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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de |a sclicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Pocumento de Representacion Legal.
Docurnento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones. (Declaracdn bajo las Reglas 4.17(i) y 51bis. 1(2Xi) que acreditan e raspaso de los inventores al solicitante)

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccitn de la solicitud internacional al castellano. {Resumen, descripcion, reivindicaciones y dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad,

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser e! caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en e! extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a ia solicitud internacional.

Otros: Reporte de busqueda internacional, publicacién y documento de indicaciones relacionadas con
microorganismos depositados u otro materiat biologico.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

( - W
mIA%OREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 143/10 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN FRANCES,
EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO DEL
TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 17 DE
MARZO DE 2010 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E. 193849 DE BOGOTA,
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL SEGUN RESOLUCION No.2680/91 DEL 19

DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE
COLOMBIA.

APOSTILLA
@ U m
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)  &: N
[ S =3 ]
1.-  Pais: Suiza B oA
El presente documento publico g vaa
[} o r™
: SR AN
2.~ ha sido firmado por Jean-Daniel RUMPF B
3.- obrando en calidad de Notario en Vevey
4.-  con sello de Jean-Daniel RUMPF, Notario R
L g i)
CERTIFICADO 58S —M o
&= e
5.-  EnlLausana 6.- EI 25 de febrero 2010 ZZE = D29
fon ot EEn
/.- Por la Cancilleria del Estado del Cantén de Vaud T 9 o
::%‘ -1 Jf ‘T-,EE%
B ] r+ o
8.- Bajo el nimero 2.578 el 2
7

Sello: Cancilleria del Consejo de Estado ~ Cantén de Vaud

10. - Por el Canciller de Estado, firma ilegible de C. CHEVALLEY

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en los archivos de esta oficina
para confrontacion y a la cual me remito.

Traduccién oficial No. 143/10.

traduccion Oticial No. /45//(7

Traductor: Jean-Jacques Turpin. JTE;:?‘.. ;Am l’&?ﬁfﬁ?
Bogota, D.C., 17 de marzo 2010. RANCES - ESPANOL

Res. Minjusticia No. 2686/91

: Chpla shincida con of origingl
| que v o 1a vieta




Los abajo firmadaos,

MESTEL 5.A., una sociedad arganizada y existents
de conformidad con las leyes de Suiza

con domicilio en  Avenue Nestlé 55
CH-1800 Vevey
Sulza

nembramos por el presente a ALICIA LLOREDA v
GUSTAVO TAMAYQ yio IGNAGIO SANTAMARIA
ylo ENMRIQUE ALVAREZ, domlciliados en Bogola,
Caloinbia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-B3, piso Eo, nuestros representantes legales y
vardaderos en Bogold, con facullades para recibir
nolificaciones y nombrar apoderados judicialas o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimlenta al

paragrafo to. del arliculo 543 del decrelo 410 de
1871,

Los declores ALICIA LLOREDA yio GUSTAVO
TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA y/a ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualguiera de ellos
dssigne, quedan especlalimenie facullados para
representarnos ante lay autoridades colombianas,
adamnistialivas, judiciales o de policfa, en iodos los
tratnites refativos a la propiedad industrial, a cuyo
efectn les facullamos para dar  andg dichas
auloridades todos los pasos necesarios al objeta
indicado, elevar soliciludes, declaracionas, reclamos,
recursos y presenlar  desislisnienlos;  forrmular
descripciones, gnmiendas, limilar el zlcance de las
solicitudes, presantar oposiciones y apetaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar  total o
parcialmente a los registros, sbonar todos dos
impueslos y cuolas y efecluar tada olo pago
determinado por la fey; recibir lodos los documentos
y valres, dando &l descargo respective; llenar
cualesquiera otros requisilos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducenles al resguardo
de nueslres intereses; y en caso de produgirse
opasicién, pasando los antecedenles a los lribunales,
quedan facullados para tormar inlervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
Sean compelentes, pudiendo kransar, sometpr a
arbitios, desislir, percibir y apelar, con lodas las
demas facullades que resullen necesarias, y par &
presante declaramos desde ahora valido y buenp
cuanla dichas repeesentanies ¥/G los apaderados que

cuaiquiera de eallos nombre hicieren en nueslro
beneficio. '

Asimismo, facultamos a ios dociores ALICIA,
LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYQ ylo IGNACIO
SANTAMARIA wo ENRIQUE ALVAREZ, para
soficitar en da Oficina de Propiedad Wdustrial |g
piotocalizacién de este documento y de cualquier

pader que cualquiera de ellos otorgue a nombyre
nueslra.

Dado y firmadg

The undersigned,

NESTEC §.A., a corporation organized and axisling
under the laws of Switzedand

domiciled al Avenue Nes{lé 55
CH-1800 Vevey
Switzerland

hereby appatil, ALICIA  LLOREDA andior
GUSTAVQ TAMAYQ andfor IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, o! Bagota, Colombia,
with offices in said lown, Calig 72 WNo. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal reprasentatives in Bogola,
wilh power o receive nolificalions and io appaini
judicial ar extrajudicial agents, sa as ta comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doclors ALICIA  LLOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYO andior IGNACIO SAMTAMARIA andfor
ENRIQUE AILVAREZ, or te agents by any one of
thern  appainled, are especially empowered (o
represent us before the administiative, judicial or
police aulharilies of Colambia, in all praceedings
peitaining lo indusliial property, for which purpose we
authorize them to take before the said autharilies all
ikz nacessary steps for he said end; to file peiitions,
declaralions, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specificalions; lo file amendments, ta limit
lhe scope of applications, fite oppositions; file
cancellations tolal or partially waive registrations, to
pay all instalinents and effect all other paymenis
presciibed by law, lo receive proper receipts, to
comply with all gihier requitements and, in short, lo
take all those measures which they may deem fit for
the prolection of our Interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over 1o
the courls, we authorlze said agenls to act on our
behalf, as complalnanls as well as defendants, before
the compatent judges, wilh full powers 10 make
arangements, to submit lo aibileatars, lo desist, to
collect, 1o appeal and, in short, with all such furlher
powers as may be required, and we hereby dectare
from now on as valid and good all lhal said
reprasenlalives andfor the agents by any one of them
appointed may do for our benefil.

We alsa authorize docloia ALICIA LLOREDA
and/for  GUSTAVO TAMAYD andlor IGHAGIO
SANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, to apply
far prolocaolization of 1his document and of any power
af altarney by any one of them conferred In our name,
before the Office of Induslriat Property.

Given and signed this J.%~ 0 - 2.010

Bruce McCONNELL - Vice 1*resident

I~
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APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pays: SUISSE
Le présent acte public
2. a éié signe par Jean-Daniel Rump_f
3. agissant en qualité de notaire a Vevey
4. est revétu du sceauftimbre de J.-D. RUMPF - NOTAIRE
i RSN

M“"“"b b

Altesté

5. a Lausanne 6. le 25 février 2010
7. par la Chancellerie d’Etat du Canton de Vaud
8. sous No 2'578

9. Sceauftimbre: 10. Signature
prle Chancelier d'Etat:
C. CHEVALLEY

=




ZERTIFICADQ NOTARIAL {(SQCIEDAD)

Suiza

Vavey
Hoy  de de 20, comparecic
Bruce McCONNELL , a&quien conozco y

de quign me consla gue firmo el anlerlor documerio,
y quien debidamente juramenlado declard y dijo que
&l es Vicepresidenta de

NESTEC S.A. la compafhia nombrada en e
documenta que  antecede, wuna  sociedad
debidamenta organizada y exisiente conforme a fas
leyes de Suiza, domicitada en la ciudad de
Vevey, Suiza, Ilegalmente conslituida para un
periode de duracién que adn no ha terminado, que
gjgrce su cbjelo social; conforme a las  layes de
Suiza, que e) declarante estd autorizado por dicha
Compadia para confeir esle poder; qua ! selln
estampado por &l al ple de tal poder, an nombre y &n
representacion de la expresada Compadia, es el
sello oficial de ella; y que e! objeto para el cual se
confiere aste instrumento estd comprendido deniro
del de |a sociedad.

El suscrilo MNotario ha vislo los Estatutos de
incorporacion firmados en Vevey, Suiza,

con fecha 24 de marzo de 1997

y cerlifica que e contormidad con la legislaclon de
dicho Eslado la anterior deckaracion juramentada es
piueba suficiente de que los hechos solre que &lla
versa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Netarlo Pablico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzertand

Vevey

On this day of ,20,
pecsonally came Bruce McCONNELL

.

16 me known, and known lo e o be the person who
signed the foregoing insitument, wha being by me
duly sworn did gepose and say thal he is lhe Vice
Piesident ol NESTEC S.A. |, the company named
within, a Corparalion organized and existing under
the taws of the Switzerland, domiciled at the City of
Vevey, Switzerland, legally constituled for a perlod
of tenure not ye! expired, which exercises iis
corporale  purposes acconding 1o the laws of
Switzerland, thal Ihe deponent js aulhorlzed by said
Company 1o confer this power of allomey; that the
seul affixed hereunto by the deponent in the name
and on behall of said Coiporation is the corporate
seal fhereof, and {fhat the purpose for which this
Instrusenl is granted s included within the carporate
purposes of the Company.

The undersigned Nolary Public has seen the arliclas
of Incorporation of sald Corporation execuled al
Vevey, Switzerland, undel dale March 24, 1997 and
heraby cedifies that under the laws of said Country
the fdregoing acknowladginent is sufficient proof that
the tacts therein conlained ale true, which he aliesis.

&St

. 5?.-
o
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e i P S S

JUAMITA ...Al 5ND‘* PARC'A
E NOTARIA CLERENTA ¥ UXO (BNT)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) No. de solicitud: (51) Int CI: A23L 1/00
(22) Fecha de solicitud: 13-07-11 (71) Solicitante(s): MNESTEC S.A.
(30) Prioridad  (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
09151390.3 27-01-09 EP
{72} Inventorfes):  BEL-RHLID, Rachid; CRESPY, Vanessa;
RAAB, Thomas  Wolfgang;  PAGE-
ZOERKLER, Nicole; FUMEAUX, René;
MARIN-KUAN,  Maricel y  PIGUET,
Dominique.
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-08-11 (87) Publicacidn internactonal
(86) Datos relativos a la presentacion de la soficitud PCT Fecha: 05-08-10
Fecha de presentacion de la solicitud: 270110 No. publicacion: WO 2010/086322 A1
No. de solicitud: PCT/EP2010/050914

(54) Titulo: ~ COMPOSICION QUE COMPRENDE AGIDO CHICORICO Y/ DERIVADOS DEL MISMO

Resumen - Reivindicactén(es):

Sector: Composicién para la industria de alimentos y bebidas que comprende &cido chicérico yio derivados del mismo y una bacteria
de #cido lactico.

Resumen.-
La presente invencion se refiere de manera general al campo de alimentos y bebidas. En particular, por ejemplo, se
proporciona una composicién que pemmite suministrar 4cido tarfarico yfo acido caféico a un sujeto. Una modalidad de la presente

invencién es una composicién que comprende un ingrediente que contiene acido chicdrice y/o derivados del mismo, y una bacteria de
dcido lactico capaz de hidrolizar acido chicorico yfo derivados del mismo para generar &cido tartarico y/o caféico.

{ALCCO: 239011.DCC v.5}




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIC
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS ]
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION ___ PCT _ X__  MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL __
{21) No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 13-07-11

1) Clasificacion Intemacional: A23L 1/00

(71) Solicitante(s). NESTEG S.A.

{72) Inventor(es): BEL-RHLID, Rachid; CRESPY, Vanessa; RAAB, Thomas Wolfgang; PAGE-ZOERKLER, Nicole; FUMEAUX, René; MARIN-
KUAN, Maricel y PIGUET, Dominique.

{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

{30) Prioridad (31}  No. Prioridad (32) Fecha {(33) Pais

09151390.3 27.01-09 EP
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-08-11 (87} Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 05-08-10
Fecha de presentacidn de la solicitud: 27-01-10 No. publicacion: WO 2010/0856322 A1

No. de solicitud: PCT/EP2010/050914

{54) Titulo; COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CHICORICO Y/O DERIVADCS DEL MISMO




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION __ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
(21} No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 13-07-11

(51) Clasificacion Intemacional: A23L 1/00

(71) Solickante(s): NESTEG S.A.

{72) Inventor(es). BEL-RHLID, Rachid; CRESPY, Vanessa; RAAB, Thomas Wolfgang; PAGE-
ZOERKLER, Nicole; FUMEAUX, René; MARIN-KUAN, Maricel y PIGUET, Dominique.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No.Prioridsd  (32) Fecha  (33) Pais FIGURA CARACTERISTICA
091513903 27-0108 EP Ex6em
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-08-11 (87) Publicacion internacional
(86} Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 05-08-10
Fecha de presentacién de la solicitud; 27-01-10 No. Publicacién: WO 2016/086322 A1
No. de solicitud; PCT/EP2310/050914

(54) Titulo: COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CHICORICO Y/O DERIVADOS DEL MISMO

(57) Resumen - Reivindicacion(es):
Sector: Compusicién para la industria de alimentas y bebidas que comprende 4cido chicdrico yia derivados del mismo y una bacteria de &cido lactico.

Resumen.-

La presente invencién se refiere de manera general al campo de alimentos y bebidas. En particular, por ejemplo, se properciona una composicion gue
permita suministrar &cido tartarico y/o 4cido caféico a un sujeto. Una modalidad de la presente invencion es una composicion que comprende un Ingradiente que
contiene &cide chictrico yo derivados del mismo, y una bacteria de &cido lactico capaz de hidrolizar Acido chicorico yo derivados del mismo para generar acida
tartarico yfo caféico.




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Asticle 18 and Rules 43 and 44)

Agplicant's or agent's file relerence FOR FURTHER ses Form PCTASAZ20

NO 9075/WO ACTION as well as, where applicable, fiem 5 below.
Intacnational application No. intemational flling date {day/month/iyear) {Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/EP2010/050914 27/01/2010 27/01/2009
Applicant

NESTEC S.A,

This interational search report has baen prepared by this Intemationa! Searching Authority and is ransmitted 1o the applicant
according to Articie 18. A copy is belng ransmitted to the International Bureau,

This international search report consists of a total of S ) shesls. )
[X]  itisaiso accompanied by & copy of 8ach prior art documant dited in this report.

1. Basis of the report .
a. With regard to the language, the Intermnational search was carriad out on the basis of:
the International application in the tanguags in which It was filed

D a transtation of the Internationa! application into , which is the language
of a transtation turished tor the purposes of intemational search {Rules 12.3(a) and 23.1(b)}

This international saarch report has bean establishad taking into account the rectification of an obvicus mistake
authorized by or notified to this Authority under Rute 91 (Rule 43.6bis(a)).

o4

OO0 00

34

With repard to any nucleptide and/or amino acid sequence disclosed In the intemations; application, see Box No. |,

Certain claims were found unsearchable (See Box No. Il)

Unity of invention is lacking (see Box No 1ll)

4. With regard to the title,
the text is approved as submittad by the applicant
the taxt has been established by this Authority to read as follows:

W|E

5: With regard to the abstract, .
[%] the textis approved as submitted by the applicant

[]  the text has been established, acconding to Rule 38.2(b), by this Authorlly as it appears In Box No. V. The applicant
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COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CHICORICO Y/O DERIVADOS DEL MISMO

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere de manera general al campo de alimentos y
bebidas. En particular, por ejemplo, se proporciona una composicion que permite
suministrar acido tartérico yfo acido caféice a un sujeto. Una modalidad de la presente
invencién es una composicion que comprende un ingrediente que contiene acido chicérico
ylo derivados del mismo, y una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido

chicérico yfo derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico.

Sector: Composicién para la industria de alimentos y bebidas que comprende acido

chicorico yfo derivados del mismo y una bacteria de acido lactico.
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COMPOSICION QUE COMPRENDE ACIDO CHICORICO Y/O DERIVADOS DEL MISMO

La presente invencion se refiere de manera general al campo de alimentos y
bebidas. En particular, por ejemplo, se proporciona una composicion que permite
suministrar acido tartarico y/o acido caféico a un sujeto. Una modalidad de la presente
invencién es una composicién que comprende un ingrediente que contiene acido chicorico
ylo derivados del mismo, y una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido
chicérico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico.

Se demostrd que el acido caféico (CA) tiene propiedades de reduccidn de tumor.
Las administraciones subcutanea y oral de CA redujeron de manera significativa la
met4stasis hepatica. Estos resuitados confirman el potencial terapéutico de CA y sugieren -
que los efectos anti-metastasicos y antitumoraies de CA son mediados a traves de la
supresion selectiva de la actividad de la enzima MMP-9 y la sub-regulacién transcripcional
mediante la inhibicién doble de NF-kB asi como la actividad catalitica MMP-9. [Tae-Wook
Chung, et al., FASEB Journal. 2004;18:1670-1681].

Se sabe que el derivado de acido caféico, el fenetil éster de acido caféico (CAPE),
tiene propiedades antimitogénicas, anticarcinogénicas, anti-inflamatorias, e
inmunomoduladoras. [Natarajan et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 August 20; 93(17):
9080-9095] CAPE también suprime las respuestas inmune e inflamatoria agudas [Orban
et a\.,NeurolmmunoModulation 2000;7:99-105]

Se ha demostrado también la propiedad anti-inflamatoria y anti-cancerigena
protege las células de la piel cuando es expuesta a radiacién ultravioleta (UV), en
particular radiacién UVC [NERADIL, R. et ai.,, Folia Biologica (Praha). 2003; 49:197-202] y
radiacion UVB. [Staniforth et al., Carcinocgenesis 2006 27(9):1803-1811].

Se sabe que el &cido tartarico proporciona los siguientes beneficios para la salud:
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®:

puede incrementar los ablandadores de materia fecal, reduce el tiempo de transito
intestinal (Spiller et al., British Journal of Nutrition (2003), 90, 803-807) y puede participar
en el estatus de base acida (Sabboh et al., (2007), 98, 72-77.

En consecuencia, seria deseable tener un producto alimenticio disponible con
acido caféico y/o 4cido tartarico para producir los beneficios antes descritos. Sin embargo,
no seria ideal el solo hecho de complementar un alimento con acido caféico y/o acido
tartarico, ya que estos compuestos pueden perder actividad con el paso del tiempo.

Por tanto el objeto de la presente invencién es preparar un alimento que puede
proporcionar a un sujeto acido caféico y/o é&cido tartérico que es estable en
almacenamiento y facil de preducir.

Los inventores de la presente podrian lograr este objeto al proporcionar. una
composicién alimenticia que permite producir acido caféico y/o acido tartarico in situ a
partir de un precursor, acido chicérico y/o derivados del mismo.

El 4cido chicorico es

HO
O,H
o}
HO = o) =
CO.H
© z OH
OH

y derivados de acido chicérico que incluyen

R.O
! COH
R,0 P O\]A o =
O COMH o,
OR,
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R, Ro, Ra y/o Ry pueden ser idénticos o pueden diferir unos de otros.

En una modalidad, R,, Ry, R; y/o R4 se pueden seleccionar a partir del grupo que
consta de H; CH,, C4-Cs-alquilo; arilo, tal como fenilo, bencilo, tolilo, o-xililalquilo; Cy-Cs-
acilo; amino acidos; mono-, di- u cligosacaridos. Los oligosacéridos contienen entre dos y
nueve unidades de monosacarido. Ry, Rz, Rs y R4 pueden ser idénticas y/o pueden diferir
entre si.

Un derivado comin de acido chicérico es, por ejemplo, el siguiente compuesto:

MeC.

OHO
o
MeO # 07 F

O COH OMe

OMe

El acido chicérico y/o sus derivados pueden ser hidrolizados por una bacteria de
acido lactico capaz de hidrolizar el 4cido chicorico y/o derivados del mismo. Esta etapa de
hidrélisis generara &cido tartarico y/o acido caféico.

Sin el deseo de ligarse a teoria, los inventores consideran que esta hidrélisis se
presenta como se deline6 en el siguiente esquema. Obsérvese, que todas las etapas de
reaccion catalizadas por "enzima" también pueden ser catalizadas por la bacteria de acido

lactico descrita en la presente solicitud y/o mediante combinacicnes de bacteria de acido

lactico y enzimas.
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HO
HOD\&\’r
o] CO H

Acido chicdrico

Enzima
HO
OH
HO # © OH * HO =
? OH
Acido Caftérico OH . .
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Los inventores han encontrado de manera sorpresiva que tratar un ingrediente que
comprende acido chicérico y/o derivados del mismo con una bacteria de acido lactico
capaz de hidrolizar 4cido chicérico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico
ylo caféico resulta por ejemplo en propiedades antioxidantes y/o anti-inflamatorias
mejoradas del ingrediente.

Adema4s, se ha encontrado que este tratamiento puede tener lugar in vivo cuando
un ser humano o un animal ingiere una composicion que comprende acido chicérico y/o
derivados del mismo en combinaciéon con una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar
acidos clorogénicos para generar acidos fendlicos.

En consecuencia, una modalidad de |la presente invencion es una composicién que
comprende un ingrediente que contiene acido chicérico y/o derivados del mismo, y una
bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido chicérico y/o derivados del mismo para

generar &cido tartarico y/o caféico.
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La composicion de la presente invencién puede estar destinada para
administracién oral, de preferencia como producto alimenticio, complemento alimenticio o
bebida, o para aplicacién parenteral.

En una medalidad preferida el ingrediente esta enriquecido con acido chicérico y/o
derivados del mismo. Por ejemplo, el ingrediente y/o la composicién puede comprender
acido chicérico y/o derivados del mismo en una cantidad en el rango de 0,001-99,99 en
peso- % de peso seco, de preferencia 0,1-50 en peso-% de peso seco, de mayor
preferencia 0,1-10 de peso-% de peso seco. El ingrediente y/o la composicion puede
comprender la bacteria de &cido iactico capaz de hidrolizar acide chicorico y/o derivados
del mismo para generar 4cido tartarico y/o caféico en una cantidad en el rango de 0,001 -
99,99 en peso-% de peso seco, de preferencia 0,1-50 en peso-% de peso seco, de mayor
preferencia 0,1-10 en peso-% de peso seco.

Por ejemplo la composicion de la presente invencién puede comprender un
ingrediente que contiene acido chicérico y/o derivados del mismo otro ingrediente que
comprende una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar &cido chicérico y/o derivados
del mismo para generar acido tartarico y/o caféico.

El ingrediente que contiene acido chicérico y/o derivados del mismo puede ser
cualquier ingrediente que contiene acido chicérico y/o derivados del mismo, ya sea de
manera natural o de forma agregada, aunque de preferencia es un alimento natural tal
como lechuga, achicoria, diente de leén, uva, hollejo de uva; o combinaciones o extractos
de los mismos.

El ingrediente para ser mezclado con el ingrediente que contiene acido chicérico
y/o derivados del mismo comprende una bacteria de dacido lactico capaz de hidrolizar
acido chicorico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico. Estos

dos ingredientes se pueden mezclar poco antes de! consumo o se pueden proporcionar
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como una composicion lista para consumo.

La bacteria de acido lactico preferida capaz de hidrolizar acido chicérico y/o
derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico son bacterias probiéticas de
acido lactico que tiene una actividad de esterasa, tal como clorogenato esterasa y/o
feruloil esterasa, de preferencia Lactobacilo o Bifidobacteria, por ejemplo L. johnsonii, B.
longum, y B. lactis (CNCM 1-3446), incluso de mayor preferencia Lactobacillus johnsonii
La1 (CNCM |- 1225), B. longum BB 536, y B. lactis BB12.

B. longum BB 536 est4 comercialmente disponible con Morinaga Nutritional Foods,
Inc.

B. lactis BB12 esta comercialmente disponible, por ejemplo, con Chr. Hansen, DK-
2970 Horsholm.

En una modalidad de la presente invencién, la bacteria de acido lactico puede ser
utilizada en una forma sin replicacion.

La habilidad de una bacteria de acido lactico o de una fraccidn del mismo para
hidrolizar 4cido chicérico y/o derivados del mismo para generar acido tartérico y/o caféico
puede ser probada como se describe en detalle para L. johnsonii (La1) en los Ejemplos 2,
3ylo 4,

La bacteria de &cido lactico estard presente en una cantidad suficiente para
hidrolizar una cantidad sustancial de acido chicérico para generar 4cido tartarico y/o
caféico durante la digestién. La cantidad de bacteria de 4cido lactico y/o enzima necesaria
puede ser determinada por aquellos con experiencia en la técnica, por ejemplo
dependiendo del sujeto al que se va a tratar o de la velocidad con la que se liberara el
acido tartarico y/o acido caféico. De preferencia por lo menos 5%, como de por lo menos
30%, por lo menos 50%, o por lo menos 75% de acido chicdrico presente en la

composicion es hidrolizado antes de y/o durante el consumo.

W
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En otra modalidad, una enzima capaz de hidrolizar 4cido chicorico para generar
acido tartarico y/o caféico es agregada de manera adicional a la bacteria de acido lactico.
De preferencia, dicha enzima es seleccionada a partir del grupc que consta de esterasas,
tales como clorogenato esterasa, tanasa y/o feruloil esterasa. Se puede agregar en una
cantidad de preferencia por lo menos de 5%, de por lo menos 30%, por lo menos 50%, o
por lo menos 75% de acido chicérico presente en la composicion es hidrolizada antes de
y/o durante el consumo.

Las enzimas adecuadas que pueden utilizarse en la estructura de la presente
invencién incluyen por ejemplo, esterasas, por ejemplo, una clorogenato esterasa
derivada a partir de Aspergillus japonicus. (Comercialmnte disponible con Kikkoman,
Japén), Tanasa a partir de Aspergillus oryzae (EC 3.1.1.20) (comercialmente disponible
con Kikkoman, Japén); y Palatase 20000L (EC 3.1.1.3) (comercialmente disponible con
Novozymes A/S, Dinamarca). La enzima puede estar presente como una enzima
purificada o por ejemplo, en la forma de un lisado celutar de un microorganismo. Las
células adecuadas pueden ser, por ejemplo, células de los microorganismos antes
mencionados. Los métodos adecuados para producir el lisado celular son conocidos en la
técnica.

La composicion y/o ingredientes de la invencién seran formulados de manera que
la cepa de bacteria de 4cido lactico no fermente ni reaccione con la composicion durante
el almacenamiento. Esto se puede lograr por ejemplo al formular la compoesicién como un
polvo deshidratado, y/o al encapsular la bacteria de acido lactico de modo que sélo sera
liberada cuando la composicién es mezclada con por lo menos otro ingrediente o durante
la digestién.

La composicion de la presente invencion puede ser una formula completa

nutricional, un producto lacteo, una bebida refrigerada o estable en almacenamiento, un
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producto para madres lactantes, una bebida liquida, una sepa, un complemento dietético,
un reemplazo alimenticio, una barra nutricional, una confitura, una leche o un producto de
leche fermentada, un yogurt, un polvo en base a leche, un producto de nutricion enteral,
una férmula infantil, un producto nutricional infantil, un puré, un producto de cereal o un
producto en base a cereal fermentado, un helado, caramelo, dulces, biscochos, pasteles,
un chocolate, un café capuchino, un café, un producto culinario tal como mayonesa, puré
de tomate ¢ aderezos de ensalada, un alimento para mascota o una bebida para mascota.

Si el producto es un complemento nutricional para administracién oral puede estar
presente en capsulas, capsulas de gelatina, capsulas suaves, tabletas, tabletas
recubiertas con azucar, pildoras, pastas o pastillas, gomas, o soluciones o emulsiones
para beber, un jarabe o un gel. Dicho complemento puede incluir también un edulcorante,
un estabilizador, un antioxidante, un aditivo, un agente saborizante y/o un colorante.

Los ingredientes individuales pueden comprender cualquier clase de compuesto
comestible. Los ingredientes comunes para composiciones alimenticias, en particular
bebidas, son bien conocidos en la técnica, por ejemplo leche, crema, sustitutos de crema
para café y cremas para café. De modo alternativo, los ingredientes podrian ser tambien
un aderezo para ensalada o partes del mismo, por ejemplo. Dichos compuestos son
usados por los consumidores para modificar por ejempio, el aroma, apariencia y textura
de una composicién. Los ingredientes pueden estar en forma liquida o deshidratada, por
ejemplo como polvos, que son disueltos y/o suspendidos en una bebida.

La composicién de la invencion puede comprender un ingrediente adicional
adecuado para inclusién en una composicion alimenticia. Los ingredientes usuales
pueden ser por ejemplo azucares, edulcorantes artificiales, emulsificadores,
estabilizadores, espesantes, agentes de flujo, colorantes, sabores, aromas, y similares.

Los edulcorantes artificiales adecuados incluyen sacarina, ciclamatos, acetosulfame,

25
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edulcorantes en base a L-aspartil tales como aspartame, y mezclas de estos. Los
emulsificadores adecuados incluyen monoglicéridos, diglicéridos, lecitina, ésteres de
Acido diacetil tartarico de mono-diglicérides, almidones de emulsificacién, y mezclas de
los mismos. Los estabilizadores adecuados incluyen fosfato dipotasico y citrato de sodio.
Un agente de flujo adecuado es aluminato de silice soédico. En una modalidad, la
composicién comprende proteina de leche y/o proteina vegetal. En una modalidad
adicional la composicién comprende grasa de leche yfo grasa vegetal.

La composicion de la presente invencién puede comprender una fuente de
proteina, una fuente de carbeohidrato y/o -una fuente de lipido. Si la composicion esta
destinada a ser utilizada como un alimento completo o como un reemplazo alimenticio
comprende una fuente de proteina, una fuente de carbohidrato y una fuente de lipido, de
manera que se satisfagan los requerimientos nutricionales del sujeto al que se va a tratar.

La fuente de proteina por ejemplo puede comprender proteina de leche ylo
proteina vegetal, la fuente de lipido puede comprender grasa de leche y/o grasa vegetal,
y/o la fuente de carbohidrato puede comprender carbohidratos de leche y/o vegetales,
para asegurar un valor nutricional 6ptimo.

Ademas, la composicion puede contener un material de vehiculo orgénico o
inorgénico adecuado para administracién oral o enteral asi como vitaminas, elementos
minerales de traza y otros micronutrientes, por ejemplo de acuerdo con las
recomendaciones de organismos gubernamentales como la USRDA.

En una modalidad la invencion se refiere a un polvo para bebida que comprende:
a) una composicion soluble en agua deshidratada que comprende &cide chicorico y/o
extracto de derivados; y b) una bacteria de 4cido lactico capaz de hidrolizar &cido
chicérico y/o derivados del mismo para generar Acido tartarico y/o caféico.

Un polvo para bebida de acuerdo con la invencién es un polvo para ser utilizado
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para la preparacién de una bebida mediante la disolucién o suspension del polvo en un
liquido, por ejemplo agua o leche.

Los producto de la invencion pueden ser utilizados para mejorar la capacidad
antioxidante in vivo en un ser humano o animal que consume, por ejemplo, una bebida
preparada a partir de los productos de la invencion, por ejemplo mediante el incremento
de la ruta de expresion de gen Nrf2-mediada es decir la induccién de enzimas
destoxificantes tales como glutatién-S-transferasa (GST). Se ha reportado que una
incrementada actividad de los genes Nrf2 asociados mejora la destoxificacion y estimula
la defensa enddgena contra el estrés oxidativo.

La composicidn de la invencién puede ser utilizada por ejemplo para reducir la
inflamacién, por ejemplo al reducir el nivel de prostaglandina E2.

Muchos problemas de salud y padecimientos, en particular padecimientos
relacionados con la edad, estan relacionados con estrés oxidativo and inflamacién. Los
productos de la invencion pueden ser utilizados para tratar o prevenir dichos problemas o
padecimientos en un ser humano o animal que consume una bebida preparada a partir de
los productos de la invencién. Los problemas y padecimientos relevantes son por ejemplo
alteraciones cerebrales; inflamacién; obesidad; y cancer.

La composicidn de la presente invencién puede ser utilizada ademas agentes anti-
diabéticos, por ejemplo, al reducir los niveles de glucosa en sangre, y/o incrementar los
niveles en sangre de leptina, insulina y/o c-péptido; como agentes de remodelado 6seo,
por ejemplo al incrementar la densidad mineral 6sea, por ejemplo al aumentar los niveles
en suero de actividad de estrégeno y/o progesterana y/o fosfatasa alcalina, como agentes
anti-metastasicos, por ejemplo con efecto anti-angiogénico.

En consecuencia, una modalidad de la presente invencién es el uso de una

composicion como se describe en la presente para la preparacién de una composicién

29
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para tratar o prevenir padecimientos inflamatorios, en particular vinculados a infeccién
bacterial y/o viral, para mejorar la capacidad antioxidante en un ser humano o animal;
para tratar o prevenir los padecimientos relacionados con estrés oxidativo; para tratar o
prevenir padecimientos metabodlicos, tales como diabetes; para tratar o prevenir
padecimientos relacionados con la densidad mineral 6sea; o para tratar o prevenir cancer.

En una modalidad la invencién se refiere a un equipo para preparar un producto
alimenticio, por ejemplo una bebida que comprende al menos dos partes: a) una primera
parte que comprende un ingrediente que contiene un acido chicorico yfo derivados del
mismo; y b) una segunda parte que comprende una bacteria de acido lactico capaz de
hidrolizar acido chicorico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico.
Las dos partes se pueden vender juntas para la preparacién de un producto alimenticio,
por ejemplo una bebida, aunque pueden estar fisicamente separadas en el empaque del
producto. El producto alimenticio final para ser consumido se puede preparar al mezclar
las dos partes poco antes del consumo. Si una o ambas partes estan en una forma liquida
pueden ser mezcladas directamente, de modo opcional se puede agregar liquido
adicional, por ejemplo agua o leche. Las dos partes también pueden ser mezcladas al
disolverlas o suspenderlas en un liquido, por ejemplo agua o leche. Cuando se usa un
liquido este puede estar caliente o frio. Si se emplea liquido caliente, de preferencia
puede tener una temperatura que no sea tan elevada para inactivar la bacteria de acido
lactico y la enzima si la hay, antes de la ingestion del alimento, complemento alimenticio o
bebida.

La primera parte del equipo puede comprender un producto alimenticio o un
extracto que contiene acido chicérico y/o derivados del mismo. En una modalidad
preferida la primera parte esta en una forma deshidratada, por ejemplo en la forma de un

polvo. La primera parte también puede estar en una forma liquida. La primera puede

S0
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comprender de forma adicional cualquier otro ingrediente adecuado, por ejemplo, aditivos
de aroma, estabilizadores, sales, y/o edulcorantes. La primera parte puede ser empacada
de cualquier manera adecuada, por ejemplo en una bolsita, botella o0 envase de lata.

La segunda parte comprende una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar
acido chicérico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico. De
preferencia esta parte puede estar en {a forma de una composicion para ser mezciada con
la primera parte. Puede estar en forma deshidratada, por ejemplo como un polvo, o en
forma liquida, y puede ser empacada de cualquier manera apropiada, por ejemplo en una
bolsita, botella o envase de lata. Sera formulada de manera que ia bacteria de acido
lactico no fermentara ni reaccionara con otros ingredientes durante el almacenamiento.
Por ejemplo, esto se puede lograr al formular la composicién como un polvo deshidratado,
y/o al encapsular la bacteria de acido lactico.

Dichas al menos dos partes pueden ser empacadas juntas de cualquier manera
adecuada. Pueden ser empacadas en un recipiente combinado en donde las partes se
mantienen fisicamente separadas durante el almacenamiento y se mezclan cuando se
abre el recipiente, 0 pueden ser empacadas en recipientes separados que se venden
juntos para la preparacién de un alimento, complemento alimenticio o bebida.

Aquellos con experiencia en la técnica comprenderan que pueden combinar
libremente todas las caracteristicas de la presente invencion descritas en la presente, sin
apartarse del alcance de la invencion como se describe. En particular, las caracteristicas
descritas para los usos de la presente invencion pueden ser aplicadas a la composicion
y/o el equipo de la presente invencion and vice versa.

Las ventajas y caracteristicas adicionales de la presente invencion seran evidentes
a partir de los siguientes Ejemplos y Figuras.

L.a Figura 1 muestra la hidrélisis de acido chicérico (#) con clerogenato esterasa en

U
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acido caféico (A) y acido caftarico (*).

La Figura 2 muestra la hidrélisis de &cido chicérico (#) con una preparacion

deshidratada por aspersion de L. johnsonii en acido caféico (A} y acido caftarico (mw).

La Figura 3 muestra los resultados de una linea celular indicadora AREc tratada
con acido chicérico.

La Figura 4 muestra los resultados de una linea celular indicadora AREc tratada

con acido chicérico hidrolizado por La1: (s) 50% hidrdlisis, (o) 100% hidrdlisis

Ejemplos:

1 - Hidrélisis de acido chicérico con clorogenato esterasa

Una soluciéon de clorogenato esterasa (0.8 mg, 24 U/g, de Kikkoman Jap6n) en
100 pi solucién reguladora de fosfato (50 mM, pH 7.0) fue agregada a una solucién de
acido chicérico (0.57 mg} en 100 ul solucién reguladora de fosfato (50 mM, pH 7.0). La
mezcla fue incubada después a 37°C durante 4 horas. Después del tiempo de reaccion,
se detuvo la actividad enzimatica mediante tratamiento con calor (5 minutos, 90°C) y la
mezcla fue sometida a centrifugacién (microcon YM10, 30 min, 14000g). El sobrenadante
fue analizado después a través de HPLC. Se realizé una reaccion de control en paralelo

bajo las mismas condiciones de reaccion aungue sin enzima.

2- Hidrolisis de acido chicérico con células frescas de L. johnsonii (La1)

Se cultivaron células de L. johnsonii (CNCM 1-1225) (7.0 E08 cfu/ml} y fueron
centrifugadas (5000 g, 10 min), los microgrénulos fueron suspendidos de nuevo en
solucion reguladora de fosfato (50 mM, pH 7.0) a una concentracién de 0.61 g/ml. A 100

ul de esta solucion de células, se agregaron 100 ul de una solucién de acido chicorico (12

2



10

15

20

25

15

mM) y la mezcla fue incubada a 37°C. Las muestras fueron retiradas en diferentes
tiempos de reaccién, centrifugadas (3000 g, 5 minutos), filtradas a través de filtros de
jeringa con un tamafo de poro de 0.45 pm (Milipore SLHA 025 BS) y analizadas
mediante HPLC.

Se llevd a cabo una reaccién de control en paralelo bajo las mismas condiciones
de reaccién aungue sin bacteria.

3- Hidrolisis de acido chicérico con extracto de L. johnsonii (células lisadas). Se
cultivaron células de L. johnsonii (CNCM 1-1225) (7.0 EO8 cfu/ml) y fueron sometidas a
centrifugado (5000 g, 10 minutos), los microgranulos fueron suspendidos de nuevo en
solucién reguladora de fosfato {50 mM, pH 7.0) a una concentracion de 0.61 g/mi. Las
células fueron lisadas después utilizando el método de perias de vidrio. 600 pl de la
preparacién de células fueron colocados en un Mini-Beadbeater durante 1 minuto de
agitacién intensa, enfriados en hielo, y colocados durante 1 minuto mas en el Mini-
Beadbeater. El extracto celular crude (100 pl) fue agregadc después a 100 ul de una
solucién de acido chicérico (12 mM, solucién reguladora de fosfato 50 mM, pH 7.0) y la
mezcla fue incubada a 37°C. Las muestras fueron retiradas en diferentes tiempos de
reaccién, centrifugadas (30009, 5 minutos), filtradas a través de filtros de jeringa con

tamafio de poro de 0.45 ym (Millipore SLHA 025 BS) y analizadas mediante HPLC.

4- Hidrélisis of acido chicérico con una preparacion deshidratada por aspersion de
La1

10 mg de una preparacion deshidratada mediante aspersion de La1 (3.3 EOS cfu/g)
fueron disueltos en 100 pl de solucién reguladora de fosfato (50 mM, pH 7.0). A esta
solucién, se agregaron 100 pl de una solucién de Aacido chicdrico (12 mM, solucion

reguladora de fosfato 50 mM, pH 7.0). La mezcla fue incubada después a 37°C y las
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muestras fueron retiradas en diferentes tiempos de reacciéon. Después de! centrifugado
(3000 g, 5 minutos) y la filtracién (filtros de jeringa con tamario de poro de 0.45 pm,

Millipore SLHA 025 BS) las muestras fueron analizadas mediante HPLC.

Andlisis HPLC

Se realizd el analisis HPLC-DAD del 4cido chicorico y los productos de hidrélisis
en un sistema Agilent 1100 equipado con columna de fase inversa Atlantis C18 (4.6 x 100
mm, tamafo de particula 3 pm) y un detector de disposicién de diodo. La columna fue
equilibrada con agua que contiene 0.1% de acido férmico. Después de la inyeccion, se
operé un gradiente lineal para una composicién de solvente final de 55% agua y 45%
acetonitrilo (que contiene 0.1% éacido férmico) durante 12 minutos a una velocidad de flujo
de 1 ml/min. El 4cido chicérico y el acido caféico fueron monitoreados a través de UV a

320 nm y se cuantificaron utilizando curvas de calibracién estandar.

5 Pruebas In Vitro

Disposicion de luciferasa de Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE}

El pGL-8xARE que contiene ocho copias del ARE presente en glutation-S-
transferasa de rata A2 (GSTA2) junto con el plasmido pcDNA3.1 que contiene el
marcador seleccionable de neomicina fueron transfectados de manera estable en células
MCF7 humanas (Wang et al., Cancer Res. 66, 10983-10994, 2006). El ARE (elemento de
respuesta antioxidante) es el sitio de enlace del factor de transcripcion Nrf2 que regula los
genes involucrados en la destoxificacion y defensa endégena contra el estrés oxidativo. El
plasmido pGL-8xARE contiene un gen luciferasa corriente abajo de los ocho sitios de
enlace Nrf2 que permite el monitoreo de la actividad Nrf2. Para el tratamiento con acido

chicérico y compuestos relacionados, las células AREc 32 fueron cultivadas en placas de
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microtitulacién de 96 pozos en medio de crecimiento DMEM. Después del tratamiento de
24 horas con las diferentes preparaciones, se determiné la actividad de photinus-

luciferina-4-monocxigenasa.

RESULTADOS

Bacterias probadas

Bacteria Medio de Cultivo
Lactobacillus rhamnosus GG (NCC 4007) MRS
Lactobaciflus johnsonii La1 (CNCM 1-1225) MRS
Lactobacilius paracasei ST11 (NCC 2461) MRS + Cisteina

Bifidobacteriums longum BB 536 (ATCC BAA-989) | MRS + Cisteina

Bifidobacterium lactis BB12 (CNCM [-3446) MRS
Streptococcus thermophifus TH4 (NCC 2496) HJL

En particular L. johnsonii (La1), B. longum BB 538, y B. lactis BB12 son capaces
de hidrolizar el acido chicérico. Los mejores resultados en términos de la velocidad de

reaccién y el rendimiento de reaccion se obtuvieron con L. johnsonii (La1).

Enzimas probadas

Enzima Proveedor
Clorogenato esterasa Kikkoman, Japén
Feruloil esterasa Novozymes
Esterasa de higado porcino Sigma E-3019
Esterasa de higado de cerdo inmovilizada en Eupergit C Fliuka 46064
Esterasa a partir de Saccharomyces cerevisiae Fluka 46071

Solamente clorogenato y feruloil esterasas fueron capaces de hidrolizar el acido
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chicérico en acido caféico y tartarico

1 - Hidrolisis de acido chicérico con clorogenato esterasa

Cuadro 1: Hidrélisis de acido chicérico en acidos caféico y tartarico mediante

clorogenato esterasa. Concentracién en % con relacion a referencia no tratada en t=0

Tiempo (min) 0 15 30 60 120 240
Acido chicorico 98 85 83 77 65 50
Acido caftarico 0 6 7 10 16 24
Acido caféico 2 9 10 13 19 26

2- Hidrdlisis de acido chicérico con células frescas de Lat

Después de 4 horas de tiempo de reaccion todo el 4cido fue transformado en acido

caféico segun se analizé mediante HPLC.

Hidrolisis de acido chicérico con extracto de La1 (células lisadas)

En comparacién con las células completas, la hidrélisis de acido chicérico con
células lisadas resulté en un incremento de la velocidad de reaccién. De hecho, despues

de tan sélo 2 horas todo el acido chicérico fue transformado en acido caféico

4- Hidrélisis de acido chicérico con una preparacion deshidratada por aspersion de

La1

Cuadro 2: Hidrélisis de &cido chicérico en acidos caféico y caftarico mediante una

preparacion deshidratada por aspersién de L. johnsonii. Concentracion en % relativo a

26
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referencia no tratada en t=0

Omin |15 min [ 30min| 1h | 2h | 3h
Acido Chicérico (mmol) | 365 | 172 137 | 91 | 49 | 23
Acido Caftarico (mmol) | 0 62 63 50 131 | 15
Acido Caféico (mmol) 0 324 393 | 498 | 601 | 669

5 - Pruebas in-Vitro:

Disposicién de luciferasa de Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE)

Células de cancer de mama humano (AREc32) transfectadas de manera estable
con varias copias de la construccion indicadora GSTA2-ARE de rata fueron utilizadas para
demostrar la activacién de la ruta Nrf2-ARE mediante &cido chicérico y compuestos
relacionados. El acido chicérico no hidrolizado y el acido chicérico hidrolizado con Lat
(50% y 100%) produjeron una respuesta dependiente de dosis positiva en la actividad de
indicador de Nrf2-luciferasa (véanse los cuadros 3, 4), exhibiendo una respuesta de

inactivacion por saturacion en dosis mayores.

Cuadro 3' Linea celular indicadora AREc tratada con acido chicérico

pgfm} FIC stdv
100 2580 592
200 4364 876
400 8810 492
600 558 105
800 251 166
1000 346 214

Cuadro 4 Linea celular indicadora AREc tratada con &cido chicérico hidrolizado

mediante La1: (A) 50% hidrélisis, (B) 100% hidrélisis

5r
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pg/mi FIC A FIC B Stdv-A Stdv-B
50 3584 3924 934 2070
75 3732 6157 812 3811
100 7230 14579 1141 9995
125 9797 24309 5387 12053
150 12208 16900 332 3903
200 764 4652 987 7151
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un ingrediente que contiene acido chicérico
ylo derivados del mismo, y una bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido
chicérico y/o derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico.

2. La composicion de conformidad con la reivindicacion 1, que comprende ademas
una fuente de proteina, una fuente de carbohidrato y/o una fuente de lipido.

3. La composicién de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizada porque la
fuente de proteina comprende proteina de leche y/o proteina vegetal, la fuente de lipido
comprende grasa de leche y/o grasa vegetal, y/o la fuente de carbohidrato comprende
carbohidratos de leche y/o vegetales.

4, La composicién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
caracterizada porque la composicién es un producto alimenticio, a complemento
alimenticio o una bebida, 0 una composicién para aplicacién parenteral.

5. La composicion de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
caracterizada porque la composicién esta en la forma de un polvo.

6. La composicién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5,
caracterizada porque la bacteria de acido lactico capaz de hidralizar acido chicorico y/o
derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico es una bacteria probiédtica de
acido lactico que tiene una actividad de esterasa, tal como actividad de clorogenato
esterasa y/o feruloil esterasa.

7. La composicién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-8,
caracterizada porque la bacteria de acido lactico es seleccionada a partir del grupo que
comprende L. johnsonii, B. longum, y B. lactis en particular Lactobacillus johnsonii (CNCM

1-1225), B. longum BB 536, B. lactis (CNCM -3446) y B. lactis BB12.
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8. La composicion de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
caracterizada porque el ingrediente que contiene acido chicérico es un alimento natural tal
como lechuga, achicoria, diente de ledn, uva, hollejo de uva; o combinaciones o extractos
de los mismos.

9. La composicién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, la
cual contiene ademas una enzima capaz de hidrolizar acido chicérico para generar acido
tartérico y/o caféico.

10. Uso de una composicién de conformidad con una de las reivindicaciones 1-9
para la preparacion de una composicion para tratar o prevenir padecimientos
inflamatorios, en particular vinculados con infeccion bacterial y/o viral, para mejorar la
capacidad antioxidante en un ser humano o un animal, para tratar o prevenir
padecimientos relacionados con el estrés oxidativo; para tratar o prevenir padecimientos
metabélicos, tales como diabetes; para tratar o prevenir padecimientos relacionados con
la densidad mineral 6sea; ylo para tratar o prevenir el cancer.

11. Uso de una bacteria de acido l4ctico capaz de hidrolizar &cido chicorico y/o
derivados del mismo para generar acido tartarico y/o caféico en una composicién que
contiene acido chicorico y/o derivados del mismo.

12. Uso de conformidad con la reivindicacién 11, caracterizado porque la bacteria
de acido lactico capaz de hidrolizar acido chicérico yfo derivados del mismo para generar
acido tartarico y/o caféico es una bacteria probittica de 4cido lactico que tiene una
actividad de esterasa, tal como actividad de clorogenato esterasa y/o feruloil esterasa.

13. Usc de conformidad con una de las reivindicaciones 10-12, caracterizado
porque la composicién es una composicion alimenticia de conformidad con cualquier
reivindicacion 1-7.

14. Un equipo para preparar un producto alimenticio o complemento alimenticio o

¥/
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bebida, que comprende por lo menos dos partes:

a) una primera parte que comprende un ingrediente alimenticio que contiene acido
chicérico y/o derivados del mismo; y

b) una segunda parte que comprende una bacteria de acido lactico capaz de
hidrolizar acido chicérico y/o derivados del mismo para generar &cido tartarico y/o caféico.

15. El equipo de conformidad con la reivindicacién 14, caracterizado porque la
bacteria de acido lactico capaz de hidrolizar acido chicérico y/o derivados del mismo para
generar &cido tartarico y/o caféico es una bacteria probiética que tiene una actividad de

esterasa, tal como actividad de clorogenato esterasa y/o feruloil esterasa.
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Declaracion: Derecho de solicitar y
que se otorgue una patente

Declaracion en cuanto al derecho del
solicitante, en cuanto a la fecha de
registro internacional, para solicitar y
que se ctorgue una patente (Reglas
4.17(ii} y 51bis.1(a)(ii}), en un caso en
que la declaracién no sea apropiada
de conformidad con la Regla 4.17(iv):

Nombre {APELLIDO, primer nombre)

En relacién con la solicitud internacional

NESTEC S.A. tiene derecho a solicitar y a que
se le otorgue una patente en virtud de lo
siguiente:

VII-2-1(iv)

un traspaso de BEL-RHLID, Rachid to NESTEC
S.A., con fecha 27 de Enero de 2009
{27.01.2009)

VII-2-1(v)

un traspaso de CRESPY, Vanessa a NESTEC
S.A., con fecha 06 de Enero de 2003
(06.01.2003)

VIl-2-1(iv)

un traspaso de RAAB, Thomas Wolfgang a
NESTEC S.A., con fecha 01 de Junio de 2004
(01.06.2004)

VIN-2-1(iv)

un traspaso de PAGE-ZOERKLER, Nicole a
NESTEC S.A., con fecha 03 de Enero de 2004
(03.01.2004)

VIII-2-1(iv)

un traspaso de FUMEAUX, René a
NESTEC S.A., con fecha 01 de Septiembre de
1975 (01.09.1975)

VII-2-1(iv)

un traspaso de MARIN-KUAN, Maricel a
NESTEC S.A., con fecha 15 de Junio de 2002
(15.06.2002)

VIlIl-2-1(v)

un traspaso de PIGUET, Dominique a
NESTEC S.A., con fecha 27 de Enero de 2009
(27.01.2009)

[JLLCCO: 299016 DOC v.1)
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Declaration: Entitlemen to apply for
and be granted a patent

Declaration as o the applicant's
entitlement, as at the intemational filing
date, to apply for and be granted a
patent (Rules 4.17(ii) and 51bis.1(a)(ii)),
in a case where the declaration under
Rule 4.17{iv) is not appropriate:

Name (LAST, First)

In relation to this international
application

NESTEC S.A. is entitled to apply for and
be granted a patent by virtue of the
following:

V241 (i
v

an assignment from BEL-RHLID, Rachid to
NESTEC S.A., dated 27 January 2009
(27.01.2009)

VIt-2-1
v)

an agsgignment from CRESPY, Vanessa to
NESTEC S.A., dated 06 January 2003
{06.01.2003)

VII-2-1i
v}

an assignment from RAAB, Thomas Wolfgang
to NESTEC S.A., dated 01 June 2004
{01.06.2004)

Vil (i
v)

an assignment from PAGE-ZCERKLER, Nicole
to NESTEC S.A., dated 03 January 2004
(03.01.2004)

Viil-2-1(i
v)

an assignment from FUMEAUX, René to
NESTEC S.A., dated 01 September 1975
(01.09.1975)

VIN-B-1{;
v}

an assignment from MARIN-KUAN, Maricel
to NESTEC S.A., dated 15 June 2002
(15.06.2002)

VIl-2-1
v)

an assignment from PIGUET, Dominique to
NESTEC S.A., dated 27 January 2009
{27.01.2009)
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