus lactose negativa:

- Primeira repicagem das cepas Lactobacillus
helveticus iniciais (cepas maes) a partir das cupulas do

estoque de trabalho, em caldo MRS neutro, a noite, a 37°C.
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- Segunda repicagem a 1% em MRS neutro.

- Incubacao, 16h, a 37°C.

- Inoculagdo de 10 ml de MRS a 5% (p/p) de
lactose, a 1% e incubacdo a 40°C com acompanhamento da DO a
580 nm.

- A estreptozotocina é preparada
extemporaneamente, e é acrescentada ao final de 2h1l5 ou de
4h de fermentacdo, de forma a ter uma concentracdo final de
50 pg/ml.

- Apds as 7h30 de incubacdo a 40°C, as culturas
sdo lavadas duas vezes com triptona sal.

- Os residuos sdo recuperados em 2 ml de triptona
sal, em seguida, caldos de MRS neutros sio inoculados a
10%.

- Incubagdo a 37°C, até que se tenha um
crescimento da cepa.

- Isolamentos sdo, em seguida, realizados em MRS
neutro + Xgal + IPTG, em seguida incubados a 37°C sob CO,.
Esta etapa é um teste colorimétrico que permite determinar
sé uma cepa bacteriana ¢é lactose positiva ou lactose
negativa: Se a cepa for capaz de utilizar a lactose como
fonte de carbono, h& uma producdo de uma substancia azul, a
coldnia serd, consequentemente, azul e no caso contréario
(cepa lactose negativa), ela serd branca.

- As coldnias brancas sdo repicadas em MRS neutro
e incubadas a 37°C.

Resultados

Este procedimento permitiu obter as cepas vivas,
possuindo um fendétipo lactose negativa que, em seguida,
foram o objeto de depdsitos junto a CNCM (Colecéo Nacional
de Culturas de Microorganismos), rua du Docteur Roux n°28,
75724 Paris, Franca, em conformidade com as disposicdes do

Tratado de Budapeste:
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I-3504 depositada na CNCM em 14/10/05;
proveniente da cepa made I-3431

I-3505 depositada na CNCM em 14/10/05;
proveniente da cepa mae I-3434

I-3508 depositada na CNCM em 14/10/05;
proveniente da cepa made I-3435

O fendtipo lactose negativa das cepas obtidas é
de novo confirmado em um meio gelose de MRS neutro + Xgal +
IPTG (teste de coloracdo dito “branco/azul”).

EXEMPLO 2: Cepas possuindo um fendétipo Lactose
negativa

A cepa I-3504, depositada em 14/10/05 Jjunto a
CNCM (Colecdo Nacional de Culturas de Microorganismos), rua
du Docteur Roux n°28, 75724 Paris, Franca, em conformidade
com as disposig¢des do Tratado de Budapeste, é uma cepa de
Lactobacillus helveticus possuindo as seguintes
propriedades:

- Lactose negativa; Frutose negativa

produgaoc de IPP e VPP: vide Figuras 4 e 5

- propriedades de acidificagdo: vide figura 1

- inibic¢do da ACE: vide Figura 6

A cepa I-3505, depositada em 14/10/05 junto a
CNCM (Colegdo Nacional de Culturas de Microorganismos), rua
du Docteur Roux n°28, 75724 Paris, Franca, em conformidade
com as disposicdes do Tratado de Budapeste, é uma cepa de
Lactobacillus helveticus possuindo as seguintes
propriedades:

- Lactose negativa; Frutose negativa

produgcdo de IPP e VPP: vide Figura 5

- propriedades de acidificacdo: vide figura 2

A cepa I-3508, depositada em 14/10/05 djunto a
CNCM (Colecdo Nacional de Culturas de Microorganismos), rua

du Docteur Roux n°28, 75724 Paris, Franca, em conformidade
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com as disposigdes do Tratado de Budapeste, é uma cepa de
Lactobacillus helveticus possuindo as seguintes
propriedades:

- Lactose negativa; Frutose negativa

- producgdo de IPP e VPP: vide Figura 5

- propriedades de acidifica¢do: vide figura 3

1. Medida das propriedades de acidificagdo das
diferentes cepas variantes

As propriedades de acidificacdo sdo avaliadas
como a seguir:

Um meio contendo 120g de leite em pé desnatado
(PLE) em 930ml de &gua é pasteurizado 10 min a 95°C. Este
meio & inoculado a 0,5%, em seguida submetido a fermentacéo
a 37°C em presenca de diferentes concentracgdes de glicose.
(A abreviacdo Gx indica uma concentracdo de x% (p/p) de
glicose no meio antes da fermentacdo). O pH é entéo
controlado em fungdo do tempo, para diferentes cepas. Uma
extracdo de meio fermentado efetuada a 30h de fermentacéo
sera utilizada para as medidas de producdo dos tripeptideos
IPP e VPP, assim como para as medidas de atividade ACEI
cujos resultados serdo indicados abaixo.

Para I-3504, sao apresentados também os
resultados da cepa mde (I-3431, cepa lactose positiva).
(vide figura 1)

Para I-3505, sao apresentados também os
resultados da cepa mae (I-3434, cepa lactose positiva).
(vide figura 2)

Para I-3508, sdo apresentados também os
resultados da cepa mie (I-3435, cepa lactose positiva).
(vide figura 3)

Os resultados apresentados nas figuras 1 a 3
demonstram que as cepas de acordo com a invencédo permitem

vantajosamente controlar finamente o PH ao fim da



10

15

20

25

30

18/29

fermentacdo de acordo com a quantidade de glicose
inicialmente presente no meio. Por outro lado, a
fermentacdo por cepas lactose negativa conduz
vantajosamente a valores de pH elevados, que dardo produtos
alimentares organolepticamente aceitdveis.

2. Medida da produgdo dos tripeptideos IPP e VPP

Material e método

Uma amostra de meio lacteo extraida em 30 horas
de fermentacdo, tal como descrito precedentemente no ponto
1, é utilizada para fazer esta medida.

A anadlise do conteldo em peptideos, notadamente o
teor em tripeptideos IPP e VPP, ¢é conduzida com um método
de cromatografia liquida CLHP associada a um sensor do tipo
MS/MS como descrito a seguir:

- Devido as interferéncias inerentes & analise de
amostras complexas, © uso de padrdes internos deuterados
acrescentados em quantidade conhecida e controlada no
momento da preparag¢do da amostra é fortemente aconselhado.

- A preparagao da amostra é feita por diluicdo do
meio fermentado em uma mistura de &gua, de metanol e de
acido trifluoroacético (50/50/0,1%), contendo 25 ppm de
padrdo interno VPP deuterado (referido, a sequir, como
VPPd, de fdérmula H-Val [D8]-Pro-Pro-OH, MM = 319,45 g/mol,
disponivel junto a sociedade Bachem Chemicals, Franca) e 10
ppm de padrdo interno deuterado (referido, a seguir, como
IPPd, de férmula H-Ile [D1ON15]-Pro-Pro-OH, MM = 336,2
g/mol, disponivel junto & sociedade NEOMPS, Groupe SNPE,
rua de Boulogne n°7, 67100 Strasbourg, Franca) em uma
relacao de 1 para 3 (por exemplo, pesagem precisa em um
eppendorf de 600 mg de amostra em 1200 mg de mistura Aagua-
metanol-TFA contendo os padrdes internos).

- Esta amostra diluida é, em seguida,

centrifugada a 14000g durante 15 minutos. O sobrenadante



10

15

20

19/29

claro obtido, contendo os peptideos gerados durante a

fermentacdo, é, em seguida, diluido precisamente ao 1/50 em
uma mistura de &gua-metanol (50/50, v/v) contendo 0,1% de
acido trifluorocacético.

- A solugdo diluida assim obtida é, em seguida,
analisada em um sistema cromatogrdfico CLHP do tipo Agilent
1100

n°l 91745 Massy cedex,

(sociedade Agilent Technologies France, rua Galvani

Franca), equipado de uma coldénia

adaptada para a anadlise dos peptideos, do tipo Waters

Biosuite® (3mm 2,1 x 150mm, C18 PA-A, WAT186002427, Waters
France, rua Jacques Monod n°5, 78280 Guyancourt) a
temperatura de 50°C, vazao de 0,25 ml/min. Os peptideos sio
eluidos de forma clédssica com um gradiente crescente de
solvente B (Acetonitrila + 0,100% de 4&cido férmico) no
solvente A (Agua + 0,106% de acido férmico), em uma duracédo
de 35 min a 2 horas em funcdo da resolucdo cromatografica
desejada. O método adaptado & dosagem dos peptideos IPP e

VPP utiliza o seguinte gradiente:

Tempo % Tampdo A % Tampdo B
0 100 0
3 96 4
6 89 11
15 60 40
18 0 100
21 100 0
24 0 100
27,5 100 0
35 100 0

- A deteccdo é feita com o auxilio de um detector

especifico do tipo MS/MS,

porta idnica como o Esquire3000+

1" Industrie,

por exemplo,

67166 Wissembourg Cedex),

com um aparelho com

(Bruker Daltonique, rua de

parametrizado em
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ionizacdo por eletrospray no modo positivo, seja para a
analise global do conteido peptidico (modo MS-MS), seja
para a quantificagdo precisa e especifica de um peptideo a
partir de seus fragmentos caracteristicos (modo MRM). No
caso da dosagem dos peptideos IPP e VPP, mas também dos
padrdes internos IPPd e VPPd, esses peptideos sdo isolados
a partir de sua massa especifica (ions monocarregados 312,2
Da para VPP; 326,2 Da para IPP; 320,2 Da para VPPd; 337,3
Da para IPPd) e quantificados a partir da intensidade de
seus lons especificos apdés a fragmentacdo (fragmentos >= 85
Da) .

A integragdo dos picos cromatograficos de cada um
dos peptideos IPP, VPP e a comparagdo nas superficies de
pico dos padrdes internos de concentracdes conhecidas IPPd
e VPPd permite, em seguida, calcular, por regressdo linear
simples, o teor inicial da amostra em VPP e IPP (geralmente

expresso em mg/kg ou ppm) .

Resultados
VPPeq (mg/kg de meio fermentado)
Calpis CM4 51
CNRZ 244 57
I-3504
(com 2% (p/p) de glicose) 80

A figura 4 mostra uma comparacdo da producdo em
tripeptideos IPP e VPP da cepa I-3504 (2% (p/p) de glicose
sdo acrescentados ao meio) em relacdo a duas cepas da
técnica anterior.

A cepa CM4 da sociedade CALPIS ¢é descrita na
patente EP 1 016 709 enquanto que a cepa CNRZ 244 &
descrita no pedido de patente WO 2004/060073.
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E claro nesta figura que a cepa I-3504 (cepa de
acordo com a invengdo) possul uma producdo de tripeptideos
IPP e VPP bem superior aquelas duas cepas precedentes nas
mesmas condicdes.

A figura 5 mostra uma comparacdo da producdo em
tripeptideos IPP e VPP das cepas de acordo com a invencao
entre si.

3. Medida da atividade ACEI (Inibig¢dao da Enzima
de Conversdo da Angiotensina)

Material e método

Uma amostra de meio lacteo extraida depois de 30
horas de fermentacdo, tal como descrito precedentemente no
ponto 1, ¢é utilizada para fazer esta medida. O presente
método tem como base o método de Cushman e Cheng (Cushman e
outros Biochem. Pharmacol. 1871. 20:1637), adaptado para
torna-lo compativel com amostras do tipo produtos lacteos
fermentados.

1. Preparagdo dos reativos e das solugdes

1.1 Tampdo borato de sédio 0,1M pH 8,3,
adicionado de 0,3M de NacCl
Pesar ©6,1843 g de H3BO; (Carlo Erba ref: 402
766) . Dissolver em aproximadamente 800 ml de agua
desmineralizada, ajustar ao pH 8,3 com uma solugdo de NaOH,
em seguida acrescentar 12,0 g de NaCl (concentracdo final
0,3M) e completar em 1 litro com a 4gua desmineralizada.
1.2 Preparagdo do substrato HHL: solucdo de
Hip-His-Leu a 5mM em um tampdo de borato de sédio 0,1M pH
8,3 com 0,3M de NaCl
Pesar exatamente 42,95 mg de peptideo HHL anidro
(N-Hipuril-Histidil-Leucina tetrahidrato PM: 501,5 g,
Sigma-Aldrich ref: 53285-250 mg) e dissolver em

aproximadamente 15 mL de tampdo de borato de sédio 0,1M pH
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8,3 com 0,3M de NaCl, depois completar em 20 mL com este

mesmo tampdao.

1.3 Preparagdo da solug¢do de ACE a 0,1 U/mL
A enzima de conversdo da angiotensina sob a forma
de pbd liofilizado (origem: pulmdes de coelho, Sigma-Aldrich
ref. A6778, 0,25 unidades) ¢é solubilizada em 2,5 mL de
tampdo de borato de sédio 0,1M pH 8,3 para obter uma
solucdo a 0,1 U/mL. A solugdo assim preparada deve ser
utilizada, armazenada a 4°C, até no maximo 2 semanas para
preservar uma atividade enzimatica suficiente.
2. Preparagdo das amostras de leite fermentado
E necessdrio acondicionar a amostra a um pH
compreendido entre 8,0 e 8,5 de forma a ficar préximo do pH
6timo da ACE. 0O leite fermentado é primeiramente
centrifugado, o pH do sobrenadante &, em seguida, ajustado

entre 8,0 e 8,5 (idealmente pH 8,3),

depois ultrafiltrado
com o auxilio da unidade de filtragdo Vivaspin com um
limiar de clivagem de 10000 Daltons (Vivascience, Franca) a
fim de eliminar os elementos interferentes (proteinas
inteiras, sais de céalcio).

O protocolo completo é o seguinte:

- Depositar cerca de 6 mL de leite fermentado em
um tubo tipo falcon de 15 mL apds ter previamente pesado o
tubo wvazio. Pesar a quantidade de leite fermentado
depositada no tubo.

- Centrifugar em 14000 g durante 10 min a 10°C.

- Recuperar o sobrenadante.

- Quantificar a proporcao residuo/sobrenadante, o)
que permite, se necessdrio, determinar o IC50 equivalente
ao produto de origem e nd3o a seu unico sobrenadante.

- Extrair 2,0 mL de sobrenadante em um tubo de

ensaio e medir o pH.
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- Acrescentar o volume necessario de NaOH 2M a
fim de obter um pH compreendido entre 8,0 e 8,5 (alvo: 8,3)
apés o acréscimo do tampdo de borato, e depois agitar.

- Acrescentar o volume necessario de tampdo de
borato para diluir o sobrenadante inicial a 1/2_levando em
conta o volume exato de NaOH acrescentado (por exemplo:
amostra de ensaio de sobrenadante = 2 mL + 250 pL NaOH +
1,75 mL tampdo borato).

- Verificar que o pH final estd compreendido
entre 8,0 e 8,5. Mais & frente, recomecar acrescentando
mais ou menos NaOH. Um precipitado é formado: ele é devido
aos sais de célcio.

- Ultracentrifugar a amostra em 12000 g durante
15 min a 10°C com o auxilio de unidades de filtracéo
Vivaspin 10000 Daltons (capacidade 4-6 mL) a fim de obter
uma amostra limpida.

3. Medida da inibicdo da ACE pelas amostras de
leites fermentados

A cada série de anidlise, testes de controle (0 e
100% atividade ACE) devem ser preparados. Para cada
amostra, dois ensaios independentes e um branco sio
realizados para cada diluic&do. Deve-se, na verdade, ajustar
ao maximo (diluindo) a quantidade de amostra necessaria
para diminuir de 50% a atividade da ACE.

Para isto:

- Depositar 80 pL da amostra condicionada a um pH
8,3 no tubo branco e nos tubos de ensaio.

- Depositar 80 pL de &gua desmineralizada nos
tubos de controle 0 e 100%.

- Acrescentar 200 pL da solucdo de substrato HHL
a 5SmM em todos os tubos. Agitar.

- Colocar os tubos em wum banho de agua

termostatado a 37°C, deixar se equilibrar na temperatura.
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- Desencadear a reacdo enzimdtica por acréscimo,
em cada tubo, de 20 pL da solucdo de ACE a 0,1U/mL, salvo
para os brancos e controle 0% para as quais se deve
depositar 20 pL de tamp&do borato pH 8, 3.

- Deixar hidrolisar durante 1h exatamente a 37°C.

- Interromper a reacdo acrescentando, em cada
tubo, 250 pL da solucdo de HC1l 1M.

Tabela recapitulativa da composicéao dos

diferentes meios reacionais:

Amostra de Acréscimo do | Desencadeamento
ensaio substrato hidrdélise
100% 80 plL Aagua 200 pL HHL 20 pL ACE
controle desmineralizada
0% controle 80 pL agua 200 pL HHL 20 uL
desmineralizada tampdo borato
Amostra 80 pL amostra 200 ulL HHL 20 uL ACE
(ensaio)
Amostra 80 pL amostra 200 pL HHL 20 pL
branca tampdo borato

A leitura é feita por extracdo do substrato
hidrolisado (&cido hipurico) e sua quantificacdo com o
auxilio de um espectrofotémetro, com o seguinte protocolo:

Acrescentar, em cada tubo, 1,7 mL acetato de
etila, agitar. _

Centrifugar a 2000 g durante 5 min a 10°C.

Extrair 1 mL exatamente do sobrenadante em um
microtubo eppendorf.

Evaporar o acetato de etila a 120°C durante 10
min em um bloco aquecedor.

Acrescentar exatamente 1 mL de agua
desmineralizada, depois agitar 10 seg para retomar o &acido
hiparico.

Ler a absorvancia a 228 nm em cubas adaptadas a

leitura em UV.
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Expressdo dos resultados:

A porcentagem de inibicdo da ACE é calculada como

a seqguir:

(Abs 100% ctl - Abs 0% ctl)-(Abs am - Abs am branca) x 100

(Abs 100% ctl - Abs 0% ctl)

com Abs = absorvancia a 228 nm apdés a extracdo do
dcido hipurico
ctl = controle

am = amostra

Para um leite fermentado, expressamos o IC50 como
sendo a quantidade de sobrenadante deste leite fermentado
que 1inibe 50% da atividade enzimadtica da ACE no meio
reacional, seja em microlitros de sobrenadante de leite
fermentado por mililitro de meio reacional.

Resultados

A figura 6 mostra uma comparacdo da atividade
inibitéria da enzima de conversdo da angiotensina das
diferentes cepas de acordo com a presente invenc&o com a de
outras cepas da técnica anterior.

Na ordenada é expressa a concentracido equivalente
de leite fermentado por ml de meio reacional necessaria
para inibir 50% da atividade da enzima de conversdo da
angiotensina (IC50). Quanto mais elevada for esta
concentracao, menos capacidade tem, consequentemente, a
cepa de inibir a enzima de conversdo da angiotensina.

EXEMPIO 3: preparagdo de um produto lacteo

(probidético) de acordo com a invencgao

Un produto lacteo fermentado é obtido como
indicado abaixo.

Leite de grande mistura, previamente desnatado,
pré-pasteurizado e resfriado a 4°C & padronizado em

proteinas (4,0%) com leite em pé desnatado e adicionado com
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glicose a uma razdo de 1,8% (p/p). O meio lacteo entdo
preparado é submetido a uma pasteurizacdo (95°C - 8 min).

Apds o resfriamento a 37°C, o meio lacteo é inoculado com
uma cepa de acordo com a presente invencdo a uma razao de
107 UFC/mL e mantido a 37°C durante toda a duracao da
fermentacdo. Quando o pH 3,8 é alcancado, a coalhada é
retirada da cuba de fermentagdo para sofrer filtracdo
(lissage) (por passagem através de um filtro) e resfriada
até 10°C em um permutador de placa. A coalhada filtrada e
resfriada é, em seguida, adicionada de uma preparacdo de
frutas (tendo um pH entre 4 e 4,1) a uma razdo de 15% do
produto final, acondicionada em frascos de 110 mL e
estocada a 4°C durante 28 dias.

O produto assim preparado contém tripeptideos de
sequiéncia IPP/VPP a uma razdo de 65 mg/kg de equivalente em
VPP. O teor em peptideos do produto ¢é vantajosamente
estdvel durante toda a duragdo de vida do produto. A
diminuig¢dao de pH no curso da estocagem refrigerada é
vantajosamente desprezivel (inferior a 0,1 unidade) e a
populacdo das cepas de acordo com a invencdo permanece
vantajosamente compreendida entre 10’ e 10® UFC/mL.

EXEMPLO 4: Identificagdo de mutag¢des pontuais sem
sentido no operdo lactose de cepas de acordo com a invengéo

A partir das seqiéncias dos operdes lactose das
cepas DPC4571 e ATCC15009 disponiveis no genbank,
oligonucleotideos (percursores) foram escolhidos em genes
que pareciam estar mais conservados. Esses
oligonucleotideos permitiram realizar uma PCR de ™“longa
faixa”, depois de comegar a seqlienciacdo do operdo lactose
de acordo com a invengdao. A seqlienciac¢do foi, em seguida,
praticada passo a passo, isto é, em funcdo das seqgiiéncias
obtidas, outros percursores serviram para novas reacdes de

seqiiéncia.
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Uma mutacao sem sentido foi identificada na cepa
I-3504 em relagdo a cepa mde I-3431: no sentido 5’-3’, uma
base de citosina é substituida por uma Timina, o que faz
aparecer um cdédon de terminagdo com 1320 pares de bases do
cddon de iniciagdo do gene lacL (que faz cerca de 1900 pbs)
codificador para a B-galactosidase.

Fora esta mutagdo, os operdes lactose das duas
cepas I-3431 e I-3504 sdo idénticos.

Sequiéncia do operdo lactose da cepa I-3431

(mutacdo delimitada)

aaatgaaaattcatgatctaactctggattaatgtgataagcgctttcaacatcagtgccccagctgtcaattcctccaacgocgcg
aac%gcacctgcaattactaacacggttctgcgaacaagtggtagttcttcaatgttagtagcgﬂctcaagctcctcagcagtata

aggcaaacaactgaaattaaatggtttwctgcﬁgftgaattgagagactgaacttucatttgtacgatctacattattttgtgtggtttc
aogattaatggttaacttcttagtttgcatgtgcattccattttcctgoggaaocaaatactcggtaactggcaaaccatogatatgga
atttaccttctttagctccagocattctatcaggataagtttcaccggataaaccttcataatcaaatoctgiagcagocgttggcata
atcaatcgaataccaa_ttacaggcaggggtggtaatcccttcttaccataataacgcattgtaaocttaaigtgaccgacatcatc

aatattatagatgatttttgcatttgttgcaggagtagttaaagtttga_taggtaaatgaaatttcagcactttttgcatactcgtgattgct
aaatttgttgttaaagggtgcaataggcagttoggcaaagtcatgtctgtctacmtaaatggaiatcagtacatttagtaaacatat

cagctccgagccattgagctgccﬁtagattaaatccactgcctcggtcgttatctgtagttgctcgccaaaaagtaggagtaggta
cacgamaagccattccttgccg(gtactzttaacgattcaagtccgccgogttcataactaaagatgtattgaaaatctttgccatta
acgccaaatgtggcatccccataaatgatatgcaattgattatttgtgtaatccataatagtatctcacttcctgcatagctggttttggt
ﬁtatatctgcgaacattaaaccatcgccagaaaaﬁcataatctgaatgaogatcatcaaaaitgccgccaiaacgcaaaacai

catgiccactaatttcatcatgaaccaataatgcctgatcgataaagtcccagataaatccaccgaagtattgagggtatttatcaa
gtaatttgatatatga atccatgcogccgttagaattgcccatgtcatgcatatattcgcattccataaatggctttggtggatcattttg
caagtattcttcaacctttttaggtggtaaatacatacagctttcaacatctgaaattttatcttttaattcgggacggtgcactacgcctt
catagtgaactaagcgtgtatcatcgtgagatttgtaaaa’tt'cattcattgogatgatgttgtctccagcataggattcgttgccaagt

gaccaaaagagaatagaggtgtgattcttgaaagtctcgtagttattgcgtgctogabcaatcactgcttctttc@attgcggaatcg
aacctggtaca ttgtcagaaggttcaatctctcccattﬁttgccaagtaccatgigattcaaggttattctcggccatga cataaatg

ccaﬂttgatcgcaaagataataccacggaatttggtttgggtagtgacatgttdaacagcattaatattattﬁctttaaaagiattaa
tgtcagttgtcatatcactcattgttatgctgcgaccacgttttgcatcccattcatgtcggttaactocattgataattaaacgcttgcca
tttaacaaaacaactttttctggactaamcaattctcctaaagccaaattggaaaggaatcagctctagcaagttttgﬁgttcatca

taaacttmatiagaagctgataaa.gataigmtcatggltattcmaagatgcaogﬁttcgaaﬁtttcaﬁatt&aﬁtgaacgﬂctc
tttmtatcttcaﬁmamagaagmtgtwcﬁaamtc&tQaMaaatggaatgaaooggmﬁ&maamaaatgaa
gc&aaggﬁgaaga@watcﬁgataattatctgcaac’ccg@gﬂtcaaatccatgtoca‘ttaagtgggtagoggggatacctag
tagﬁcaactgagcggaagatgccagagaagcggaacatgtcttggwtctagmagaﬁgmgtactgtgmaaaaacﬂcta
cigataaaagaﬁatcttﬁtoﬂgaatata!ggogtiaaatcaaattctgaaggagmaagctgtcttocgcatagcecacaaaatg
cccgmaacca’zacatacattgctmtogaogccﬁcaaamaatgaacatcttﬁccaaﬁaaggctgagcttaaatcaaatcg
citcaagtatgaaccgactgigttatctgegecttigctaaatgagectteticatgateattaggatetaaagegtaagetgggoug
cggaagattttgecitcceaaggaaggaggacaﬁaatataﬂgaﬁttgagtatagttgclcaattcgamcacﬁggaacigggat
cgaatcaasattigeagaatcasaatcacgelgataaaaatotigtggacgatecataggattageggaaasatgaaatitceat
fﬂccaﬂtaaacﬁ%gﬂgatagciactgtgttgcﬂfﬂgcmctcgcgataabctctaaaaaagatgat‘cactgtg@cgggcaatt
gaﬂgaooctgaatacetcaggaﬁatctagcwatfgatatﬁgcﬁg&taaeatgacctcamatzaaaatatatﬁcgaaagc
gcttttﬂatagcatgtaaamaacaatﬁaﬁagtaﬂag!aaagaatﬁatttacaatatttaataagatttact@cmaaagactg
aatacatgcagataatagaacﬁﬁtaﬁtaﬁggaa&tagtaaaia’ttttgtataataaagaaagagaama’ta&aatagaaaag
aaataattatgamaatiaaagaaattgcgctggaaiwggciattctccagcgacagtatcaogmnaaataatgatmta
atitgtctattactgcagataocaaaaataagatt@g@attgctaataaattgggoﬁattgggaagatcatcaagaaaagaaa
atcaagcecamaﬂgctﬁacﬁtatcgagtaaatcataaggaacaaﬁgcaggatgagtaﬁtmcﬁcgﬁgaaamagwﬁa
gtttmactgtagagcgagaigcgctgaagatgaaaaactmatgaaatagaagatttaatesagaacgcttctttgﬁceaagga
tttattgga_giaggggcggagccaaﬁgaaaacgmagnggtmagcigcataaagtt&goctaatggtgﬁtﬁgttgatawaa
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tccagetecogaatiatttgattcaattegeectaatetgectettacggttaaaaatgetatigattigtitatcaaaaatggeattaac
aagatcggtittateggtggegtiggeectaageatgaccataticaggaaaaagattigegticaattactittgttgaatacatgaa
aactagaggcatggataciaaatggacatgegtigaaggaccggitagegtigaaaatggttataaattgggaaaaalggtiitg
gctaaatacaaaaatgatitacctgaagcatttitaatigeatetgatactitageegtiggegtittacaagectitaacgaagaaaa
cglaaatgtaccaaaagatactaagatcttaagtattaataatageaatgtggitaagtatgtttcaccaccactitettegitcaaca
tiaatcaacaagaaatgattgatatggeacitgatactitgacicattigattattcatccagatcgaccaaagattgatatceggaty
aacactaatiiggtagtacgaaaaagceticgticcccaagaaaaglaaatititiagtaanaasatatititigatagaaastaass
asgagaatgtgaacagctcacatictcttittattitactiagttaacaaaggagegtatatgactitcatgecaaacgattgcagagatt
cattggggaggaaggaaaaagatgaataatcataaaatcicaggaaageaagtcatticetatgegtecttitgittggggaatit
aggatacgcagclitttatggegtaatgagtacgtattttattatititatcactagtgocatgtttacaggactagatcattcagtigcag
ataagttaatiggcitaaitactgeattgatagititagtaagaaatigtagagtiagtaatigatccagtgtigaggaacategtigat
aatactaaaacaaggtgaggeaagtittaagectiggatctitatiggaacggtagetagtgecgeattactgetaatictetitactg
glatiticggctiggcacataagagtiggatictititgcaatitatitgtaateatttatatoggtitigacgtititiattecttatcagatoy
ggcatggttccagecttaagtgaggattcacacgeacgiggtatitatactgetitggggactttitcaggtgeaattggtiggaacg
gamaaciatcattgitgtgccactggﬁaccggtgxaacttatgmtgactggcaagcatga&gaaggggc;cctggttggmg
cctitgeggeggtiatitcagecttagetaticttigigeactaaicgtatgittaggaactaatgaaaaacataatttaattagaaatict
gecaagiaaaasaacaactitaggtcaagtatttggggeaatitcacataatgatcagatittatagecaagtitgucttatiigatgtic
teattggetaatgtaatiacaaatggggtaatgttttatotgtacaaaticgtgattaataaaccaaatgactictgggtigttggtatea
ttgecacattaategtitittgeattagtccatigiticeaatitizaataaatataticcaagaaaatggetatitatiggeggtcaaatitg
tatgattitggeatacgggttgttcattitcggtegeaataacgicatittaatggatitagggttagcetctatitaatatcaactiigetcaa
Hagtaacigtittaacattaacigatgecaicgaatatgglcagetgaaaagtggicagagaaatgaagecgtcgttitagetgttc
gaccaatggtcgataaatitaccggtoctatttcaaacgegetagtaggatatgtageaatigeggeaggceatgactggticage
aacigcagoagatagacaagtcacgatattageatiticaatattatggcittatatgigocattaattttggeagtittagctattatcat
tittataagcaaggtaaciitaicigaanagaaacacgctcaagtggtigaagaattaaagageaaactigeacaagggaagat
cgaagatggeaatttacctgeagcaaatttaaagicgactgecatitatgeaccigeageatggtaaattaatgactatgtetgaagt
aatcgatgaasatggeaaascatticetggtaaaggcettigeaategatecaageagtgggeaaattttigecacatitgatggta
aaattaagittacctitggtaccaageatgegitipaaaftgtaacigaaastogicigoaagttatagticacgitagtcitggeaca
gitaatttgegtggtgasggatitgagtcatattatgatgatggacaaatigttaaaaaaggigaacigetatiagaatctgacogty
attiagcactaaaaaatggtiataaagatacgatagtaatttictatactcaacotggtagagtagaaaaaatgagtaaaatttcgg
cagatasagtioitgaacatggicaassgataattgaagtoaagtitangtagagganactgatgtaageataaatitaatatiga
tttacatgtatasaasageatgacttitagtgttaagtaaacittttogtaaagaaasaatittataagectititittaaaaaaagaatg
acgiaaataagecttttcittaaatatitatacitagtaaatagettagtaaatotaaataastatitiactagaacasaaaaaaatgat
aaalttatttcgtgtaagegatitctgaaaaggaatctigggaggaatiateatgcataatcataaagtiticggggaaacaaatagtit
cctatgeateatittgictaggeaattiggggceacteageattttatggigtaatgagtacatatittattatititattactagtogaatgtit
ageggattaaatcaatcegtigelgataaattagtaggtitaattactggattaatggiactagtaagaalttatcgaactagicaitga
cectalitttgeageattattactiatictatttactggtatititggattageacaacagaattggatectittigcaatitigtttgigttgattt
acalcgetittgatgtiticiaticattatcagatgtttcatattggggratggitccagettigagigaagaticacatgaacgtagtattt
atacttcacttggtgectittcaggtactattggiiggaatagtttgecaattatigtigtgecaciggitaccggtgtaacttacgeggtt
actggcaaacacgaagaaggagetectggetggticgectiigeggeegtaatitcagectiageaattatitgtgectigattgitt
clitggtactanagaaaagcacaacstiattagaaattcggccaaacagaaaaccacittgegtcaagtatitggtgegatitice
ataatgatcaaaittigtggecaagtitagetiacitattgiaticactigetgtigtaatiaciaatggtgtitigtictacatgtacaagtit
glaatiggcaagecaaatgatitcigoglagtaggtgtaatigeaacaatiatiggtigotgeattagtecatetticooggtitigaac
aaatatattocaagaaaa‘tggt’tgtﬁattgcaggmaacttgtatg@attagca!atgtcctatﬁatcﬁtggtcgtaacaatgtcu
citaatggatitaggettagtitiaticaatatiaacttcgetetgtiggtaacigtittaactitaactgatgctattgaatatggteaactta
agattggtcasagaaatgaagecgttgttitagetgiicgtecaatgatigataaatitactggigetgtttcaaatgecttagitggtia
tgtggeaattgcagetggaatgactggatcagetactgcageagatatgacgageaaaggtattaacacatttaatatiatggetit
atatattccttfageitiggeagtittatctaitgtagtatititgageaaagiaactttgagtgaaaagaaacacgeacaagttatigaa
gaattgaegagtaaacttgcacaaggegagatigaaaagaagacticagtagatacaggaacaaaagaagtaactatitalg
cacetgetgatggtgaatiaaigeaaatgtettcigtigitgstgaagatggtaaaccaticectggtaaaggatitgeaatigagee
aagcagtggtcaaatttatgcaccattigatggaacgatcaagtitaciticggtacaaagcatgeaticgagatigtgtcacaaaa
tggactacaagitgtigiccatgtaggatigagtactgteaatitacgtggagaaggetttgaaacitictacgatgatggtcaaaca
gtgaaaaagggegataaattacttigagtitgategtgatitggototiaacaatggtiataaagacacgategigatatictatacte
aaccaggtagaattcasaatictggtgctaticaagetggtaaagatat
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Da mesma forma, andlises de seqiienciacdes revelam
as seguintes muta¢des no operdo lactose de cepas de acordo
com a invencéo:

- Cepa I-3505 por comparagdo com a cepa I-3434:

Na cepa I-3505, uma base adenosina substitui uma
base guanina que provoca a aparicdo de um cdédon de
terminacdo, com 1713 pares de bases do inicio do gene lacL
codificador para a beta-galatosidase.

- Cepa I-3508 por comparacdo com a cepa I-3435:

Na cepa I1-3508, uma base adenosina substitui uma
base guanina que provoca a aparicdo de um cdédon de
terminacdo, com 183 pares de bases do inicio do gene lacL

codificador para a beta-galatosidase.
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REIVINDICACOES

1. Cepa de Lactobacillus helveticus que nao tem a
capacidade de transformar a lactose em acido lactico.

2. Cepa de Lactobacillus helveticus, de acordo
com a reivindicacdo 1, possuindo pelo menos uma mutacdo no
operdo lactose.

3. Cepa de Lactobacillus helveticus, de acordo
com a reivindicagcdo 2, possuindo pelo menos uma mutacado
pontual introduzindo um cdédon de terminacdo no operdo
lactose.

4. Cepa de Lactobacillus helveticus, de acordo
com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 3, tal que um meio
lacteo com 4,0% de proteinas totais contendo 1,0% (p/p) de
glicose fermentado pela cepa de Lactobacillus helveticus
durante um tempo méximo de fermentacdo de 30h, a uma
temperatura entre 30 e 45°C, possua um pH superior ou igual
a 4,0, preferencialmente superior ou igual a 4,1.

5. Cepa de Lactobacillus helveticus, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, capaz, por
fermentagdo a uma temperatura entre 30 e 45°C, mais
preferencialmente entre 32 e 43°C e ainda mais
preferencialmente a 37°C de um meio lacteo contendo uma

quantidade de glicose superior a 3% (p/p) e com um teor

total de proteinas superior ou igual a 2% (p/p),
preferencialmente entre 2 e 10% (p/p), mais
preferencialmente entre 2,5 e 6% e ainda mais

preferencialmente igual a 4%, de produzir os tripeptideos
de seqiéncia IPP e/ou VPP em uma quantidade de pelo menos
25 mg, preferencialmente pelo menos 50 mg, mais
preferencialmente pelo menos 75 mg de VPPeq por kg de

produto fermentado.



10

15

20

25

30

2/4

6. Cepa de Lactobacillus helveticus, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, que possui
adicionalmente um fendétipo frutose negativa.

7. Cepa de Lactobacillus helveticus, de acordo
com a reivindicacdo 1, escolhida dentre:

I-3504 depositada na CNCM em 14/10/05;

I-3505 depositada na CNCM em 14/10/05;

I-3508 depositada na CNCM em 14/10/05;

€ as cepas variantes ou mutantes derivadas
destas.

8. Utilizagdo de wuma cepa de Lactobacillus
helveticus conforme qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7,
para a preparacao de um  produto alimenticio ou
farmacéutico, notadamente de um produto lacteo fermentado.

9. Utilizac&do, de acorde com a reivindicacdo 8,
tal que o produto alimenticio ou farmacéutico possui
propriedades anti-hipertensivas.

10. Produto alimenticio, notadamente produto
lacteo fermentado, compreendendo pelo menos uma cepa de
Lactobacillus helveticus conforme uma das reivindicacdes 1
a 7.

11. Produto alimenticio, de acordo com a
reivindicacéo 10, contendo pelo menos 108,
preferencialmente pelo menos 107, preferencialmente pelo
menos 10° UFC/mL de bactérias Lactobacillus helveticus
vivas.

12. Produto alimenticio, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 10 ou 11, contendo pelo menos 25 mg,
preferencialmente pelo menos 50 mg, mais preferencialmente
pelo menos 75 mg de VPPeq por kg do produto alimenticio.

13. Produto alimenticio, de acordo com qualquer

uma das reivindicacgdes 10 a 12, compreendendo
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adicionalmente preparag¢des de fruta(s), notadamente pedacos
e/ou suco de fruta(s).

14. Produto alimenticio, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 10 a 13, possuindo um pH superior ou
igual a 3,85, preferencialmente superior ou igual a 4,00,
mais preferencialmente superior ou igual a 4,20.

15. Produto alimenticio, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 10 a 14, que possui propriedades
anti-hipertensivas.

le. Processo de preparagdo de um produto
alimenticio compreendendo as etapas a seguir:

selecionar uma matéria-prima contendo proteinas
de leite, notadamente proteinas contendo as seqiéncias
peptidicas IPP e/ou VPP;

selecionar pelo menos uma cepa de Lactobacillus
helveticus conforme uma das reivindicacdes 1 a 7;

inocular a matéria-prima com a cepa;

fermentar a matéria-prima em presenca de 1 a 3%
(p/p) de glicose durante 12-30 horas a 30-45°C, e em
presenca da cepa.

17. Processo, de acordo com a reivindicacdo 16,
desprovido de qualquer etapa de termizacdo apbés a
fermentacao.

18. Utilizacdo de estreptozotocina para a
obtencdo de cepas de Lactobacillus helveticus possuindo um
fenétipo lactose negativo.

19. Processo de obtencéo de cepas de
Lactobacillus helveticus possuindo um fendétipo lactose
negativo, compreendendo as etapas a seguir:

fornecer pelo menos uma cepa de Lactobacillus

helveticus;



10

4/4

colocar em contato a, pelo menos uma, cepa com
uma quantidade eficaz de estreptozotocina em presenca de
lactose;

isolar a ou as coldénias de fendétipo lactose
negativo.

20. Processo, de acordo com a reivindicacao 19,
compreendendo uma etapa de teste colorimétrico em um meio
contendo Xgal e/ou Sgal e/ou qualquer outro composto ligado
por uma ligacdo P-galactosidica & galactose e que se torna
detectavel apds a ruptura desta ligagcdo pela cepa de

Lactobacillus helveticus.
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RESUMO
“NOVAS CEPAS DE LACTOBACILLUS HELVETICUS”

A presente invengdo refere-se a novas cepas de
Lactobacillus helveticus. Mais particularmente, a presente
invengdo propde cepas de Lactobacillus helveticus possuindo
um fendétipo lactose negativa, e suas aplicacdes na
indastria agro-alimentar. A presente invencdo refere-se
igualmente a um processo de obtencdo de tais cepas de

Lactobacillus helveticus.
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