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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
® ' SOLICITUD DE:
Patents de Invencion [] Patente de Modelo de Utilidad
[ capituio!. X capitulo 11.
Nombre: UNILEVER N.V. IDENTIFICACI N
@ Direccién: Waena 455, 3013 AL, Postbus
SOLI('EII':'ANTE 780, 3000 DK, Rothrdam. Holanda. C.C. D NIT D
™) Nacionalidad o Domiciio: Rotterdam, | CE. [] omo []
Holanda.
Lugar de Constltucién: Holanda. Cual
Teléfono: 3264270  Fax: 6080701 Namero
E-mall:_jllcco@@lloredacamacho.com )
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
® cc. X nTt [
Direccién: Calle 72 No. 583 Piso 5°,| cE. [] ow []
REPRESENTANTE | Bogota, Colombla
O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 8088701 Cual
Nimero 38,680,713 TP §3.215
' E-mall:_Jlicco@lloredacamacho.com

@ '’ Nombre: DRAAISMA René Bemardus; KONING Mettina Marla G.; LEDEBOER
Adrianus Marinus y SCHALK Johannes.

INVENTOR(ES)
Direccién: Unilsver R & D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120, NL-3133 AT
Vlaardingen.
Nacionalidad o Domicilio: Holanda.
@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. _PCT/EP2003/013844 Fecha: _03/12/03
Publicacién Internacional No._ WO 2004/080073 A1 Fecha: _22/07/04

@ THulo (54) “PRODUCTOS DE LECHE FERMENTADA QUE COMPRENDEN
TRIPEPTIDO VPP Y/O IPP”

@ Clasificaclén Internaclonal (31) _A23C 9/123

@ Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nomero de Solicitud
sil no [] EP 06/01/03 03075017.8
Comprobante de Pago No. _ 05 - 44.929 Fecha: _16/06/05




( ANEXOS . ) _

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la sollcitud.

E Documento que acredita la exiatencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
E Documento de Representacién Legal.

E Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.
D Declaraciones

|:| Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, relvindicaclones, dibujos)
E Traducclén de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

E Copla del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Intemecional de Examen
Preliminar (IPEA).

E Traducclon del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.

{] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

|:| De ser ol caso, documento que acredite la licencla o autorizacion de uso de conocimientos
fradicionales de las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12x12.

D De ser al caso, informacion sobre otras solicitudes de patents o tituios obtenidos en el exiranjero por el
mismo tiular o su causants, relacionados parcial ¢ toteiments con la invencidn de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros: Reporte de Blsqueda Intemaclonal con su traduccién, Publicaclén con su traduccién, Capitulo
£ Reivindicatorio como fue originaimenta presentado an Fase Intemacional con su traducclén y Anexo
Explicativo de modificaciones & las relvindicaclones.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la socledad 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.

Sﬁ&om@/v\r“-—
A LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215
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enn & Sons 95 Aldwych London WC28 4JF

‘ United Kingdom
Scnvener Notaries Telephone: 020 7335 4300
Translators Fax: 020 7395 4310

e-mail; notary@johnvenn.co.uk
wiliam B Kennaw LL.B. ¢ Jesuca M Reove MLA. http/Awvww.johnvenin.co.uk
Assodiares: Agnes Corless + Jonathan P Coutus wa., st
Congulang: Keith F € Baker w.s, A » Bridget M Elison 0.4

Yo, don WILLIAM BRIGNALL KENNAIR, Notario Pgdblico
debidamente admitido, con competencia para dctuar en Inglaterra y Gales y
con ej_ercicio en Londres, Inglaterra, certifico bor las presentes:
. 1. QUE el Poder que se adjunta fue firmado en nombre y
representacin de UNILEVER N,V. con oficilihs en Weena 455, 3013 AL, -
Rotterdam; l;alses Bajos, por don RICHARD bUNCAN HEATH y dofla

NICOLA HOPE ambos Firmantes debidamedt Autorizados de la referida g3
! e -]
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W maznc-numcm EAN Lh FOTICOMAL,
L Liivuehica auuia rodns 4 LL Vet
. 24 0gua
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2. Y QUE el referido Poder,

otorgado en representacién de la referida Socielad.’
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(Humchen:.mors ikn de La Haye du § octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTILERN IRELAND

1.  Country: Unm:l Kingdom' t‘Bnll.ln and Northem Ireland
Pays: Roysume-Uni de Bretagne et ¢"Irlandé du Nord
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Centilied/AlLesté
6. thefic 14 July 2004

+7. by Her M\OWgisrincipa) Secretary of Sute for Foreign and Commonmwealth Affhirs /
Agire- & Bepl Principal de Sn Majesté sux Alfaires Etmangires et du Commonwealth,
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2 ./.' .
y VER N.V., una sociadad
_ité dé conformidad con las leyes

con domicilio en Rotterdam, Holanda

. nombramos por ef presents a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYOQ y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogots,
Colombia, con oficinas en dicha cludad, Calla 72 No.
5-83, piso 6o., huestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaclones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiclales, con el fln de dar cumplimlento al
pardgrafo 10. del arifculo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA /o
RIQUE ALVAREZ, o los apoderados que
vaiquiera de ellos designe, quedan especlalmente
\_,Jcullados para répresentarnos ante las autoridades
¢olombianas, admjnistrativas, Judiciales o de policla,
en lodos los irémites relalivos a la propiedad
industrial, a cuyo efecto les facuitamos para dar ante
dichas autorldades todos los pasos necesarics al
objeto Indicado; elevar solicitudes, deciaraclonss,
raclamos, racursos y pressntar dasistimientos;
formular descripélones, enmlendas, lmitar el
alcance de las sollcitudes vy los registros, presentar
oposiciones y apelaciones; instaurar cancelaciones,
renunclar total o parclalmenta a los registros, abonar
todos los impuaestos y cuotas y efectuar todo otro
pago determinado por la ley:; reclblr todos los
documentos y valores, dando el descargo
respectivo; llenar cualesquiera otros requisitos y
tomar, en fin, todas las medidas que creyeren
conducentes el resjuardo de nuestros Inlereses; y
dicionaimente quUedan facultados para tomar
rvencién como demandantes o demandados ante
ips jusces que sean competentes, pudiendo transar,
%oter a drb‘nroﬂ. desistlr, percibir, concillar y
apelar, con todas las dem4s facultades que resulten
necesarias, y por el presente declaramos desde
ahora vélido y buerio cuanto dichos representantes
y/o los spoderados que cusiqulera de allos nombre
hicieran en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doclores ALICIA
LLOREDA yfo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicltar en la Oficina de Propledad Industrlel la
protocolizaclén de este documento y de cualquler
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado | b .3 Jc TO‘ l.'b J¢ < 004

Nluou

]
] o

The undereigned, UNILEVER N.V. a comoration
organized and existing under the laws of The

Netherlands,

domiclled &t Weena 455, 3013 AL, Postbus 780,
3000 DK, Rotterdam, The Natharlands,

hereby appoint, ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO v/ IGNACIO SANTAMARIA vio
ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombla, with
offices In sald town, Calle 72 No. 583, Sixth Floor,
our true and legal representatives in Bogotd, with
power to retelve notlfications and to appoint judiclal
or extrajudiclal agents, so as to comply with
paragraph 0. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO vyio IGNACIO SANTAMARIA Yo
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, mre weapacially empowered lo
reprasent us before the administrative, judicial or
police authofities of Colembla, in all proceedings
pertalning to Industslal property, for which purpose
we authorizeé tham to take before the sald authorities
all the necdsary steps for the said end; to file
pelitions, déclarations, clalms, recourses and
withdrawals, to draw up specifications; to file
amendments, to [imit the scopa of applications and
reglistrations, flle opposltlonciéwlnﬂpnwm'. K

SIpEaLn

s ¢
; 15
A .'mg

recelve proper recelpts, deses

raquirements and, In 08ay 2
measures which thay ma toh 32/}
of our Interests; end add} uth S8ids »,
agents to act on our behalf*gefcoMmpiaingnts: ';'w’eil.-'g' ;
as defendants, before the %Gd\ t'i0dgas, Wi fli™* &

powers to rfhake -arrangemeits, to - aubmT<RBw+4
arbitrators, to desist, to coliect, tb concilidte, to
appes! and, i shorty'with all sueh fuither powsrs as
may be required, ang yb%q QA R0 oW ..

on as valld and gobd afl 1hak safdrseprosuniativan: .
and/or the egents by any ond BTaRRI-EPAcIALR, ﬁ"”}:
do for our banefit. i sk ot

&

Woa also authorize dei

vlo GUSTAVO  TAMAY _
SANTAMARIA ylo ENRIQUE} 0
protocolization of this docurfignt aAd. be.ofy «-
attornay by any one of theam & - me,
before the Offica of Industrial Property,

Given and signed this 13th.day of July 2004

Nicola Hope

Both Duly Authorlised
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Page 00001 Limited extract

English tranblation of an extract from the commiercial register of the
Chamber of Commerce and Industries for Rotterdam

Legal person:
Legal form

Name

Statutory seit
Incorporation deed

Deed of latest amendment of

articles
horized capital
ued capital
i_id up capital

There are different classes
of shares

il I R T R —

Undertaking:

Tradename (s)

Address

Mailing addreps

Telephone n

Fax number

Descripti n of business
conducted

exr

Employees

R R N il N Y e ——

n ‘ector(s) :
g

Name
Date and place of birth
Address

Date of entry into office
Title

Powers

Date of (present) represen-

28-07-2004

:Naamloze Vennootschap {(Public Limited
Liability Company)
:Unilever N.V. ..ccivevernvas
:Rotterdam .
109-11-1927 ..ovieinirniniroans terersenaseatienans

:Unilever N.V.
:Weena 455,
:Postbus 760, —
:010-2174000 ....... brsussnesmsas

:010-2174798

:Fitzgerald, Niall William 2
:13-09-1945, Flijo, Ireland .
:Warreners Lane, Weybridge kti3 0lq, United .o

:20-05-1987
:Uitvoerend bestuurder ...
:Authorised jointly with other ..

:13-05-2004 % 9 e8 e E T AE S e PR EA A e TS
:BUR 697.641.704,22 ...... secesena Cseansesnaeas
:EUR 411.862.272,26

tEUR 411.862.272,26

(Capital converted into euro accmgeQn@ﬁﬁ

2:67C BuW.) voveeevncrernnany - LW=uu??“
K wre

R S e W A A A W S R S G R R A N A WS e RS W “

--------------

3013AL Rotterdam §

:TO OBTAIN INTERESTS IN PAR g S b Y: I8
MARAGING AND FINANCING .. “'yrgm:;ggﬂwhg;;,*

, usno:z;aAnAJ:s

Ehur+ BT L. .

LR B B A I T I A ) " a B e EPBEER R LI I ]

Kingdom ....

directors/others, see articles ..........

Page 00002 follopws.

t“""“ 9 .!I'P EAMER VAN KOOPNANDEL ROTTERDAM
et BLAAL 40, 3011 TA ROTTEROAM
hrrsiery .nm- (01Q) 402 77 77 7 (010) 414 57 54
l cRWCToE RN INIAGE HANDELIREGISTER
ogath
oY ..,.. We YENIDY § - ¥ 09001294567 (€ 0,70 rxx minvur)
e oty WO ) INTERNET: WWW.EVK,. WL
Pl‘ 11 “AGO

% E‘HI-:“; ....

HERRR ":.f-:
"“1’.3%"‘ n
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File number: 24051330 " ‘Page ‘00002 Limlted extract
N Le 28 L ALY - . -
...t'at‘lve authbrlty tﬂ-3 05 2004 ht-, ll -‘ (] -.- -' '.- -. - -‘ " -- .« e n o-- “a 4 s s aD e eI
N;me. ..Burgmnsl Antony ....".-.I.-:.I'.Iliil.ll'llIl'l‘l'
Date and pla'ce of birth 13 02 1947' Rotterdam " % u § 8 &8 3 Q& 8 8T 50 S e a N SR E R
Addresg . . :1 Danesmead, Ccbham, surrey, ktll 2en, United .

Kfngdom R N R
D&té:éf ‘-ent:l-}'--into Office :08-05-1991 R R R R R R T N

Title iUitvoerend bestuurder ........ocveveronsonsanss
Powers :Authorised Jointly with other ........c00evan
iv O A T directors/dthers, sSee artiCles .......covveses
Date of (present) represen-
tive authority ) 113-05-2004 ......iviaanaans teerenertntecaanans
" me ] :Butler, Alan Clive .........cvvcvcvrnrcnnannas
bute and place of birth :122-06-1946, Bogota, Colombia ......ccvnecncun.
Address :1 Campden Hi].l Gardene, LMW.}M ...
e, TR ot trow.a . Kingdom .....ccceeee e .ummm. XL LY .
Date: ef entry into Office  :06-05-1992 ...iv.0vvunvonss AL L L
Title :Ultvoerend bestuurder ..... P ey,
Powers :Authorised jointly with othe: ﬁt. 09" Ko
TR dlrectors/others, see artic si A, V
Date of (present) represen- co , PR G N 2
tative authdrity 13 05-2004 ...... .=.........ﬂh*m&ﬁﬁ_“nnwﬂ;_'
ERSD A ]
Name: +Markham, Rudolph.Harold Peter '.....J.. -
Daterand place of birth :13-03-1946,:Alresford, United King om .,
Address :48 Trinity Church Road 17 CALDjAHE¥“Barnes;: .-

londen swl3 8rj, United Kingdom e e ATE ) O 1t

Th BRI RCHITAACI LA}

Date of: entry into office  :06505-1998 uiciuueerneeennon. BT ”““"m':tﬁ""'“a"&“ﬁfr'i

Tltle R -Uitvoerend best“urder [ 2N B I Y o *:.Ul- (] I.P.l .|I 3 !
ers® Sl oL rAuthorised jointly with otlie 1% - 21 AGS -2004¢ - ‘%

F‘ directors/others, see articlf - 66 g

3e of (pres;nt) represen-

tive ‘autHoFity ' - .- :13-05-2004 ....... e .

Name :Cescau, Patrick Jean Pierre}........ceenmmeew.
Date and place of-birth 127-09-1948, Parijs, France .....ccvivevennan
Address :10a Gloucester Park App. ASHBURN, ............

Place,kensington,london, United Kingdom .......
Date of entry into office :04-05-1999 ...... ... teeesteeteasanas st ean
Title: . o o jULtvoerend bestuUUTder ... vh v et cenccennen o
Powers ;- :Authorised jointly with other ........... .

directors/others, see articles ................
28-9792004 : Page 00003 fgllows.

EAMER VAN KOOPHANDEL ROTTERDAM
BLAAR 40, Y011 YA ROTYERDAN

r(010) 402 77 77 r (010) 414 57 54
1NZAGE NANDELERESISTEA

T 0900-1234567 (€ 0,70 ran minuur)
INTERNET: WWW.EVE.NL
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Page 00003 Limited, extract

Date £ (present) represen-
tative authority

Name

Date and place of birth
Address

Date of entr} into office
Title

Powers

Date of (presdent) represen-
‘tive authority

. me

Date and place of birth
Address

Date of entry into office
Title
Powers

Date of (present) represen-
tative authority

Name

Date and place of birth
Address

Date of entry into office
Title

Powers

E e
Date and place of birth
Address

Date of entry into office

Title
Powers

Name
Date and place of birth

28-47<%004

:van Heemstra,

:van der Graaf, Corhelis Job‘.f

:13-05-2004
:Uitvoerend bestuurder ....i., :
:Authorised jointly with othe fg‘gf,';“mw;‘;?ﬁ;;f&

;Santa Anita 150, Edo. de di*

:13-05-2004 .....
:Niet-uitvoerend bestuurder
:Authorised joilntly {with other dlrectors, see

:Barcness Chalker, Lynda
:29-04-1942, Hitchin, United Klngdom creanna

313-05-2004 " s s g e e as v "B VU SB FE R B EPE T e

André René

t31-01-15946, Zwolle ......cisccnesnansnonnsnassa
:Floris Grijpatraat 13, 2596XD 's- Gravenhage ..
:03-05-2000 ...... ebesenesavanrasass . vesan -
;:Ultvoerend beBtUurder ....scevceencerroessvacees
s:Authorised jointly with other ................
directors/others, Bee articles .....cvvvuveann
:13'05-2004 -------------- - - . - ) . * »
Dadiseth' Keki Bomi R 8 » ® & % 8 &P 0 v S u b ap S e P e ke b o
:20-12~-1945, Punecms, India .....cciveeeevacaas
:Gloucester Park app. 10 A Asburn Place ......
Kengington London, United KingiEEﬂ“"””
:03-05-2000 ....civueevocseat

:Uitvoerend beatuurder .....

:Authorised jointly with othe@ly = re=
directors/others, see artit.jf

13"05-2004 * s e e s s v an Ny

:02-11-1950, Goes .... .o
tKievietslaan 34, 22436D Wassena:

Hivder Imir.ll t"" .!-i H

directors/others, see artif] T h e S A Y ;.

21 AG0 2004 )

JES
Mexico

articles) ......ccveveneanen Caedenennanas

Page 00004 follows.

XAMEN VAN ROOPHANDEL ROTTERDAM
- YO 5 SLAAK 40, JO11 TA ROTTERDAM
T ehaTO k) DRV GIKCULO . 7 (D10) 402 77 77 7 (010) 414 57 54
2 WASD GORBVAR GUE. ';:-‘ 1INZAGE HANDELSAROISTIA
FioriA COMGIDL Cad lt.g:': .7 0900-1234567 (€ 0,70 ran minuur}
oul He 1“;_"; s AAVISES JHITERNETY WWW.AVE. ML
-\ 'i-'“ X,

* g
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Pamoips raritbaonr "5



File number: 24051830
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Page 00004 Limited extract

Address

Date of entry into office
Title

Powers

Name
Date and place of birth
Address
Date of entry into office
Title

rs

L

Name

Date and place of birth
Address

Date of entry into office
Title

Powers

Name

Date and place of birth
Address

Date f entry into office
Title
Powers

’.Me
te and place of birch
ﬁ-...dress

Date of entry into office
Title

Powers

Name
Date and place of birth

Address

28-822004

:11 The Winery, Londen SW8 1JR, United Kingdom
:13-05-2004
:Niet-uitvoerend bestuurder .......
:Authorised jointly {(with other directors, see
articles)

:Lord Brittan of Spennithorne, Leon ...........
:25-09-1939, Londen, United Kingdom ...........
:1 Carlisle Mansions, ‘Londen SW1l, United Kingdor
t13-05-2004 ....ciivn0rr0us vamena ceevranrrsrnre
:Niet-uitvoerend beatuurder teesswresanasenanas
:Authorised joilntly (with other directors, see

articleB) ......icierivnnessanasnnsasnsasansans

:Collomb, Bertrand Pierre Charlea ....... . .
11408~ 1942 Lyon, PranCe .......icoceaveuenacess
:4 Rue de la Lota, Parijs 7511 A S g
$13-05-2004 ...cveuenonnns nw::ﬂ"“““ﬂmm

'mz . Ul La° B
:Niet-uitvoerend bestuurder unu?ﬁ:i:h"'."v::-'#r Y

:Authorised jointly (with other e
articles) ........c0..0... 83 %GQ'NBV‘ZBM-

:Dik, Wim ........ veanse
:11-01-1939, Rotterdam -
:Antwerpse Baan 10, 5268KB
:13-05-2004 versnas
:Nlet-uitvoerend bestuurder ...

".".mwu f:a{-t.e.ai; A
ﬁELvoIR o

:Authorised jointly (with oty-j'ilxﬁgtn;pﬂ_see

articles) ........c00een. seet Tteli:gj!iu.‘nqtrp!wﬁu'»lle
. I-I-‘I'JEI'-C TRAOG 3 I'i lr’ -

:Fanjul Martin, Oscar .... G S e B

:20-05-1949, Santiago de
:Juan Belmonte 11, Madrid
.13 05 2004 ...... . .
-Authorised jointly (with.otég,;
articles)

tKopper, Hilmar ........cc 0 iitnverraranncnnens
:13-03-1935, Oslanin, Federal Repuhlic of .....
Germany ...ecceneviancnes ceeas caeenvanaa
:Himburg 9, Rothenbach D- 56459, Federal cerenna
Republic of Germany ....... teesacsccanaasenans
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File number: 24051830 Page 00005 Limited ..:.tract

Date Of entrYTntO OffiT:e :13"05-2004 RN " EEE R I .

Title :Niet-uitvoerend bes iurder .......ivcv0eevnvars

Powers :Authorised jointly {'ith other directors, see
ArticleB) .....ieer..issnsrenserrsannsnarnnunn

Name
Date and place of birth

Address

Date of entry into office
Title
ers

L

Name

Date and place of birth
Address

Date of entry into office
Title

Powers

:Simon of Highbury, Dnvid Alec Gwyn Roberts ...
124-07-1939, Londen, United Kingdom ...........
:6 St. Mary's Grove uvanonbury, Londen N1 2NT,

United Kingdom .......
:13-05-2004
:Niet-ultvoerend bestuurder .......scoveove:ee.
:Authorised jointly (v.ith other directors, see

articles) .....ccer e sssncortsaananrensanaan
o IR Ry g
:van der Veer, Jeroen ........ .:'.’,,_;_‘j.;-, i 2o o "mb vid

:27-10-1947, Utrecht .......§. mcwpce
:Adres afgeschermd, ©.g.V. & é‘ 32-}_{:55'3“

:13-05-2004 2 9 no‘ .ZDM

Nlet uitvoerend best:..rder ga
hsumuﬂmﬁu
-3 .

:Authorised jointly (..th ot
articles)

ultnM ll-.ﬂ
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APOSTILLE

(Convention de lan Haye du 5 octobre 1961)
1.Country: The NETHERLANDS

This public document
2.has been signed by

C. Mijnshergen van de Mortel
3.acting in the capacity of

servant of the chamber of cominerce
4. bears the stempel of

C. Mijnsbergen van de Mortel

Certifled
5.at ROTTERDAM 6. on 04-08-2004
7.by the clerk of the District Court

(Griffier van de Arroypdl}
8. N° 147560
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-08-12-406 de un documento escrito en Inglés/
Espafiol, la cual para efectos del presente lleava el sello personal de Martha Lucla
Arclnledas M., Traductora e Intérprete Oficial en virtud de la Res 1523 /88 del Ministerio

de Justicia.

Legalizz)cibn de un Pader de Representacion Legal conferido a ALICIA LLOREDA
y/lo GUSTAVO TAMAYO, y/o' IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ

otorgado por UNILEVER N.V.

Dado y firmado el 13 de julio del 2004
{fdo)

Richard buncan Heath . Nicole Hope

Debidamente autorizado

se pesk LEGALIZAR MEDIANTE NOTARIO AL DORSO P4gina

PR AT TSN, R
ul.lo A ARIL .;MIMI' Bep
SR, NASD COMETAR .

A CDIACICT 0% L0 !"‘
PUTRILY f‘- "I'JE ||E l'll" ne "t

27 AhO 2004

;h.n O E B Gry e

»ﬁﬁ”ﬁ

Sigue len Espaiol legalizacién, mediante Notario, de la firma p

(fdo)
WILLIAM BRIGNALL KENNAIR, Notario Publico

* JI.IAll nmmzl. lo‘l gau MZ0iMA




APOSTILLA

(Convencién de La Haye dol 5 de Octobl: c'e 1961)
REINO UNIDO DE GRAN BRETANAE IRLA&IDA DEL NORTE

Péls: Reino Unido de Gran Bretafa e Irlanda deil Norte

Este documento pablico
ha sido firmado por William Brigndll Konnalr

actuando como Notario Publiéo
y lleva el sello/estampilla de Dicho Notario Pithlico

Certificado
en Londres 6. e‘ 14 de jullo dal 2004

Por el Secretario Principal de Su Majestad para Ast.:los Exteriores y del

Commonwealth
No. G464139 i .
_l_c“é'l.‘m ARG 30XTC ;1) o, a4t
Timbre/Sello " 10.  Firma ¥rofcork conoine cmts s,
E o Ry R
Aparece el Sello de la Oficina W. Glags ‘ 004 :’ :
de Asuntos Exteriores y del . pEpN e '-,,-;',-'ﬂa
Commonwealth L T R LR
.~ ARA M

T
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KAMER VAN KOOPHANDEL
ROTTERDAM.
Numero Archivo 24051830 Pagina 00001 Extracto Limitado

Traduccién al inglés de un extracto del registro comercial de la Camara de
Industria y Comercio de Rotterdam

Persona legal:

Forma juridica Naamloze Vennootschap) (Compaiiia de
Responsabilidad Limitada Pdblica)...

Nombre Unilever N.V.

Sede Estatutaria Rotterdam

Primer registro en el registro

comercial 09-11-1927

Escritura de la ultima enmienda de  13-05-2004 - —. e o
los articulos G e R ".';';*5“-'-4-' "
Capital autorizado EUR 697. 641.704,22 § iﬁl‘éui.:icz.:': Fus oo
Capital emitido - EUR 411, 862.272,26 Tkl R ]
Capital pagado EUR 411. 862.272.26 ¥!

ORNMANOEL DoTEns ol ?
o nommo

Existen diferentes clases de
acciones

Empresa:
Razén social
Direccién

Direccidn de correo
Nuamero tetefénico
Numero de fax

13
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Numero Archivo 24051830
Pagina 00002 Extracto Limitado

: OBTENER INTERESES EN SOCIEDADES,

Descfipcién Negocio realizado
AS| COMO MANEJO Y FINANCIAMIENTO

Emplbados : 0

Este éxtracto contiene una seleccién de personas en ejercicio de un cargo publico
| A

Nombre

Fechd y lugar de nacimiento
Direccion

Fechd de ingreso a la oficina
Cargo

Facultddes

Fechaide Autoridad
Representativa

Nombre
Fecha y lugar de nacimiento
Direccion

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo

Facultades

 Autorizado conjuntamente iT

: Burgmans, Antony ..................
: 13-02-1847, Rotterdam

s
. Autorizado conjuntamente (con otros

. Fitzgerald, Niall William Arthur
: 13-08-1945, Flijo, idanda
: Warreners Lane, Weybridge kt13 Olg,

United Kingdom
1 20-05-1887
G v 3] ol o R
. o lUES TN e -, 2. P
: Uitvoerend bestuurder ":’iﬁiﬁi’m"“"iﬁ%& 'al"?ﬂ H
3/ I‘I.‘AMIII TEIIM A 14 ﬂ\'llg

1 Danesmead Cobham, Surreyr: lg;;l'.;'g'gpr‘,u-s';.: G s
United Kingdom kS i coanclu:

: 08-06-1991 5 +\7 AG

: Uitvoerend bestuurder o

directores/ otros, ver articulos

Pégina 00003 sigue

- iy
L w... P Wﬂa
[ 806OTA, NAGY SEL Cingurn
Htotocoma comeme s ahouE LA

i aua “. n"'n ﬂ Y . VIblg h"““
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Pégina 00003 Exiracto Limitado

Nimero Archivo 24051830
Fetha de Autoridad

Representativa © 13-05-2004........oevcerierrerirraieierereniens
Nofmbre Butler, Alan Clive

Fecha lugar de nacimiento

Direccion

Fecﬁa de ingreso a la oficina
Cargo

Facultades

Fecha de Autoridad
Representacion

Nomgre

Fechﬁ y lugar de nacimiento

Direcr':ibn

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo
Facultades

Fecha de Autoridad
Representativa

: Autorizado conjuntamente (CON OrQS g,

: 13-05-2004

: 22-08-19486, Bogota, Colombia

: 1 Campden Hill Gardens, London w8 7au

United Kingdom........ccoocieeiiininincninnneeeennnn

1 06-05-1992 ...,

. Uitvoerend bestuurder

AR o ’

ke NI -r,
directares/ atros, ver anticulog.. "n’i‘.‘f&fih%”}i" e
R ourouc oo o e n“fmu

06-05-1998
: Uitvoerend bestuurder O ﬂ';
: Autorizado conjuntamente( g O R e & .'
directores/ otros, ver arllculg i ;.;‘!a:a. %
,; nsn.o:n:acét'a ILAI'MM-!» -‘3
13-05-2004 i e
Pagina 00004 sigue
0 SELTO () DUL CUALULD,
MO NAGO CONLTAR OUS LA
1A COINAINE £ON Ll DRIGINAL
g I'llllbﬂ ‘;;. 'l.\.\::;:':\nnm
= aly " ‘,
7 AG0 2004 1573 )

M



NUmero Archivo 24051830
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Pagina 00004 Extracto Limitado

Nombre

Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccion

Fecha’de ingreso a la oficina

Faculfades

Fecha de Autoridad
Representacion

Nombre

Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccion

Fecha de ingreso a la oficina -

Cargo

Facultades

Fecha de Autoridad
Representacion

: 31-01-1946, Zwolle

. Uitvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (g¥

1 13-05-2004

: Cescau, Patrick Jean Pierre

. 27-09-1948, Paris, Francia

10° Gloucester Park App ASHBURN, Place,
Kensington, London, United Kingdom

04-05-1999

: Autorizado conjuntamente (con otros

directores/ otros, ver artlculos......cocooeevveviivennnns

1 13-05-2004
HL s o3y
It e s .
: van Heemstra, André René f__-'-f-’-"-""“'“‘ug'gw"wm

-

: 03-05-2000

Off. HaTME u.ﬂcm n-ur
:_ Off BUGSTA, HASD CONBYAN ©: .fl. E
COWCLON CON LA fe T
p l
HI uu e  Temiou s ‘3

directores/ otros, ver articulDg Nl B oSy & n s

. 55 21 AGD 2004 *@5

"\.
L0 uennez BAR:n ey L
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Numero Archivo : 24051830

Pagina 00005 Exiracto Limitgdo

Nombre
Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccion

Fecha de ingreso a la oficina .

Cargo

Facultades

Fecha de Autoridad
Representativa

Nombre

Fecha y Lugar de Nacimiento
Direccion

Fecha de ingreso a la oficina
Cargd

Facultades

Nombre
Feché y Lugar de Nacimiento

Direccion

*: Kievietslaan 34, 2243GD WasSenaad9 NOV

: Dadiseth, Keki Bomi
 20-12-1045, Punecms, India

: Gloucester Park app. 10 A Asburn, Place
Kensington London, United Kingdom

: 03-05-2000
: Uitvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (con olrds
directores/ otros, ver articulos............ccccceee....

: 13-05-2004

: van der Graaf, Cornelis Job AT ILI T | if £ rr s

. [L.2Y4
SUXU HGTARS 2270 Dol o) ]

;  EK GLGOTA, HADN GDMETAR n'tflu:: ’i
POTACI A FAS0UN CON'LA POTOCLNLA:
AUTENTICN QUL HIE TENIDD A LA YIBTA

mﬁmh %y v

. 02-11-1850, Goes

Lo e T
'_’ '.'E""""" . ) i ’Tf'

: 13-05-2004

: Uitvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (con otros /
directores/otros, ver articulos..........4...............

Mot L., .
tuss ot sxarh(ry oF g
0¥ 200T], had SonkTan 'a'n.‘ -
FUTSEIMA ETINCION 0N LA FOrGTopIA %
TR

Gonzalez Laporte, Claudio JBvistrimtme 3 5
22-05-1934, Cananea, So f‘&ij

' México

(¥



Numero Archivo : 24051830

Péagina 00006 Extracto Limitado

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo
Facultddes

Nombre
Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccidn

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo

Facultades

Nombre
Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccidn

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo

Facultades

: Autorizado conjuntamente (o

: 13-05-2004
: Niet-uitvoerend bestuurder

. Autorizado conjuntamente (con otros
directores/otros, ver articulos.............cocvcuvurnene.

: Baroness Chalker, Lynda
: 29-04-1942, Hitchin, United Kingdom

: 11 The Winery, London SW8 1JR, United
Kingdom

: 13-05-2004

: Niet-uitvoerend bestuurder

&
Ry
f o8 a50aTa s ;

:» Autorizado conjuntamente (con
directores/otros, ver articulos..

ngdom
: 13-05-2004

£
ﬂ:.. ¥
oS T, Fotme

n!z l.\ﬁ \.- A
directores/otros, ver articulos:. RCELI LT

Pagina 00007 sigue
‘ y 1] :.u‘.lwww"_ﬁ
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: QULHY TRAGD & 11 WWATA g
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Namero Archivo ; 24051830

¥

Pagina 00007 Extracto Limitado

Nombre

Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccién
Fecha de ingreso a la oficina
Cargo

Facultades

Nombre .
Fecha y Lugar de Nacimiento
Direccion

Fecha de ingreso a la oficina

Cargo

Facultades

Nombre
Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccion

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo

: Collomb, Bertrand Pierre Charles
: 14-08-1942, Lyon, Francia

: 4 Rue de la Lota, Paris 75116, Francia
: 13-05-2004

: Niet-uilvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (con otros
directores/otros, ver artlculos..........o.cccecvmmennnnns

: Dik, Wim
: 11-01-1939, Rotterdam

: Antwerpse Baan 10. 52G9KB
: 13-05-2004

: Niet-uilvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (coﬁ.atwsm .
directores, ver articulos...........cc.ccoorvnnnee

] . [
. Fanjul Martln. oscar G0 N3TA :i."vmm, NEL ook 1t
g 1D¢"‘l"‘f 1LAC DUHETAR ruu LA
o [OCDN L CRAALIE £O0 L1, Foreary, o
n:AL ® 1R 'r!mno ) \-rrr. 3

'S-L'.‘E.‘,“"‘.’
ll

: 20-05-1949, Santiago de Chile;
: Juan Belmonte 11, Madrid 2804 .'-.;:-;‘ '

1 13-05-2004
: Niet-uilvoerend bestuurder

Pagina 00008 sigue

DGOTA,
ki ComCIDE LN
f u:rlulnan'i‘u.\l':‘m i



Numero Archivo : 24051830

' Péagina 00008 Extracto Limitado

Facultades

Nombre

Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccién

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo

Facultades

Nombre
Fecha y Lugar de Nacimiento

Direccion

Fecha de ingreso a la oficina -

Cargo

Facultades

» Simon of Highbury, Davi '

1 13-05-2004
: Niet-uilvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (¢

: Autorizado conjuntamente (con otros

directores/otros, ver articulos..............ccevcieeneen

: Kopper, Hilmar

: 13-03-1935, Oslanin, RepUblica Federal

Alemana

Himburg 9, Rothenbach D-56459, Reptblica
Federal Alemana

: 13-05-2004
. Niet-uilvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (con otros

directores/otros, ver articulQgRaemBatLIARM&S

BE B0GTL, MASH CINETAN QUR LA &
PRTOEAPA CORILEA COVLA FOTOLOPY
mmum TN aLa

: 24-07-1939, London, Un tﬁ SR

6 St. Mary’s Grove CanonbuayrkondomR
United Kingdom

5““-‘ Wﬁm DBk vIRzes:,

ok mf.:.z‘::r:“ i X
A POT

#" Tl.‘l- c e Y .I l|u‘l.°:4.~é

directores/otros, ver articulos]!




Numero Archivo : 24051830

Pdégina 00009 Extracto Limitado

Nombre

Fecha y Lugar de Nacimiento
Direccion

Fecha de ingreso a la oficina
Cargo

Facultades

. van der Veer, Jeroen
. 27-10-1947, Utrecht
'Adres afgeschermd, o.g.v. art 32 Hrb
: 13-05-2004
: Niet-uilvoerend bestuurder

: Autorizado conjuntamente (con otros
directores/ otros, ver articulos...........................

Emitido por la Camara de Comercio

(fdo) Mw. C. Miinsbergen- Van de Morter

Rotterdam, 28-07-2004 . |, L7 Ty
PO} 20CuTE, 360 Sutie i 0

Pty 14 rgvocomall
e IO Ada viayal)
S Az q Y

PGATA, RAUD CONTIaH '.:".',,."""
JECHA COINEION oM Ls, F Yrocvis,
N & AVEOTICE QU i e A T
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N A ey, ran
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APOSTILLA
(Convencion de La Haye del 5 de Octobre de 1961)

1. Pais: Paises Bajos
Este documento pablico i
ha sido firmado por Mijnsbergen van do Mortel

actuando como Funcionario Camara Comercio
y lleva el sello/estampilla de Dicho Notario I’ubllco

Certificado
5. en Rofterdam 6. el i‘ de agosto del 2004

7. Por el Secretario de la Corte del Distrito
;.u.ﬂ [ bw 'mm.

4 roraccricomers s
8.  No. 147560 _m-nu..é"r;.f.h .".".".,:'.,.

RO ragey,

-t artpt ol LA

*-*r nEy.|

0. Timbre/Sello 10. Firma

(firma ilegible)

k.
Segun mi leal saber y entender, esta es una traduccién fiel y gomplta de

CEMa foTamt GEamy l

DECTA, WASG cu}q.:-r:" L._ v b
04 .Al:\.rcn-m,u o
g TN A e YomEn S o) iy
sl WY, .

su original en inglés de la cual se deja copia para futuras referenclas“
"'11 l‘." -"'-'d-'u - --"' ‘s ..

; L AGO 200
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/13644

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 A23C9/123 A23C9/13

Segiin Is Clasificacién de Patentes Internacional (CPT) o segrin In clsificacion nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

[ Documentacion minima busceda (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacidn)
IPC 7 A23C

 Documentacion buscads fuer de docurnentacitn minima hasta donde dichos documentos sc incluyan en 10s campos buscados

Baza de datos olectrdnica consultads durante la bisqueda internacional (nombre de Ia base de datos y, donde sea prictico, busear thrminos usadas)
Dato WPI, PAJ, EPO-Interno, FSTA

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Cuizgoris ©

Citacidn de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relcvantz & la reivindicacian No.

X

WO 01/95736 A (DEGEEST BART; UNIV
BRUXELLES (BE); VUYST LUC DE (BE))
20 de Diciembre de 2001 (2001-12-20)
reivindiceciones 1-6

EP 0322 010 A (STICHTING NL I
ZUIVELONDERZOQEK) 28 de Junio de 1989 (1989-06-28)
pégina 4, linea 4 — linea 25; ejemplos I, IV

WO 02/085131 A (SCHLOTHAUER RALF-CHRISTIAN;
NEW ZEALAND DAIRY BOARD (NZ); CARROLL)

31 de Octubre de 2002 (2002-10-31)

pigina 2, linea 25 -- pAgina 4; cjemplos 1, 8

WO 03/102204 A (DE VUYST LUC; UNIV

BRUXELLES (BE); VANINGELGEM FREDERIK (BE))

11 de Diciembre de 2003 (2003-12-11)

ejemplo 6

5-12

5,8,10

5,6,8-12

59

E En ¢ recusdro C se emumneran miks documentos.

En el anexo se enumeran miembros de Ia familia de patentes.

"’ documnento que puede arrajar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer 1a fecha de publicacion de otra
citacién u ot rezin cspecial (segin sc especifica)

Q' documento que se refiere a una revelacién onl, uso, exhibicién u
otros medios

° Categorias especiales de documentng citados:
A’ documento que define el estado generul de la ticnica el cual no se
considem de relevancia particular

T documento posterior publicado despuds de la fecha de presentacidn
internacional o fecha de prioridad y que no esth en conflicto con la

solicitud pero citado para entender el principio o tearia que sustenta

'E' documento anterior pero publicado en o después de Ia fecha de In invencidn
presentacién internacional

x doummln_de relevancia particular; 1a invencién reivindicads no

puede considerarse nueva o no puede cansiderare que comprende
un paso inventivo cusndo ¢l documento se toma solo

"Y' documnento de relevancia particular; Is mvencidn reivindicada no

pusde congiderarse que comprende un paso inventivo cumdo el

documento se combina con uno o mis documentos, siendo dicha
combinacidn cbvia para una persona experts en 1a téenica

P documento publicado antes de 1a fechs de presentacidn internacional

Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
FaxNo. (+31-70) 340-3016

ds a fecha de prioridad reivindicada '&' documento miembro de la misma familia do patentes
Fecha de In terminacién res] de Ia bisqueda internacional Fecha de exrvio par comreo del reporte de biisqueda internacional
16 de Abril de 2004 26/04/2004
Nombre y direccién de correo de ISA Funcionario autorizado
:m m;mg P.B. 5818 Patentlasn 2 Desmedt, G

Forma PCT/1SA/210 (segunda hoja) (Enero 2004)
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Solicitud Internacienal No.
PCT/EP 03/13644

C. (Continuacidn ) DOCUMENTOS CONSIDERADQOS RELEVANTES

Categoris *

Citacién de documento, con indicacién, donde sea apropisdo, de los textos relevanies

Relevante a Ia reivindicacién No.

X

MATAR C ET AL: “EL EFECTO DE LA
FERMENTACION DE LA LECHE POR
LACTOBACILLUS HELVETICUS EN LA
LIBERACION DE PEPTIDOS DURANTE LA
DIGESTION IN VITRO”

JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, AMERICAN DAIRY
SCIENCE ASSOCIATION CHAMPAIGN, ILLINOIS,
US,

vol. 79, No. 6, 1 de Junio de 1996 (1996-06-01),

péginas 971-979, XP000620047

ISSN: 002-0302

péagina 971, columna 2 — pigina 974, columna 2;

figura 1

US 2002/182301 Al (LEDEBOER ADRIANUS
MARINUS ET AL)

5 de Diciembre de 2002 (2002-12-05)
reivindicaciones 1-4; tabla 2Q

EP 1 142 481 A (CALPIS CO LTD)

10 de Octubre de 2001 (2001-10-10)

pégina 4, linea 12 - linea 48; ejemplo 1, 2;

tabla 1

EP 1 016 709 A (CALPIS CO LTD)

5 de Julio de 2000 (2000-07-05)

citado en la solicitud

pégina 6, linea 17, paragrafo 24 — linea 54;
ejemplos 3; tabla 2

paragrafo ‘0024!

WO 01/32905 A (MAEYRAE MAFKINEN ANNIKA;
SUOMALAINEN TARJA(FI); VALIO LTD (FI);
S) 10 de Mayo de 2001 (2001-05-10)

gjemplo 1; tablas 2, 4

TAKANO T: “PEPTIDOS DERIVADOS DE LA LECHE Y
REDUCCION DE LA HIPERTENSION”
INTERNATIONAL DAIRY JOURNAL, ELSEVIER
APPLIED SCIENCE, BARKING, GB,

1998, péginas 375-381, XP002236259

ISSN: 0958-6946

péginas 376 — pAgina 378, columna 1; figura 3

EP 0 652 285 A (CALPIS FOOD IND CO LTD)

10 de Mayo de 1995 (1995-05-10)

ejemplo 2

US 5 449 661 A NAKAMURA YASUNORI ET AL)
12 de Septiembre de 1995 (1995-09-12)

columna 3, linea 39 — columna 4, linea 11;

ejemplo 1

-

5

17

1,5,17

1,5,17

1,17

1,5

Forma PCT/ISA/210 (contimscién de 1a segunda hoja) (Enero 2004)
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Solicitud Internacional No.
PCT/EP 03/13644

C. (Continuacidn } DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ©

Citacidn de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante & 1a reivindicacidn No.

A

SEPPO L ET AL: “EL EFECTO DE UNA LECHE
FERMENTADA POR LACTOBACILLUS
HELVETICUS LBK-16 H SOBRE LA HIPERTENSION
—UN ESTUDIO PILOTO SOBRE HUMANOS"

MILCHWISSENSCHAFT 57 (3) 124-127 2002
FOUNDATION FOR NUTR. RES., PO BOX 30, FIN-
00039 HELSINKI, FINLAND,

XP002243244
pégina 125 — pdgina 126, tabla 2

1,5,17

Forma PCT/ISA/210 (continuaciém de la segunda hoja) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Intcrmacional No.
Informe sobre miembros de familia de patcntes PCT/EP 03/13644
Documento de Miembro(s) de la familia Feoha de
patente citado e¢n ¢l |Fecha de publicacién de patentes nblicacis
reporte de blisqueda pe P n

WO 0195736 A 20-12-2001 AU 6716201 A 24-12-2001
Wo 0195736 A2 20-12-2001

EP 1289375 A2 12-03-2003

US 2003152665 Al 14-08-2003

EP 0322010 A 28-06-19289 NL 8703019 A 03-07-1989
DE 3864997 D1 24-10-1991

DX 675888 A 15-06-1989

EP 0322010 Al 28-06~-1989

FS 2026249 T3 16-04-1992

1L 61010 B1 07-09-1991

us 4938973 A 03-07-1990

WO 02085131 A 31-10-2002 N2z 511202 A 26-11-2002
CA 2443159 Al 31-10-2002

EP 1383394 Al 28-01-2004

Wo 02085131 Al 31-10-2002

WG 03102204 A 11-12-2003 WO 03102204 A2 11-12-2003
UsS 2002182301 Al 05-12-2002 WO 02071854 Al 19-09-2002
EP 1365656 Al 03-12-2003

EP 1142481 A 10-10-2001 AU 1892600 A 01-08-2000
EP 1142481 Al 10-10~2001

NZ 513305 A 30-06-2003

Wo 0041572 Al 20-07-2000

EP 1016709 A 05-07-2000 JP 3028411 B2 04-04-2000
Jr 11098978 A 13-04-1999%

AU 734422 B2 14-06-2001

AU 5780298 A 23-04-1999

BG 104382 A 29-12-2000

BR 9813218 A 29-08-2000

CA 2304985 Al 08-04-~1999

(3 1016709 Al 05-07-2000

HU 0003744 A2 28-03-2001

PL 339343 Al 18-12-2000

SK 4352000 A3 10-05-2001

3 6h34304 B1 18-03-2003

CN 1279712 T 10-01-2001

Cz 20001082 A3 17-01-2001

IN 188418 Al 21-09-2002

WO 9916862 Al 08-04-1999

TR 200060854 T2 21-07-2000

™ 526268 B 01-04-2003

us 2003064501 Al 03-04-2003

ZA 9808659 A 31-03-1999

WO 0132905 A 10-G5-2001 FI 992360 A 02-05-2001
AU 1149801 A 14-05-2001

AU 769432 B2 29-01-2004

AU L14990]1 A 14-05-2001

CA 2387738 Al 10-05-2001

CA 2388354 Al 10-05-2001

CR 1387577 T 25-12~2002

CHN 1387564 T 25-12-2002

Cz 20021369 A3 17-07-2002

Farmn PCT 1SA 210 (anexo Familia Jde palentes) (Fnero 2004)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe gobre miembros de familia de patentes PCT/EP 03/13644
Dacumento de .
patente citado on el |Fecha de publicacién Hhmb;:(ll.::nl:.:im fiia publle.r.chc‘:;n
reporte de basqueda P
WO 0132905 A cZ 20021431 A3 14-08-2002
EE 200200230 A 16-06-2003
EE 200200231 A 16-06-2003
EP 1226230 Al 31-07-2002
EP 1226267 Al 31-07-2002
WO 0132836 Al 10-05-2001
Wo 0132905 Al 10-05-2001
HR 20020377 Al 31-08-2003
HR 20020378 Al 31-08-2003
HU 0203185 A2 28-01-2003
HU 0203256 A2 28-01-2003
JP 2003513621 T 15-04-2003
JP 2003513636 T 15-04-2003
ND 20022061 A 28-06-2002
NO 20022062 A 28-06-2002
NZ 518470 A 28-03-2003
NZ 518493 A 28-03-2003
ZA 200203172 A 22-07-2003
ZA 200203179 A 22-07-2003
EP 0652285 A 10-05-1995 gp 2924821 82 18-11-1998
JP 7123977 A 16-05-1995
DE 69431464 D1 07-11-2002
DE 69431464 12 28-08-2003
EP 0652285 A2 10-05-1995
us 5541111 A 30-07-1996
us 5695796 A 09-12-1997
US 5449661 A 12-09-1995 JP 2782142 B2 30-07-1998
JP 6040944 A 15-02-1994
CN 1090201 A ,B 03-08-1994
DE 69326513 D1 28-10-1999
DE 69326513 T2 13~04-2000
EP 0583074 A2 16-02-1994

Forma PCT ISA 210 (anexo familia de patentes) (Enero 2004)
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Accarding 10 Inlamalional Patent Cimsificalion (IPC) or 1o both nulional cizsalfication und IPC

B. RELDS SEARCHED

Minimum docnmentation saarchad {cassification symtam folowed by Sactiiceiion symbos)
IPC 7 A23C

Docurnanitation searched dther than minimutn documoniaiion 1o the axianl that sich documenis AN included in tha flakis senched

Elocironic dala base consuted curing Iha inemational aasrch name of dalh bisa ARd, Whars practical, REEICH kSMS Ubed)
WPI Data, PAJ, EPO-Internal, FSTA

€. DOCUNENTS CONSIDERED TO BE RELEVART

Catogoey ® | Chation of docutnond, with indicallon, whers appropriaid, of tha mviovani phasages Raovant to claim Ne.

X W0 01/95736 A (DEGEEST BART ;UNIV 5-12
BRUXELLES (BE); VUYST LUC DE (BE))
20 December 2001 (2001-12-20)
claims 1-6

X EP O 322 010 A (STICHTING NL I 5,8,10
ZUIVELONDERZOEK) 28 June 1989 (1989-06-28)
page 4, 1ine 4 - 1ine 25; examples II1I,IV
X WO 02/085131 A (SCHLOTHAUER RALF—CHRISTIAN 5,6,8-12
;NEW ZEALAND DAIRY BOARD (NZ); CARROLL)
31 October 2002 (2002-10-31)

page 2, 1ine 25 -page 4; examples 1,8
E W0 03/102204 A (DE VUYST LUC ;UNIV 5,9
BRUXELLES (BE); VANINGELGEM FREDERIK (BE))
11 December 2003 (2003-12-11)

example 6
.../....

m Furthor documants ara istad in the continuasion of box G. E Pegent iamlly membes ere lisiad In annax.
S i o o " kbl st e st g o
v or
A mu-::.ud gonoyel sials of G ast which s nel ciiad lo undersiand tha principle or theory undariing te
'E” aarlar docuninl but published an or alterihe Intomational X" document of particules relevance; the claimad Imventios
" d::::m throw coubls on ¥ m"df-m- mﬂ:ﬁ:—nh m':m

which s clisd to “'""'P‘“ﬂnwfm" '\"mwm:“umru::innu tho claimed Inveniion

cilation or ethor spacial reason (as cannci be considered 10 Inveive &n Imvaniive €l when the
b g wmwanhuu%a documnant is combined with ona or mom olher such

monta, such combination being obvicus 1o plnuullld

-P-uncm-m blhlndphnoﬂnhlmlhnll g date b n the ad,

h.lhlﬂlllllhmymehw ‘2" documant member of tho sarme patant family
Duus of 1ba actual compiation of the iniemafional saarch Daie of maling of 1ho infomaiional asnrch repor

16 April 2004 26/04/2004
Name and maliing) sddress of the 1A Authorize] w6 &y
ﬂmmm Ohice, P.D. 5818 Patentiaan 2 -
- ™=
';z I:?;I_T%fuo-m 31851 aponl, Desmedt, &

Fan FCTASAR210 (aacond shaw] Lianuary 2004)
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Applcation No
PCT/EP 03/13644

C-{Contirmstion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calepory * | Cintion of documnem, with indication, whore appropricio, of tha relsvani passsgas

Ralovan! fo ciaim N,

X MATAR C ET AL: "THE EFFECT OF MILK
FERMENTATION BY LACTOBACILLUS HELVETICUS
ON THE RELEASE OF PEPTIDES DURING IN VITRO
DIGESTION™ :

JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, AMERICAN DAIRY
SCIENCE ASSOCIATION. CHAMPAIGN, ILLINOIS,
us,

vol. 79, no. 6, 1 June 1996 (1996-06-01),
pages 971-979, XP000620047

ISSN: 0022-0302
A page 971, column 2 -page 974, column 2;
figure 1
X US 2002/182301 Al (LEDEBOER ADRIANUS
MARINUS ET AL)

5 December 2002 (2002-12-05)

claims 1-4; table 2Q

A EP 1 142 481 A (CALPIS CO LTD)

10 October 2001 (2001-10-140)

page 4, line 12 - line 48; examples 1,2;
table 1

A EP 1 016 709 A (CALPIS CO LTD)
5 July 2000 (2000-07-05)
cited in the application
page 6, line 17, paragraph 24 - 1ine 54;
example 3; table 2
paragraph ‘0024!
A WO 01/32905 A (MAEYRAE MAEKINEN ANNIKA
; SUOMALAINEN TARJA (FI); VALIO LTD (FI);
S) 10 May 2001 (2001-05-10)
example 1; tables 2,4
A TAXANO T: "Milk derived peptides and
hypertension reduction"
INTERNATIONAL DAIRY JOURNAL, ELSEVIER
APPLIED SCIENCE, BARKING,, GB,
1998, pages 375-381, XP002236259
ISSN: 095B-6946
A page 376 -page 378, column 1; figure 3

A EP D 652 285 A (CALPIS FOOD IND CO LTD)
10 May 1995 (1995-05-10)
example 2

A US 5 449 661 A (NAKAMURA YASUNORI ET AL)
12 September 1995 (1995-09-12)

column 3, line 39 —~column 4, 1ine 11;
axample 1

-

5

17

1,5,17

1,5,17

" 1,17

1,5

Fams PCT/A8A/210 (oondinustian of seeond shesl) {Jenury Z004)

32



-

b: ’! L] .

Il*HNATIONAL SEARCH REPORT

ia-—ilppluﬂunm

PCT/EP 03/13644

C.{Contimnition) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory *

Chigtion of documant, with incicailon, whers approprials, of tha relevan! psssages

Ralevant i clakn No.

A

SEPPO L ET AL: "The effect of a
Lactobaci1lus helveticus LBK-16 H
fermented milk on hypertension - a pilot
study on humans."”
MILCHWISSENSCHAFT 57 (3) 124-127 2002
FOUNDATION FOR NUTR. RES., PO BOX 30,
FIN-00039 HELSINKI, FINLAND,

XP002243244
page 125 -page 126; table 2

1,5,17

Foam PCTABAZ10 (continuaiion of sacand sheel} {Jorwesy 2004)
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IWHNATIONAL SEARCH REPORT o~ Application No
rformation on petent family members l PCT/EP 03/13644
Patont document * Publication Paent mmlly Publication
cited In search report datg membar(e) dats
W0 0195736 A 20-12-2001 AU 6716201 A 24~12-2001
WO 0195736 A2 20-12-2001
EP 1289375 A2 12-03-2003
Us 2003152665 Al 14-08-2003
EP 0322010 A 28-06-1989 NL 8703019 A 03-07-1989
. DE 3864997 D1 24-10-1991
DK 675888 A 15-056-1989
EP 0322010 Al 28-06-1989
ES 2026249 T3 16-04-1992
IE 61010 Bl 07-09-1994
us 4938973 A 03-07-1990
W0 02085131 A 31-10-2002 N2 511202 A 26-11-2002
CA 2443459 Al 31-10-2002
EP 1383394 Al 28-01-2004
WO 02085131 Al 31-10-2002
WO 03102204 A 11-12-2003 WO 03102204 A2 11-12-2003
Us 2002182301 Al 05-12-2002 WO 02071854 Al 19-09-2002
EP 1365656 Al 03-12-2003
EP 1142481 A 10~-10-2001 AU 1892600 A 01-08-2000
EP 1142481 Al 10-10-2001
NZ 513305 A 30-06-2003
uo 0041572 Al 20-07-2000
EP 1016709 A 05-07-2000 JP 3028411 B2 04-04-2000
JP 11098978 A 13-04-1999
AU 734422 B2 14-06-2001
AU 5780298 A 23-04-1999
BG 104382 A 29-12~2000
BR 9813218 A 29-08-2000
CA 2304985 Al 08-04-1999
EP 1016709 Al 05-07-2000
HU 0003744 A2 28-03-2001
PL 339343 Al 18-12-2000
. SK 4352000 A3 10-05-2001
. Us 6534304 Bl 18-03-2003
CN 1279712 T 10-01-2001
Cz 20001082 A3 17-01-2001
IN 188418 Al 2109-2002
) 9916862 Al 08-04-1999
TR 200000854 T2 21-07-2000
™ 526268 B 01-04-2003
Us 2003064501 Al 03-04-2003
ZA 9808659 A 31-03-1999
WO 0132905 A 10-05-2001 F1 992360 A 02-05-2001
AU 1149801 A 14-05-2001
AU 769432 B2 29-01-2004
AU 1149901 A 14-05-2001
CA 2387738 Al 10-05-2001
CA 2388354 Al 10-05-2001
CN 1387577 T 25-12-2002
CN 1387564 T 25-12-2002
cZ 20021369 A3 17-07-2002

Farm PCTABAZIO (patent Uemily annex) Lisrmey $004)
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I Application No
informstion on pstent family membors PCT/EP 03/13544
Patent documant Publicaion Patent tamily Publlcafion
clied In asarch report dalsa mambes(s) daw
WO 0132905 A 14 20021431 A3 14-08-2002
EE 200200230 A 16-06-2003
EE 200200231 A 16-06-2003
. EP 1226230 Al 31-07-2002
EP 1226267 Al 31-07-2002
Wo 0132836 Al 10-05-2001
Wo 0132905 Al 10-05-2001
HR 20020377 Al 31-08-2003
HR 20020378 Al 31-08-2003
HU 0203185 A2 28-01-2003
HU 0203256 A2 28-01~-2003
JP 2003513621 T 15-04-2003
JP 2003513636 T 15-04-2003
NO 20022061 A 28~-06-2002
NO 20022062 A 28-06-2002
NZ 518470 A 28-03-2003
NZ 518493 A 28~03-2003
IA 200203172 A 22-07-2003
ZA 200203179 A 22-07-2003
EP 0652285 A 10-05-1995 JP 2824821 B2 18-11-1998
JP 7123977 A 16-05-1995
DE 69431464 D1 07-11-2002 -
DE 69431464 T2 28-08-2003
EP 0652285 A2 10-05-1995
us 5541111 A 30-07-1996
Us 5695796 A 09-12-1997
UsS 5449661 A 12-09-1995 JP 2782142 B2 30-07-1998
JP 6040944 A 15-02-1994
CN 1090201 A ,B 03-08-1994
DE 69326513 D1 28-10-1999
DE 69326513 T2 13-04-2000
EP 0583074 A2 16-02-1994

Fewmn PCTASAE10 irwiend E3mily annes ) (amisry 2004)
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PCT

(10) NGimero de Publicacién Internacional

WO 2004/060073 Al

(51) Clasificacién Internacional de Patentes”: A23C 97123, /13
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NO PH, PL,I'T RO, RU, SE, 8], SK, SN, 8Y, TD, TG, TJ,
T™, TN, TR, UA, UZ, VN, YU, solamente): UNILEVER
N.V. [NL/NL]; UNILEVER N.V., Weenea 455, NL-3013 AL
Rotterdam (NL).

(71) Solicitante: (para AE, AG, AU, BB, BW, BZ, CA, CY, EG,
GB, GD, GH, GM, IE, IL, KE, LG, LK, LS, MN, MW, NZ,
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(54) Titulo: “PRODUCTOS DE LECHE FERMENTADA QUE COMPRENDEN TRIPEPTIDO VPP Y/O IPP"
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ORIGINALMENTE PRESENTADO EN FASE
INTERNACIONAL JUNTO CON SU
TRADUCCION



REIVINDICACIONES

1. Producto de leche fermentada que comprende tripéptidos VPP y/o IPP, en
donde el producto de leche fermentada comprende una cantidad de tripéptidos VPP
y/o IPP expresada como la concentracién IPP equivalente [IPPeq] de 145000IM o
més, caracterizado en que el producto de leche fermentada comprende 40-600
mmoi/kg K* y/o 30-400 mmol/kg Ca?* y/o 6-50 mmol/kg Mg**.

2. El producto de leche fermentada seglin la relvindicacién 1, en donde el
producto de leche fermentada comprende 50-600 mmol/kg K* y/o 40-400 mmol/kg
Ca** y/o 8-50 mmol/kg Mg?*.

3. El producto de leche fermentada seg(in la reivindicacién 2, en donde el
producto de leche fermentada comprende 100-150 mmol/kg K' y/o 40-100
mmol/kg Ca®* y/o 10-25 mmol/kg Mg**.

. El' producto de leche fermentada segln [a relvindicacién 3, en donde el
producto de leche fermentada comprende 110-135 mmol/kg K* y/o 40-60 mmol/kg
Ca?* y/o 13-20 mmol/kg Mg?*.

5. Proceso para la preparacién de un producto de leche fermentada, en donde
la fermentacion es controlada medlante la adiclén de una base en una cantidad tal
que el pH durante una parte sustancial de ia fermentacién es 4.3-5.9.

6. Proceso segun la relvindicadén 5, en donde la base tiene lones K* y el pH
durante una parte sustanclal de la fermentaclén es 4.9-5.5.

7. Proceso segln la relvindicaclén 5, en donde la tlene lones Ca?* y el pH
durante una parte sustanclal de la fermentaclén es 4.3-4.9.

8. Proceso segln la relvindicacidn 5, en donde la base comprende K*, Ca?* y/o
Mg**.

9. Proceso segln cualqulera de las relvindicaclones 6-8, en donde Ia
temperatura durante la fermentacién es 38-420C,

10. Proceso seglin cualqulera de las relvindicaclones 6-8, en donde el nivel de
oxigeno disuelto {dO;) durante la fermentacién es 5% o menos.
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11. Proceso segin cualqulera de las relvindicaciones 6-8, en donde la base es
una sal escogida del grupo consistente de sal de calcio, sal de potaslo y/o sal de
magneslo.

12. Proceso segin la relvindicaclén 10, en donde la sal es un hidréxido.

13. Proceso segln la relvindicadén 10 u 11, en donde la terminacién posterior
de la fermentacién del lactato de calclo sélido estd separada de la leche
fermentada.

14. Proceso segun cualqulera de las relvindicaclones 6-12, en donde un producto
que contlene agua, de la fermentacién es secado.

15. Proceso segln la relvindicacdlén 13, en donde el producto que contlene agua
de la fermentaclén es atomizado o liofilizado.

16. Proceso segin cualquiera de las reivindicaclones 6-14, en donde el
rendimiento molar de VPP en su sustrato es 15% o mds.

17. Uso de cepa CNRZ 244 de Lactobacillus helveticus, depositada en el Centre
Nacional de Reserches Zootechniques Jouy-en-Josas, Francla, para la producclon de
un producto de leche fermentada que comprende [IPPeq] de 145 CIM o més.
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Claims

1. Fermented milk product comprising tripeptides VPP and/or
IPP, wherein the fermented milk product comprises an amount
of tripeptides VPP and/or IPP expressed aa equivalent IPP
concentration [IPPeq] of 145 uM or more, characterized in
that the fermented milk product comprises 40-600 mmol/kg K*
and/or 30-400 mmol/kg Ca? and/or 6-50 mmol/kg Mg**.

2. Fermented milk product according to claim 1, wherein the
fermented milk product comprises 50-600 mmol/kg K' and/or
40-400 mmol/kg Ca®* and/or 8-50 mmol/kg Mg?*.

3. Fermented milk product according to claim 2, wherein the
fermented milk product comprises 100-150 mmol/kg XK' and/or
40-100 mmol/kg Ca?* and/or 10-25 mmol/kg Mg®*.

4. Fermented milk product according to claim 3, wherein the
fermented milk product comprises 110-~135 mmol/kg K' and/or
40-60 mmol/kg Ca®** and/ox 13-20 mmol/kg Mg**.

5. Process for the preparation of a fermented milk product,
wherein fermentation is controlled by addition of a base in
such an amount that the pH during a substantial part of the

fermentation is 4.3-5.9.

6. Process according to claim 5, wherein the base has K' ions
and the pH during a substantial part of the fermentation is
4.9-5.5,

7. Process according to claim 5, wherein the has Ca? ions and
the pH during a substantial part of the fermentation is
4.3-4.9.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

24

Process according to claim 5 wherein the base comprises K’,

ca?* and/oxr Mg**.

Process according to any of claims 6-8, wherein the

temperature during fermentation is 38-42°C.

Process according to any of claims 6-8, wherein the level
of dissolved oxygen (d0,;) during fermentation is 5% or

less.

Process according to any of claims 6-9, erein the base is a
salt chosen from the group consisting of calcium salt,

potassium salt and/or magnesium salt.

Process according to claim 10, wherein the salt is a

hydroxide.

Process according to claim 10 or 11, wherein the after
termination of the fermentation solid calcium lactate is
separated from the fermented milk.

Process according to any of claims 6-12, wherein a water-

containing product of the fermentation is dried.

Process according to claim 13, wherein the water containing

product of the fermentation is spray-dried or freeze-dried.

Process according to any of claims 6-14 wherein the molar

yield of VPP on its substrate is 15% or more.

Use of Lactobacillus helveticus strain CNRZ 244, deposited

at Centre National de Recherches Zootechniques, Jouy-en-
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Josas, France, for the production of a fermented milk

product comprising [IPPeq) of 145 pM or more.

D(O
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REPORTE DE EXAMEN FRELIMINAR Solicitud Internacional No. PCT/EP 03/13644
INTERNACIONAL

I. Bases del Reporte

1. Respecto a los elementos de la solicitud internacional: (Pdginas de remplazo que han sido suministradas a Ia
oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el articulo 14 estdn referenciades en este reporte como
“presentados originalmente” y no estin anexos a este reporte dado que no contienen modificaciones (Reglas
70.16y 70.17):
Descripeién, Piginas

1-22 como se presentaron originalmente

Reivindicaciones, NGmeros

1-16 presentado con telefax de 13.04.2005

Dibujos, Hojas
1/3-3/3

2. Respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron
suministrados a esta Autoridad en el idioma en el cual la solicitud internacional fue presentada, a
menos que se indique lo contrario bajo este ftem.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma, el cual es:

EI el idioma de una traduccién suministrada para una blisqueda internacional (segdn la Regla 23.1 (b)).

[[] el idioma de una publicacién de la solicitud internacional (segiin la Regla 48.3 (b)).

[[] el idioma de 1a traducrién suministrada para el examen preliminar internacional (segtin las Reglas
55.2y/055.3).

3. Respecto al nucleétido y/o secuencia amino &cida revelado en la solicitud internacional, se llevé a cabo
el examen preliminar internacional segin el listado de secuencia:

D contenido en Ia solicitud internacional en forma escrita.

D registrado junto con Ia solicitud internacional en forma legible por computador.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.

D proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.

[C] Se ha proporcionado l1a afirmacién respecto a la cual el listado de secuencia escrito
proporcionado subsiguientemente no va més alld de la revelacién en la solicitud internacional
segiin se presentd.

D Se ha proporcionado Ia afirmaci6n respecto a la cual la informacién presentada en forma
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.

4. Las modificaciones han resultado en la cancelacién de;

|:| la descripcion, pdginas
[] 1as reivindicaciones, Nos.

[] 108 dibujos, paginas

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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5. E Este reporte ha sido establecido como si (algunas) de las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se ha
considerado que van més alld de la revelacidn segin se presenté, como se indicé en Casilla Suplementaria

(Regla 70.2 (0)):

(Cualquier hoja de remplazo que contenga tales modificaciones debe ser referida bajo el ftem 1 y anexada a este
reporte.)

ver hoja separada

6. Observaciones adicionales, si son necesarias;

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmaci6n

1. Afirmacién
Novedad (N) St  Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-16
Nivel inventivo (IS) Si:  Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-16

Aplicabilidad industrial (IA) St:  Reivindicaciones 1-16
No:  Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones

Ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR Solicitud internacional No. PCT/EP 03/13644
INTERNACIONAL- HOJA SEPARADA

Item1I

Las enmiendas radicadas con el fax de fecha 13.04.2005 introducen objeto que se extiende mds alld del
contenido de la aplicacién como se radico, contrario al Articulo 34(2)(b) PCT. Las enmiendas relacionadas
son las siguientes: “rango de pH de 4.3-5.9". De hecho, 1a solicitud como re registr$ (pdgina 8, lineas 1-6),
se refiere a un protocolo preferido y a un valor de pH mayor de 4.9 en lugar de 5.9. Adicionalmente, se
puede ver en la p4gina 7, segundo pérrafo, que el rango de pH estd relacionado con la naturaleza de la base
usada,

E consecuencia, este reporte se basa en las reivindicaciones de producto 1-2 como se registraron con el fax
de fecha 13.04.2005 y las reivindicaciones de proceso 5-16 como se presentaron originalmente,

Item V

=

Se consideran los siguientes documentos

WO 01/95736 A
EP-A-0 322 010

WO 027085131 A
WO 03/102204 A

g EB8E

MATAR C ET AL: “THE EFFECTO OF MILK FERMENTATION BY LACTOBACILLYS
HELVETICUS ON THE RELEASE OF PEPTIDES DURING IN VITRO DIGESTION” JOURNAL OF
DAIRY SCIENCE, AMERICAN DAIRY SCIENCE ASSOCIATION. CHAMPAIGN, ILLINIOS, US,
vol. 79, no. 6, Junio 1 de 1996 (1996-06-01), paginas 971-979, XPO00620047 ISSN: 0022-0302-

US 2002/182301 Al
EP-A-1142 481
EP-A-1016 709
WO 01/32905 A

$EYR

3

0: TAKANO T: “Milk derived peptides and hypertension reduction* INTERNATIONAL DAIRY
JOURNAL, ELSEVIER APPLIED SCIENCE, BARKING, GB, 1998, pdginas 375-381, XP002236259
ISSN: 0958-6946

D11: EP-A-0652 285

D12: US-A-5449 661

D13: SEPPO L ET AL: “The effect of a Lactobacillus helveticus LBK-16 H fermented milk on hypertension
- a pilot study on humans.” MILCHWISSENSCHAFT 57 (3) 124-127 2002 FOUNDATION FOR
NUTR. RES., PO BOX 30, FIN-00039 HELSINKI, FINLANDIA, XP002243244.

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 1) (EPO-Abril 1997)
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REPORTE DE EXAMEN FRELIMINAR Solicitud internacional No. PCT/EP 03/13644
INTERNACIONAL- HOJA SEPARADA

2, El objeto de la presente reivindicacién de producto independiente 1 como se registr6 con el fax de
fecha 13.04.2005 (a la luz de las maltiples posibilidades ofrecidas por las expresiones “y/0”), no
cumples con el requerimiento de novedad (Articulo 33(2) PCT) a la luz de la revelacién de D9 (ver
en particular pasajes citados en el reporte de biisqueda), que revela un producto de leche
fermentada con un IPPeq equivalente y K+, Ca++ o Mgt+ en el rango de los revelados en dicha
reivindicacién 1.

El objeto de la presente reivindicacién de proceso independiente 5, como se registr6 originalmente,
no cumple con el requisito de novedad (Articulo 33(2) PCT) a Ia luz de las revelaciones de D1, D2
(ver en particular pasajes citados en el reporte de btisqueda), que revelan un proceso para preparar
un producto de leche fermentada mediante la fermentacién a pH constante entre 4.0-7.0 (D1), 5.1-6.0
(D2) o0 5.5-6.5 (D3) usando NaOH u otra base. Igualmente, D4 puede convertirse en relevante para
evaluar la novedad de la reivindicacion 5 presente una vez la salicitud alcance la fagse regional.

-, 3. La discusién de la pregunta si el objeto reivindicado involucra un nivel inventivo (Articulo 33(3)

PCT) es solamente de relevancia una vez se ha establecido la novedad.

4, El objeto de las reivindicaciones presentes cumplen los requerimientos del Articulo 33(4) PCT, ya
que se puede usar en la industria alimenticia.

Forma PCT/Hoja Separada 409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)
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F 7694(V) REIVINDICACIONES (ENMIENDA)

1. Producto de leche fermentada que comprende tripéptidos VPP y/o IPP, en donde el
producto de leche fermentada comprende una cantidad de tripéptidos VPP y/o IPP
expresada como la concentracion IPP equivalente [IPPeq] de 145uM © mas,
caracterizado en que el producto de leche fermentada comprende 50-600 mmolkg K' y/o
40-100 mmolkg Ca®* y/o 6-50 mmol/kg Mg**.

2, El producto de leche fermentada segn la reivindicacién 2, en donde el producto de leche
fermentada comprende 110-135 mmolkg K* y/o 40-80 mmolkg Ca** y/o 13-20 mmol/kg
Mg™.

3. Proceso para la preparacién de un producto de leche fermentada, que comprende los
siguientes pasos:

a) inoculaciébn posterior, una fermentacién de acidificacion libre hasta que se alcanza un
pH en un rango de 4.3-5.9;

b) posteriormente, una fermentacién de pH controlado.
4. Proceso segln la reivindicacion 3, en donde la fermentacidén de pH controlado es
controlada mediante la adicién de una base en una cantidad tal que el pH durante una

parte sustancial de la fermentacién es 4.3-5.9.

5. Proceso segln la relvindicacién 5, en donde después del paso b), se ejecuta
posteriormente una fermentacion de acidificacién libre.

6. Proceso seg(in cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde la base tiene iones K' y
el pH durante una parte sustancial de la fermentacién es 4.9-5.5.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde la tiene lones Ca® y el
pH durante una parte sustancial de la fermentacién es 4.3-4.9.

Proceso segn cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde la base comprende K',
Ca® ylo Mg?.

Proceso seg(n cualquiera de las reivindicaciones 3-8, en donde la temperatura durante la
fermentacién es 38-42°C.

Proceso segin cuakjuiera de las relvindicaciones 3-9, en donde el nivel de oxigeno
disuelto (dO;) durante la fermentacién es 5% o menos.

Proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 3-10, en donde la base es una sal
escogida del grupo consistente de sal de calclo, sal de potasio y/o sal de magnesio.

Proceso segun la reivindicaclén 11, en donde la sal es un hidrdxido.

Proceso segln la reivindicacién 11 o 12, en donde la terminacién posterior de la
fermentacién del lactato de calcio sdlido esta separada de la leche fermentada.

Proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 3-13, en donde un producto que
contlene agua, de la fermentacion es secado.

Proceso segin la relvindicacién 14, en donde el producto que contiene agua de la
fermentacién es atomizado o liofilizado.

Proceso segin cualquiera de las reivindicaciones 3-15, en donde el rendimiento molar de
VPP en su sustrato es 15% o mas.
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Basis of the report

1. With regard io the elements of the intemational application (Replacement sheets which have been fumished o

the receiving Office in response to an invitation under Arlicle 14 are referred lo in this report as "originally fled”
and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)).
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lalms, Numbers
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Drawings, Sheels
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O the language of a translation furnished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).
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O the language of a translation fumiehed tor the purposes of intemational prefiminary examination (under
Rule 55.2 andbr 55.3).

With regand to any nuclectide andbr amino acid sequence disciosed in the intemational application, the
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fled together with the intemational application in computer readable form.
fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to thie Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure
in the international application as filed has been fumished.

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence
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5. ® This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, slncéthoyhava
been considered to go bayond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)).
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational appiication No. PCT/EP 03/13644
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Hem |
The amendments filed with the fax dated 13.04.2005 introduce subject-matter which
extends beyond the content of the application as filed, contrary to Article 34(2)(b)
PCT. The amendments concemed are the following: "pH range 4.3-5.9".
Indeed, in the application as filed (page 8, lines 1-8), it is referred to a preferred
protocol and to a higher pH value of 4.9 instead of 5.9. Furthermore, it can be seen
from page 7 , second paragraph, that the pH range is related to the nature of the
base used.
Consequently, this report is based on product claims 1-2 as filed with fax dated
13.04.2005 and process claims 5-16 as originally filed.

Hem V
1. The following documents are considered:
D1: WO 01/85736 A
D2: EP-A-0322010
D3: WO 02/085131 A
D4: WO 03/102204 A 11 December 2003 (2003-12-11)
D5: MATAR C ET AL: "THE EFFECT OF MILK FERMENTATION BY

LACTOBACILLUS HELVETICUS ON THE RELEASE OF PEPTIDES DURING

IN VITRO DIGESTION" JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, AMERICAN DAIRY

SCIENCE ASSOCIATION. CHAMPAIGN, ILLINOIS, US, vol. 79, no. 6, 1 June

1996 (1996-06-01), pages 971-879, XP000620047 ISSN: 0022-0302

US 2002/182301 A1

EP-A-1 142 481

EP-A-1 016 709

D9: WO 01/32905 A

D10: TAKANO T: "Milk derived peptides and hypertension reduction”
INTERNATIONAL DAIRY JOURNAL, ELSEVIER APPLIED SCIENCE,
BARKING,, GB, 1998, pages 375-381, XP002236259 ISSN: 0958-6046

D11: EP-A-0 652 285

D12: US-A-5 449 661

D13: SEPPO L ET AL: "The effect of a Lactobacillus helveticus LBK-16 H
fermented milk on hypertension - a pilot study on humans.”
MILCHWISSENSCHAFT 57 (3) 124-127 2002 FOUNDATION FOR NUTR.
RES., PO BOX 30, FIN-00039 HELSINKI, FINLAND, XP002243244

38
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INTERNATIONAL PRELIMINARY intemational application No. PCT/EP 03/13644
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

2. The subject-matter of present independant product claim 1 as filed with fax dated
13.04.2005 (in the light of the multiple possibilities offered by the expressions
"and/or") does not meet the novelty requirement (Article 33(2) PCT) in the light of the
disclosure in D9 (see in particular passages cited in the search report), which
discloses a fermented milk product with an equivalent IPPeq and K+, Ca++ or Mg++
in the range of those disclosed in said claim 1.

The subject-matter of present independant process claim 5 as originally filed does
not meet the novelty requirement {Article 33(2) PCT) in the light of the disclosures in
D1, D2 (see in particular passages cited in the search report), which disclose a
process for prepasing a fermented milk product by fermenting at constant pH
between 4.0-7.0 (D1), 5.1-6.0 (D2) or 5.5-6.5 (D3) using NaOH or another base.
Equally, D4 may become relevant in assessing novelty of prosent claim 5 once the
application reach the regional phase.

3. Discussion of the question whether the claimed subject-matter invoives an inventive
step (Article 33(3) PCT) is only of relevance once novelty has been established.

4. The subject-matter of present claims meets the requirements of Article 33(4) PCT,
since it can be used in the food industry.

Form PCT/Saparate Sheet409 (Sheet 2) (EPO-Aprl 1967)
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13-04-2005 ° : EP0313644

" 13-e4-2085 17 UNILEVER PATENT DEPT : P.méb\

¥ 7654 (v) Claims (Amended)

1. Fermanted milk product comprising tripeptides VPP and/or
IPP, wherein the fermanted milk product comprises an
amount of tripeptides VPP and/or IPP expressed as
equivaleant IPP concentration [IPPeg] of 145 gM or wmore,
characterized in that the fermented milk produé¢t comprises
50-600 mmol/kg K* and/or 40-100 mwol/kxg Cal* and/or 6-50
mmol/kg Mg™.

2. PFermented milk product according to claim 2, wherein the
fermented milk product comprises 110-135 mmol/kg. K" and/or
40-60 mmol/kg Ca** and/or 13-20 mwol/ky Mg™. '

3. Process for the preparation of a fermented milk product,
comprising the following steps:
a)after inoculation, a free acidification fermentation
until a pH in range 4.3-5.% is reached;
b) subsequently, a pH-controlled fermentation.

4. Process according claim 3, vherein the pH-controlled
fearmantation ies controlled by addition of a base in such
an amount that the pH during a substantial part of the
fermentation ims 4.3-5.9. :

5. Process according to claim 4, wherein after step b)
subsequencly a second free acidification fermentation ims
aexaecuted.

6. Process according ro any of claims 3-5, wherein the base
has XK' ions and the pH during a substantial part of the
fermentation is 4.9-5.5. :

Expf .zei t2 13/04/2005 17:14 AMENDED SHEET ypgp - $3



13-04-2005 * : EP0313
E 45
13942005 - 17: 3 UNILEVER PATENT DEFY - P.E3/A3

¥ 7694 (v) Claims (Amended)

7. Process according to any of claims 3-5, wharein ths has
Ca® ions and the pH during a substantial part of the
fermentation is 4.3-4.9.

8. Process according to any of claims 3-5, whaerein the base
comprises X',Ca® and/or mMg®.

5. Process according to any of claims 3-8, wherein the
temperature during Fermentation iz 38-42°C.

10. Process according to any of claims 3-9, wharein the level
of dissolved oxygen (dO;) during fermentation is 5% or
less.

11. Process according to any of claims 3-10, wherein the base
is a salt chosen from the group consisting of calcium
ealt, potassiun salt and/or magnesium salt.

12. Process accerding to claim 11, wherein the salt is a
hydroxide.

13. Procepa according to claim 11 or 12, wherein the after
termination of the fermentation polid calcium lactate ism
saparated from the fermented milk.

14. Process according to any of claims 3-13, wharein a water-
containing product of the fermentation is dried.

15. Process according to claim 14, wherein the water
containing product of the fermentation im spray-dried or
freeza-dried. ;

16. Process according to any of claims 3-15, wherein the molar
yield of VPP on its substrate is 15% or more.

) TOTAL P.€3
Egpf .zei t213/04/2005 17:14 AMENDED SHEET 104 p o - <



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS

REIVINDICACIONES

En ejerciclo del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacidén en materla de Patentes PCT, atentamente
me permito Informar a ese Despacho que el capitulo relvindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internacional ha

sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcién de la presente Invencion y en este
sentido, no configuran una ampliacién del Invento o de la

divulgacién contenida en la solicltud presentada.
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PRODUCTOS DE LECHE FERMENTADA QUE COMPRENDEN
TRIPEPTIDO VPP Y/O IPP

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencion se relaciona con un producto de leche fermentada que
comprende una cantidad de tripéptidos VPP y/o IPP, expresada como la
concentracién IPP equivalente [IPPeq] de 145 uM o méas, que comprende
40-600 mmol/kg K* y/o 30-400 mmol/kg Ca®* y/o 6-50 mmol/kg Mg**.

0



Productos de leche fermentada que comprenden tripéptido VPP y/o iPP

Descripcién

Campo de la Invencidn

La invencién esta relacionada con un producto de leche fermentada que
comprende tripéptido VPP y/o IPP. La invenciéon ademas se relaciona con
un proceso para la preparacion de tal producto de leche fermentada y a
productos alimenticios producidos usando el producto de leche fermentada.

Antecedentes de la invencion

Se considera que la hipertensién o presion sanguinea alta es una de los
principales factores de riesgo de las Enfermedades Cardio Vasculares
(CVD). Uno de los mecanismos que regula la presiéon sanguinea es el
sistema renina-angiotensina. Esta es una cascada de reacciones gue
conducen a la formacion de angiotensina I, que tiene un efecto
vasoconstrictor fuerte y, por consiguiente de aumento de la presion
sanguinea. La inhibicion de una de las enzimas clave an esta cascada:
Enzima Convertidota de Angiotensina | (ACE) reduce la formacion de
angiotensina Il y asi, tiene un efecto de disminucién de la presioén sanguinea.
Los estudios de intervencién humana de largo plazo han mostrado que el
consumo regular de pequefias cantidades de inhibidores ECA reduce la CVD
en 25% (Gerstein et al. (200), the Lancet 355, 253-259).

Un producto de leche fermentada comercialmente disponible, que reivindica
ser "adecuado para aquelios con hipertension® es la leche agria Cailpis,
fermentada con Lacfobacillus helvelicus y Saccharomyces cervisiae,
producida por Food Industry, Japon.

Otro producto de leche fermentada comercialmente disponible es Evolus,
producido por Valio, Finlandia, que reivindica ser "el primer alimento
funcional Europeo que ayuda a disminuir la presién sangulnea”.

6l



Ambos productos de leche fermentada son fermentados con cepas de
Laciobacillus helveticus (Lb. Hleveticus). Los productos contienen péptidos
bioactivos responsables de la inhibicion de ACE in vitro, que son producidos
mediante protedlisis de caseinas. Comparada con otras bacterias de écido
lctico, la Lb. Helveticus es una de las especies de Lactobacillus proteolitica
mas eficiente.

El rompimiento de caseinas mediante el sistema proteolitico de las bacterias
de dacido ldctico se puede dividir en tres etapas. Inicialmente el rompimiento
de caseina se realiza mediante proteinasas exiracelulares seguido de Ia
recaptacion de diftri péptidos y oligopéptidos (4 a 12 residuos de amino
dcidos), usando mecanismos de recaptacion especificos. En la uitima etapa,
los peptidos son degradados adicionalmente mediante peptidasas
intracelulares, produciendo péptidos pequefios y amino &cidos para
crecimiento bacteriano. Este sistema proteolitico complicado de las
bacterias de dcido lactico estd descrito en Kunji ef al., (1996), Molecular
Microbiology 27, 1107-1118. Se puede encontrar una revisién sobre el
sistema de peptidasa intracelular en Christensen ot al., (1999), Molecular
Microbiology 76, 217-246).

EP-A-0737690 describe un agente anti-hipertensivo que comprende una
cantidad efectiva de péptidos que contienen una secuencia de amino écido
Lys Val Leu Pro Val Pro GIn y/o Tyr lys Val Pro GIn Leu, y un
proceso para preparar tal agente usando una proteinasa producida por las
bacterias de écido lactico. En la pagina 3, se describe que con el fin de
aumentar el rendimiento de la proteinasa objetivo, el pH deber estar en un
rango neutral, esto esen unrangode 5a 8.

Segun EP-A-1016709, se desea producir leche fermentada con un contenido
mayor de lactopéptidos comparado con el contenido de Acido ldctico
generado en la leche fermentada. Provee una cepa CM4 de Lactobacillus
helveticus que en fermentacién produce 30-50 pg de tripeptidos Val-Pro-Pro
(VPP), e lie-Pro-Pro (IPP) por 0.01 g de écido DL-ldctico. La Tabla 2 de EP-
A-1016709 muestira que esta cepa produjo 38.5 ug/ml de suero de VPP y
23.5 pg/ml de suero de IPP, que comresponde a un valor IPPeq, como se
define de aqui en adelante, de 140 uM.

¢l



Resumen de la Invencién

Un objeto de la invencion es proveer un producto de leche fermentada que
tiene un alto contenido de tripéptidos VPP y/o IPP. Otro objeto de la
invencién es proveer un producto de leche fermentada que cuando se usa
en un producto alimenticio, tiene un buen sabor. Aln otro objeto de la
invencién es provee un producto de leche fermentada que muestra un efecto
mejorado de de disminucién de la presién sanguinea.

Uno o méas de estos objetos son alcanzados segun la invencién, que provee
un proceso para la preparacién de un producto de leche fermentada, en
donde la fermentacién es controlada mediante la adicién de una base en una
cantidad tal que el pH durante una parte sustancial de la fermentacién es de
4359

La invencion se relaciona ademas con un producto de leche fermentada que
comprende una cantidad de tripéptidos VPP y/o IPP expresada como la
concentracion IPP equivalente [IPPeq] de 145 uM o mas, obtenible segun el
proceso de la invencion, que comprende 40-600 mmolkg K y/o 30-400
mmol/kg Ca* y/o 6-50 mmolikg Mg?*.

Descripcion detallada de la invencion

Las cantidades dadas se expresardn con relacién al peso total ‘del producto
alimenticio o producto de leche fermentada, a menos que se indique de otra
forma.

Lactobacillus se abrevia aqui como Lb.

El péptido Val — Pro — Pro se abrevia como VPP y el péptido lle — Pro — Pro
como IPP.

Los tripéptidos VPP y/o IPP como se definen aqul incluyen VPP, IPP y
péptidos que contienen 3-25 residuos de aminodcido que incluyen la
secuencia VPP y/o IPP, y mezclas de estos péptidos. La cantidad molar



total de los tripéptidos VPP y/o IPP en mezcias, se calcula aqui mediante la
adicion de cantidades molares de los tripéptidos en la mezcla.

La fermentacion segun la invencion produce los tripéptidos activos VPP y/o
IPP, que tienen una actividad diferente. El ICs, la concentracion que cause
la inhibicién del 50% de la actividad de ACE, es 5 pM para IPP y 9 uM para
VPP (Kohmura, M. ef al. (1990), Agricultural and Biochemical Chemistry, 54,
B835-836 y Nakamura, Y. ef al. (1985), J. Dairy Sci. 78, 1253-1257). Para
expresar la concentracién total de estos péptidos activos en un valor simple,
se usa aqul la concentracion IPP equivalente ([IPPeq], que se define de la
siguiente forma, y preferiblemente expresada en uM:

[IPPeq] = [IPP] + 5/9 * [VPP] (1)

Los productos alimenticios segun la invencion se definen como productos
adecuados pama consumo humano, en {03 cuales, un producto de leche
fermentada segun la invencién se usé como un ingrediente, en una cantidad
efectiva de forma que se obtiene un efecto inhibidor de ACE evidente.

El material de partida de leche puede ser cualquier leche, siempre y cuando
contenga una proteina que comprende la secuencia de amino &cido VPP ylo
IPP. La leche animal, como leche de vaca, leche de cabra, leche de
camello, leche de yegua, se puede usar como material de partida de leche.
Se pueden usar leche descremada. El contenido de sdlido en el material de
partida de leche no esta particularmente limitado, pero es usualmentede 5 a
20%p. El material de partida de leche puede ser leche reconstituida,
preparada mediante el mezclado de agua e ingredientes de leche, por
ejemplo polvo de leche (descremada). El material de partida de leche puede
contender aditivos, tales como carbohidratos, etc., siempre y cuando estos
contengan aditivos que no interfieren con la fermentacion.

La fermentacion del material de partida de leche se puede ejecutar en
fermentadores convencionales, en 109 cuales el material de partida de leche
como medio, es inoculado con Lb. helveticus.



La Lb. helveticus puede ser cualquier cepa de Lb. helveticus. Son preferidas
las cepas que producen altas cantidades de tripéptido VPP y/o iPP. La cepa
mds preferida de Laclobacillus helveticus es CNRZ 244, depositada en el
Centre Nacional de Reserches Zootechniques, Jouy-en-Josas, Francia.

Se pueden adicionar opcionaimente otros microorganismos al medio de
fermentacién sismpre y cuando se alcance el objeto de ia presente
invencion. Por ejemplo, se puede adicionar opcionalmente levadura para
mejorar el sabor y gusto del producto de leche fermentada.

Las cepas de levadura no estan particularmente limitadas, y por ejemplo, se
puede usar preferiblemente la levadura del género Saccharomyces, tal como
Saccharomyces cerevisiae. El contenido de la levadura se puede seleccionar
adecuadamente dependiendo del resultado deseado.

No hay limitacién particular en la cantidad de la Lb. helveticus con la cual el
medio es inoculado. La cantidad de inoculacion es usualimente de
aproximadamente 107 a 10° células de |as bacterias Lb. heiveticus.

La Lb. helveticus se puede adicionar a la fermentacién preferiblemente en
forma de un iniciador pre-cultivado que tiene suficiente actividad. El conteo
de célula inicial del iniciador es preferiblemente de aproximadamente 107 a
10° células/mi.

Los materiales en el fermentador, incluyendo el indculo de Lb. helveticus y el
material de partida de leche, se pueden mezclar en forma convencional, con
el fin de alcanzar un medio de fermentacién homogéneo.

Ventajosamente, la fermentacion se puede realizar de 25 a 50°C y
preferiblemente de 30 a 45°C, por 6 a 100 horas, y preferiblemente 15 a 50
horas. Preferiblemente, la temperatura de fermentacién es 38-42°C, porque
en este rango de temperatura se forma la cantidad mas alta de tripéptidos
VPP ylo IPP.



Hemos encontrado que el pH durante la fermentacion es critico en cuanto
que la cantidad de tripéptidos VPP y/o IPP formados. Por lo tanto,
preferiblemente, la fermentacién es controlada mediante la adicién de una
base en una cantidad tal que el pH durante una parte sustancial de la
fermentacion es 4.3-589. El pH durante una parte sustancial de la
fermentacion es 4.3-5.9, més preferiblemente 4.4-4.8, y o méas preferido 4.5-
4.7. Una parte sustancial de la fermentacién significa en este contexto al
menos 1 hora 0 mas del tiempo de fermentacion. Preferiblemente, el pH
durante la fermentacion es controlado durante 3 horas 0 mas del tiempo de
fermentacién, més preferiblemente 5 horas o més.

El pH puede ser controlado mediante la adicion de base (0 amortiguador) al
medio de fermentacién. La base puede ser cualquier base adecuada para
uso en la preparacién de productos alimenticios. Tal fermentacion
controlada se llama aqul fermentacién de pH controlado. Sin control de pH,
se llama aqui fermentacién de acidificacion libre.

Preferiblemente, la base tiene iones K' y el pH durante una parte sustancial
de la fermentacion es 4.9-5.5. Altemativamente, en una realizacion
preferida, la base tiene iones Ca®* y el pH durante una parte sustancial de la
fermentacidén es 4.3-4.9. Se prefiere especialmente una combinacién de
base que contiene los iones K, Ca®* y/o Mg**.

Durante la fermentacion, la Lb. helveticus produce, entre otros, dcido lactico.
El 4cido ldctico (HLa o LaH) se disocia en un protén, H*, y un anién lactato,
La-(algunas veces referido aqui como sal de lactato disuelta cuando otra
fuente de catién esta presente, tipicamente de la base o sal amortiguadora).
La cantidad de disociacidn estd relacionada con el pH de la solucién y el
PKa del Acido ldctico. £l PKa del acido lactico a 25°C es 3.86 (a 50°C es de
aproximadamente 3.89). La ecuacién (2) siguiente describe como estdn
relacionados el pH, PKa, y el grado de disociacién de dcido ldctico.

pH=pKa + log (fLa-]/[LaH]) (2)



La ecuacién (2) muestra que la mitad del dcido es disociada cuando et pH
iguala el pka del dcido. A valores de pH mayores, la mayoria del dcido
lactico estd en la forma del anién lactato. Si el caldo de fermentacion tiene
un valor de pH entre 3.0 y 4.5, habré una cantidad significativa de acido
ldctico en la forma no disociada. De hecho, en un pH de 3.0, la relacién
molar de écido lactico libre (no disociado) a ion lactatc a 25°C es de
aproximadamente 7.0; y, a un pH de aproximadamente 4.5, la relacién a
25°C es de aproximadamente 0.23.

Un protocolo preferido para la fermentacion de pH controlado se ejecuta de
la siguiente forma: después de la inoculacion (1) una fermentacion de
acidificacion libre hasta que se alcanza in pH deseado (en el rango de 4.3-
4.9), posteriormente (2) una fermentacién de pH controlado y opcionalmente
(3) posteriormente una segunda fermentacién de acidificacion libre hasta la
terminacion, e.g., a pH 3.54.0. Como resultado de este protocolo se puede
obtener una cantidad alta de IPP equivalente, mientras se mantiene un nivel
relativamente bajo de sales en el producto de leche fermentada.

Preferiblemente la base es una sal de metal, el metal que es comun en la
comisa, pero no aumenta la presién sanguinea. Preferiblemente Ia base es
un hidroxido. Una base que contiene sodio, tal como hidréxido de sodio, es
por lo tanto preferiblemente excluida. Méds preferiblemente la base es una
sal escogida del grupo consistente de sal de caicio, sal de potasio y/o sal de
magnesio. Los iones de metal de tal base K', Ca** ylo Mg®*, que como
resultado de la fermentacion de pH controlado se convertirdn en parte del
producto de leche fermentada, pueden disminuir la presion sangulnea en
humanos.

Preferiblemente, el nivel de oxigeno disuelto (dO2) durante la fermentacion
es 5% o0 menos. A niveles bajos de oxigenc disuelto, la produccion de
tripéptidos VPP y/o IPP aumenta, comparado con niveles de oxigeno
mayores. El fermentador puede ser rociado y/o el espacio de cabeza del
fermentador puede ser limpiado con un gas inerte, como nitrégeno, con el fin
de lograr niveles bajos de oxigeno disueito.

1



Ventajosamente, después de la terminacién de la fermentacién se pueden
ejecutar varios pasos de proceso adicionales. Por sjemplo, el lactato de
calcio sélido y/o lactato de magnesio se pueden separar de la leche
fermentada, e.g., mediante enfriamiento del producto de leche fermentada,
tal como estos lactatos precipitados. El producto de leche fermentada se
puede usar como tal, o se puede diluir, se puede concentrar, se puede
purificar y se puede secar, preferiblemente atomizar o liofilizar.

Segun la invencion, un numero relativamente aito de moléculas de VPP y/o
IPP se pueden liberar de la caseina que contiene el material de partida (el
sustrato). Preferiblemente, el rendimiento molar de VPP en su susirato de
15% o mas, preferiblemente 20% o més, y mas preferiblemente 25% o mas.
El rendimiento molar de VPP se define como la cantidad molar de VPP
producida en la fermentacién, dividida por la cantidad molar de fragmentos
de VPP en la masa total de caseina presente en el material de partida de
leche antes del inicio de la fermentacién. Un cédlculo andlogo produce el
rendimiento molar de IPP. EIl rendimiento molar de IPP es preferiblemente
de 8% o mas, mas preferiblemente 10% o mas, y lo més preferido 25% o
mas.

Con el proceso de la invencion, una leche fermentada es obtenible, la cual
comprende una cantidad de tripéptidos VPP y /o IPP expresada como
concentracion de IPP equivalente [IPPeq)] de 145 uM o mas.

El producto de leche fermentada comprende 40-600 mmol/kg K* y/o 30-400
mmol/kg Ca** y/o 6-50 mmolkg Mg**, preferiblemente 50-600 mmolkg K*
ylo 40-400 mmol/kg Ca** y/o 8-50 mmolkg Mg**, mds preferiblemente 100-
150 mmol/kg K* y/o 40-100 mmolkg Ca?* y/o 10-25 mmol/kg Mg?*, y lo mas
preferido 110-135 mmol/kg K* y/o 40-60 mmol/kg Ca® y/o 13-20 mmol/kg
Mg?*. Los niveles de estos iones serédn determinados aqui como K, Ca y Mg,
i.e., independientermente de ia carga del ién. Preferiblemente, el producto de
leche fermentada comprende dos o mas de los iones K', Ca?* y Mg**
mencionados, en las cantidades mencionadas anteriomente, mas
preferiblemente los tres iones en las cantidades mencionadas.



Eil producto o productos de leche fermentada derivados de este pueden ser
consumidos como tales por los seres humanos. También se pueden usar en
un producto alimenticioc 0 como un ingrediente alimenticio. Preferiblemente,
en tal caso los niveles de concentracién IPP equivalente y K*, Ca** y Mg®*
del producto alimenticio estdn dentro de los rangos como se definieron aqui
para el producto de leche fermentada.

El producto de leche fermentada segun la invencién o los productos
alimenticios derivados de este se pueden pasteurizar o esterilizar.

Los productos alimenticios segun la invencién pueden ser de cualquier tipo
de alimento. Pueden comprender ingredientes alimenticios comunes
ademss del producto de leche fermentada, tales como saborizantes, aziicar,
frutas, minerales, vitaminas, estabilizantes, espesantes, etc., en cantidades
apropiadas. Preferiblemente, los productos alimenticios son productos de
tipo lacteos o productos de confiterfa congelados. Estos tipos preferidos de
productos alimenticios estédn descritos en algun detalle més adelante y en los
ejemplos.

- Productos de tipo ldcteos

Ejemplos de productos ldcteos segun la invencion son leche, esparcibles
lActeos, queso crema, bebidas tipo leche y yogurt, en donde los sdlidos de la
leche consisten parciaimente o totalmente de los sdlidos de la leche
fermentada de Lb. helveticus.

Un ejemplo de una composicidn para un producto tipo leche es de
aproximadamente 50-80%p de agua, 3-12%p de sdlidos de leche
fermentada de Lb. heiveticus, 0-15%p de poivo de suero, 0-15%p de azicar
(e.g., sucrosa), 0.01-1 %p de cultivo de yogurt, 0-15%p de fruta, 0.05-5%p
de vitaminas y minerales, 0-2%p de sabor, 0-5%p de estabilizante (agentes
espesantes o gelantes).

Un tamatfio tipico de porcién para un producto tipo yogurt podria ser de 50 a
250 g, generalmente de 80 a 200 g.
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- Productos de Confiteria Congelados

Para el proposito de la invencién, el término producto de confiteria
congelado incluye leche que contiene confites congelados tales como
helado, yogurt congelado, nieve, sorbete, leche helada y tarta congelada,
helados de agua y purés de fruta congelados.

Preferiblemente, el nivel de sdlidos en el confeti congelado (e.g., azicar,
grasa, agente saborizante) es de mas de 3%p, mas preferido de 10 a 70%p,
por ejemplo 40 a 70%p.

El helado comprendera tipicamente de 0 a 20%p de grasa, 2 a 20%p de
sdlidos de leche fermentados, endulzantes, 0 a 10%p de componentes no
grasos de la lache y componentes opcionales tales como emulsificantes,
estabilizantes, preservativos, ingredientes saborizantes, vitaminas,
minerales, etc., siendo el resto agua. Tipicamente, el helado sera aereado,
e.g., hasta un exceso de 20 a 400%, méds especificamente 40 a 200% y
congelado hasta una temperatura de -2 a -200°C, méds especificamente -10
a -30°C. El helado comprende normalmente calcio a un nivel de
aproximadamente 0.1%p.

Otros productos alimenticios segun la invencién pueden ser preparados por
el experto con base en el conocimiento comun general, usando leche
fermentada o productos derivados de la leche fermentada como un
ingrediente en cantidades adecuadas. Ejemplos de tales productos son
productos homeados, productos tipo ldcteos, pasabocas, bebidas, etc.

Ventajosamente, el producto alimenticio es una emulsién que contiene aceite
y agua, por ejemplo un esparcible. Emuision de aceite y agua se define aqui
cOomo una emuision que comprende aceite y agua e incluye emulsiones
aceite en agua (O/W) y emuisiones agua en aceite (W/O), y emulsiones mas
complejas, por ejempio emulsiones agua-en-aceite-en-agua (W/OMJ/OM).
El aceite se define aqui que incluye grasa.

Preferiblemente, el producto alimenticio es una bebida, especiaimente una
bebida tipo lactea, un esparcible, confite congelado o salsa.
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Preferiblemente, un esparcible segun la invencion comprende 30-80%p de
aceite vegetal. Ventajosamente, un esparcibie tiene un pH de 4.2-6.0.

Explicacién de las Figuras

Figura 1
La Figura 1 muestra |a concentracion de VPP, PP e IPPeq calculada (en

pM) segun los ejemplos 1-8 como una funcion del pH. Los datos de IPP
estdn indicados por A, y los datos VPP por e, y los datos [PPeq estén
indicados por ¢. ~

Figura 2

La Figura 2 muestra perfiles tipicos de pH. El pH es graficado como una
funcién del tiempo de fermentacién (en horas). La curva corta muestra la
fermentacion de acidificacion libre de 24 horas con una fase de pH
controlada a las 10-15 horas, y la curva larga, la fermentacion sin control de
pH por 48 horas.

Eigura 3

La Figura 3 muestra la concentracion de péptidos VPP e IPP que inhiben
ACE, expresada en pM en funcién del tiempo de fermentacién (en horas).
Los datos VPP se muestran como e, y |los datos IPP como A. Los datos
para el sjemplo 16 estdn conectados mediante una linea sdlida y los del
ejemplo 17 con una linea punteada.

Ejemplos
Determinaci i s de IPP y VPP

Se realiz6 la cuantificaciéon del VPP e IPP usando HPLC-MRM-MS en modo
ES! positivo. Las muestras fueron analizadas usando un sistema de HPLC
HP1100 (ex Agilent) combinado con un especirémetro de masa de
cuadrupolo triple Quattro-lil (ex Micromass UK). Las muestras fueron
inyectadas en una columna Varian 150x2.1 mm Intersil ODS-3 empacada
por GL_Sciences. El gradiente de eluyente era lineal desde 100% de agua
que contenia dcido ftrifluoroacético (TFA) hasta 100% de acetonifrilo que
contenia 0.1% de TFS en 46 minutos con una rata de flujo de 0.2 mi/min. La

Bl
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fuente de ibn de la MS estaba operando en modo de electro-rociado positivo.
Se monitored el idn hija m/z 213.1 en MRM de los iones base m/z 12.2 y m/z
326.2 de VPP e IPP respectivamente. El voltaje de cono fue de 19V y la
energia de colisién 18eV para ambos compuestos. El gas de colision usado
fue Argon, y la presidn del gas de colision fue de 2.3 x 10° mbar. La
cuantificacién se realizé6 usando una curva de calibracion externa separada
para ambos compuestos.

Determinacion de la actividad de inhibicién de ACE

Se determind la aclividad de inhibicion de ACE usando una técnica de
ensayo descrita a continuacién. En este ensayo in vilro se usa el sustrato
fluorogénico extinguido internamente Abz-FRK(Dnp)p-OH descrito por
Araujo et al, Biochemistry 39, 8519-8525 (2000).

Cuando el ACE cliva el enlace R-K del sustrato fluorogénico, la distancia del
extintor (Dnp) con respecto al grupo fluorescente (Abz) serd agrandada
produciendo una sefial fluorescente.

Esta seiial esia directamente relacionada con la actividad de ACE y se mide
con un fluorémetro.

Las muestras fueron preparadas de la siguiente forma:

La leche fermentada se transfirié a un tubo centrifugo. El pH se ajusté hasta
4.0 + 0.1 mediante la adicién de unos pocos ul de HCI 6M y se centrifugo por
5-10 minutos a 4.000 x g a temperatura ambiente (TA). El sobrenadante se
transfirié a un tubo y el pH se ajustd a 7.0 £ 0.1 mediante la adicién de unos
pocos ul de NaOH 6M. La muestra ajustada de pH se transfirié a un tubo
Eppendorf yv se centrifugd por diez minutos a 14.000 rpm a TA. El
sobrenadante se transfirid a un tubo y estaba listo para el ensayo de
actividad de inhibicibn de ACE. Si la muestra no era procesada
inmediatamente, se aimacenaba a -20°C.

150 ul de Abz-FRK(Dnp)P-OH 3.75 uM en amortiguador de prueba (=
amortiguador Tris 100 mM (con NaCl 100 mM) pH 7.0) + 20 pl de ACE
0.00625U/ml en amortiguador de prusba + amortiguador 40 ul/ensayo se

&
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agregaron por agujero a una microplaca, la actividad del ACE fue entonces
seguida directamente usando fluorescencia (A 320 NM Aem: 420 Nm). La
pendiente/segundo es una medida de la actividad de ACE.

Como estdndar se usd Captopril {concentracion final 1 nM) o IPP
(concentracion final 5 upM). Ambas concentraciones produjeron
aproximadamente 30% de inhibicién de la actividad de ACE.

La inhibicién de ACE (ACE!) se expresa como unidades arbitrarias {(a.u.),
que se define de la siguiente forma:

Inhibicién de ACE (a.u.) = ACEI (%) * Dilucién (3)
ACE (%) =(1—-(A-B)/(C-B))*100

A = valor de la muestra

B = valor del blanco, sin ACE ni inhibidor

C = Valor de control, ACE y sin inhibidor

Actividad Proteolitica

La presencia de la cantidad total de grupos aminos, como aminoéacidos
libres, péptidos y proteinas en las muestras de leche fermentada se usa para
evaluar la actividad proteolitica (proteolisis) de las bacterias de acido |actico.
Se usé un método para determinar un grado de hidrolisis en los hidrolisatos
de proteina alimenticia descrito por Adler-Nissen J. in Agric. Food Chem. 27,
1256-1262 (1979).

Se agregaron 5 ul. de muestra, estéandar de leucina (0.25 — 2.5 mM) o agua
destilada, a 40 uL de amortiguador de fosfato 0.21M pH 8.2 y 40 ul de
solucion de TNBS al 0.1%p, seguido de la incubacion en la oscuridad por 60
minutos a 50°C. La reaccién se extinguié mediante la adiciéon de 80 ulL de
HCI 0.1M. Se midi6 la absorbancia a 340 nm (Adler-Nissen J. Enzymatic
hydrolisis of food proteins. New York: Elsevier Applied Science Publishers
p.110-169).

La cantidad total de grupos aminos presentes en la leche se expresd como
equivalentes de Leucina mM.
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Las concentraciones de metal de Ca y Mg se midieron usando un Plasma
Acoplado Inductor (ICP) - Espectrometria de emisién de plasma y las
concentraciones de Na y K se midieron usando una Espectrometria de
Absorcién Atomica de Liama (FAAS).

Ejemplos rativos A-l

Preparacion del precultivo-1:

Se inoculd leche descremada estéril (Yopper ex Campina, Netheriands) por
24 horas a 37°C con 2 a 4% de un cultivo de cepa Lactobacillus helveticus
de la tabla 1, que habla sido almacenada a -80°C como un cultivo totaimente
crecido en la leche descremada descrita anteriormente, diluida con glicerol
esteril al 10% hasta una concentracion final de glicerol al 6%. El producto
resultante es designado como precultivo-1.

Para los ejemplos comparativos A-l, la leche descremada estéril (Yopper ex
Campina, Holanda) fue fermentada con 2%p dei precuitivo-1 preparado para
cada cepa diferente como se describié en la preparacion del pre-cultivo. Las
fermentaciones con las nueve cepas Lacfobacillus helveticus diferentes se
agitaron y realizaron sin confrol de pH bajo condiciones anaerdbicas a 40°C.
Los resultados de la inhibicién de ACE (ACE!), formacién de IPP y VPP, y la
actividad proteolitica (protedlisis) de ias fermentaciones (repetidas dos
veces) se muestran en la tabla 1 (datos promedio).

Tabla 1: Resultados de la seleccion de cepas Lb. helveticus en ios ejemplos

comparativos A-l.
Comp. Cepa ACEI Protedlisis IPP VPP | IPPeq
Ejemplo (au) | (eqleumM) | (uM) | (uM) | (uM)
Ej. No.
A CNRZ 244 517 12 36.3] 333 55
B 7 WIESBY 475 4.2 118 138 19
c BP 01 429 48 0.8 7 14
D CNRZ 303 392 10.5 7| 83 12
E ATCC 15009 364 7.3 73| 58 11

34
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F ATCC 55796 325 5.9 33 43 6
G CNRZ 32 308 6.2 1 2 2
H NCDO 766 300 8.1 163 17 25
I NCDO 30 256 4.1 1 0.5 1

Explicacién del origen de la cepa:

CNRZ: Centre Nacional de Reserches Zootechniques, Jouy-en-Josas,

Francia.

NCDO: _Nacional Collection of Diary Organisms. Ver: NCBF.

NCBF: National Collection of Food Bacteria (previemente llamado
NCDO) después NCIMB: National Collection of Industrial and
Marine Bacteria, National Collections of Industrial, Food and
Marine Bacteria, 23 Machar Drive, Aberdeen, AB24 3RY,
Escosia.

ATCC: American Type Culture Collection

Wiesby: Danisco Cultor

BP 1: cepa aisiada del producto comercial Evolus (ex Valio, Finlandia)

Los ejemplos comparativos A-l muestran que de las cepas Lb. heivelicus
seleccionadas, la cepa CNRZ 244 muestra la formacion mas alta de VPP e
IPP. Mds aln, estos resultados muesiras que la cepa Lb. helveticus CNRZ
244 tenfa una habilidad méds alta para formar la inhibicién de ACE y una
actividad proteoiltica mayor comparada con las otras cepas Lb. helvelicus.

Eiemplosg 1-8

Se prepard un precultivo (precultivo-2) con leche descremada estéril
(Yopper, ex Campina, Holanda), que se inoculé con un precultivo-1 de
Lactobacillus helveticus CNRZ 244. Este precultivo no se agitd, y se incubd
por 24 horas a 37°C. Las fermentaciones se condujeron mediante
incolulacion de la leche descremada estéril (Yopper) son precultivo-2 en un
reactor de tanque agitado (STR) equipado con un impuilsor de seis paleias
con un accionador (driver) de fondo (Ruston fermentors) que tiene un

8
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volumen de 3 litros. La velocidad del agitados se mantuvo a 150 rpm y el
oxigeno disuelto (dO2) y el pH fueron monitoreados durante la fermentacion.

Las condiciones anaerdbicas (d0O2 menor de 5%) se mantuvieron usando un
nivel de espacio de cabecera con gas nitrégeno. Las fermentaciones de pH
controlado se realizaron con fase de acidificacion libre antes del control de
pH. Durante la fermentacién el pH se dejé descender hasia que se alcanzé
su punto de referencia de pH. Posteriormente, el pH fue controlado usando
una suspension al 10%p de hidréxido de calcio. Después de 24 horas de
fermentacion, los niveles de calcio alcanzaron hasta 0.4 a 0.6 %p de la leche
fermentada.

Los resultados se dan en la tabla 2 y en la figura 1.

Tabla 2: Fermentacién de pH controlado usando hidréxido de calcio como
base en tiempo de fermentacién de 24 horas.

Ejemplo | pH Concentracion (uM) Rendimiento molar

sobre caseina
IPP VPP IPPeq IPP VPP
1 4.3 47.8 68.8 86.0 9% 18%
2 4.5 1101 110.7 171.6 20% 29%
3 46 96.2 1146 159.9 17% 30%
4 4.7 85.8 120.0 167.5 15% 33%
5 49 63.7 69.0 102.0 11% 18%
8 49 64.6 76.9 107.3 12% 20%
7 55 15.0 40.5 37.5 3% 10%
8 6.0 13 139 8.0 0.2% 4%
Ejemplos 9-13

Los Ejemplos 9-13 fueron ejecutados como los Ejemplos 1-8, pero ahora el
tiempo de fermentacion fue de 42 a 46 horas en lugar de 24 horas. Los
niveles finales de calcio en la leche fermentada alcanzaron hasta 0.8%p (200
mmol/kg). Los resultados se muestran en la tabla 3.

Z5,

Y6
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Tabla 3: Fermentacién de pH controlado usando hidréxido de calcio como
basse en tiempo de fermentacion (ferm.) de 42 a 46 horas.

Ejemplo | Tiempo de |pH | Concentracién (uM) Rendimiento

Ferm. (h) moler sobre

caseina
IPP VPP IPPeq | IPP VPP

9 42| 43| 928| 1306| 1654 17% 34%
10 42| 45| 1294 1469| 211.0 23% 38%
11 42| 47| 107.2| 1696| 2014 19% 44%
12 46| 49| 1048| 1185 170.4| 19%| 31%
13 46| 49 112 114| 1753 20% 28%

Los Ejemplos 1-13 muestran que controlando el pH durante la fermentacién
en el rango de 4.3-4.9, la formaciéon de fripéptidos activos VPP e |IPP
liberados de |las caselnas de la leche durante |a fermentacion es alta.

Ejemplo 14

El Elemplo 14 se realiz6 en un fermentades Rushton de 15 litros, usando las
condiciones descritas en los Ejempilos 1-8, con diferentes protocolos de
precultivo y control de pH durante la fermentacion.

Se prepard un precultivo (precultivo-3) con leche descremada estéril
(Yopper, ex Campina, Holanda), que se inoculé con 2% de precultivo-1 de
Lactobacillus helvelicus CNRZ 244. El precultivo-3 se agitd e incubd a 40°C
por 24 horas bajo condiciones anaerdbicas, usando un nivel de gas
nitrogeno de espacio cabecera.

La leche descremada fue reconstituida mediante el mezclado con 8%p de
polvo de leche (Promex, ex Coberco, Holanda) en agua de grifo y
esterilizada.

La leche reconstituida estéril fue fermentada con 2%p de precultivo-3 a 40°C
bajo condiciones anaerdbicas.
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El pH fue controlado por un tiempo limitado usando como base una mezcia
de hidréxidos que contenfan 3.9%p de hidroxido de calcio y hidroxido de
potasio 1.25M se la siguiente forma (protocolo de fermentacion A).

Durante la fermentacion, el pH de la leche se dej6 disminuir de pH 6.5 0 6.3
a pH 4.6, durante 9 a 11 horas. A pH 4.6, el pH se controlé por 5 a 7 horas,
usando una mezcla de base de hidréxido de calcio y hidréxido de potasio (se
usé un volumen de 300 ml que contenia 3.89%p de hidroxido de calcio y
hidroxido de potasio 1.25 M para 7.5 ml de leche fermentada). Después de
esta fase de pH controlado, el pH se dejé de nuevo disminuir hasta 4.0. Los
niveles finales de calcio y potasio en la leche fermentada fueron de 0.2%p
(50 mmol/kg) y 0.20%p (74 mmol/kg) respectivamente. Una curva de pH
tipica para una fermentacion controlada como en este ejemplo 14 se
muestra en la Figura 2.

Los resultados se muestran en la tabla 4.
Eiemplo rativo

El Ejemplo comparativo J se ejecutd como el ejemplo 14, pero ahora el pH
no fue controlado {protocolo de fermentacion B).

Protocolo de fermentacion sin control de pH (acidificacion libre): Precultivo-3,
leche reconstituida esteéril y condiciones iguales que 14 sin control de pH.
Después de la fermentacion el calcio y potasio se agregaron como sales de
lactato.

Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Resultados del ejemplo 14 y ejemplo comparativo J

Ejemplo Fermentacion | IPP (M) VPP (uM) IPPeq (uM)
Ej. Comp.

14 Protocolo A 90.2 131.2 163
J Protocolo B 60.6 88.0 109
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La tabla 4 muestra que controlando ei pH en pH = 4.6 usando una mezcla de
hidréxido de calcio y hidroxido de potasio, aumenta la produccion de
péptidos activos VPP e IPP.

Ejemplo 15

Preparacién de bebidas de ieche fermentadas

Las leches fermentadas obtenidas segun los ejemplos 14 y ejemplo
comparativo 14 se usaron para producir las bebidas de leche fermentada.

La bebida de leche fermentada contenia 50%p de la leche fermentada
original y los siguientes ingredientes. 5.5%p de sucrosa (ex CSM, Holanda),
1.5%p de jarabe de fructosa (ex Sensus, Holanda), 2%p de pulpa de fruta
Multifruit (ex Wild, Holanda), 0.1%p de sabor de yogurt ZD-48492 (es Quest,
Holanda), 0.03%p de sabor de fruta 037-00330-11 (ex Givaudan, Suiza),
0.1%p de sabor de crema (ex Danisco, Dinamarca) y 0.8%p de pectina Genu
YM-115-H {(ex CPKelco, Dinamarca).

Después que los ingredientes fueron mezclados, las bebidas de leche
fermentada fue homogenizada a 150 bar, y pasteurizada por 15 segundos a
75°C.

El sabor de |a bebida de leche era bueno.

Ejemplo 16 y 17

Los Ejemplos 16 y 17 se ejecutaron en un fermentados Rushton, usando las
condiciones descritas en los Ejemplos 1-8, con el mismo protocolo de
precultivo, en lugar de hidroxido de calcio, se usé hidréxido de potasio para
controlar el pH durante la fermentacién.

El pH se controié en los puntos de ajuste de pH 5.2 (ejemplo 16) y 5.9
(ejemplo 17).

Kl
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Los niveles finales de potasio alcanzaron hasta 1.6%p (410 mmolkg K
promedio) de la leche fermentada.

Eiemplo 18

El ejemplo 18 se ejecuté como el ejemplo 14, pero la fermentacion se inicié
como una fermentacion acidificada libre, y una vez se alcanzé el pH de 4.6,
el pH se mantuvo en este punto mediante la adicién de la mezcla de base
durante el resto del tiempo de fermentacion.

¢C
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REIVINDICACIONES

1. Producto de leche fermentada que comprende tripeptidos VPP ylo
IPP, en donde el producto de leche fermentada comprende una cantidad de
tripéptidos VPP y/o IPP expresada como la concentracion IPP equivalente
[IPPeq] de 145uM o més, caracterizado en que el producto de leche
fermentada comprende 40-600 mmol/kg K* y/o 30-400 mmolkg Ca?* y/o 6-
50 mmol/kg Mg*".

2. El producto de leche fermentada segun la reivindicacion 1, en donde
el producto de leche fermentada comprende 50-600 mmol/kg K' y/o 40400
mmol/kg Ca®* y/o 8-50 mmol/kg Mg?".

3. El producto de leche fermentada segun ia reivindicacion 2, en donde
el producto de leche fermentada comprende 100-150 mmolkg K* y/o 40-100
mmol/kg Ca®* y/o 10-25 mmolkg Mg?".

4 El producto de leche fermentada segun la reivindicacion 3, en donde
el producto de leche fermentada comprende 110-135 mmol/kg K y/o 40-60
mmol/kg Ca** y/o 13-20 mmolkg Mg*".

5. Proceso para la preparacion de un producto de leche fermentada, en
donde la fermentacién es controlada mediante la adicién de una base en una
cantidad tal que el pH durante una parte sustancial de la fermentacion es
4359

6. Proceso segun la reivindicacién 5, en donde la base tiene iones K' y
el pH durante una parte sustancial de la fermentacion es 4.9-5.5.

7. Proceso segln la reivindicacion 5, en donde la tiene iones Ca® y el
pH durante una parte sustancial de la fermentacion es 4.3-4.9.

8. Proceso segun la reivindicacion 5, en donde la base comprende K,
Ca® ylo Mg**.

4
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9. Proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en donde la
temperatura durante la fermentacion es 38-42°C.

10. Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en donde el
nivel de oxigeno disuelto (dO2) durante la fermentacién es 5% o menos.

11. Proceso seguin cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en donde la
base es una sal escogida del grupo consistente de sal de calcio, sal de
potasio y/o sal de magnesio.

12. Proceso segtn la reivindicacién 10, en donde la sal es un hidroxido.
13. Proceso seglin la reivindicacién 10 u 11, en donde la terminacién
posterior de la fermentacién del lactato de calcio sdlido esta separada de la

leche fermentada.

14. Proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 6-12, en donde un
producto que contiene agua, de la fermentacién es secado.

15. Proceso seglin la reivindicacion 13, en donde el producto que
contiene agua de la fermentacion es atomizado o liofilizado.

16. Proceso segln cualquiera de las reivindicaciones 6-14, en donde el
rendimiento molar de VPP en su sustrato es 15% o mas.

g,
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TRADUCCION OFICIAL N° 06/13/135

Traduccidn Oficial de un documenio excrito originaimente en Ingiés, el éual para identificacidn lUeva el sello de
libar A. Espafol EspaRol, Traductor e Intérprete Oficlal, segidn Resolucidn i 6920, 1996 del Ministerio de
Justicle, Repitbliea de Colombia

TRASPASO F 7694 (V)
Nosotros, los suscritos, cedentes

René DRAAISMA

Unilever R&D Vlaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT, Viaardingen,
Palses Bajos

Mettina Maria KONING

Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT, Viaardingen,
Paises Bajos

Adrianus Marinus LEDEBOER

Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT, Viaardingen,
Palses Bajos

Johannes SCHALK

Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT, Viaardingen,
Palses Bajos

Declaramos que somos los inventores verdaderos de una invencion titulada:

PRODUCTO DE LECHE FERMENTADA QUE COMPRENDE TRIPEPTIDOS
VPP YIO IPP

Por el presente traspasamos al cesionario fimante

Unilever NV, una Compafila Holandesa de
Weena 455, 3013 Al Rotterdam, Paises Bajos

Nuestro derecho total a la invencién y al derecho de solicitar y obtener patentes
industriales en su nombre, en los palses enumerados en la lista adjunta, con
base en:

Solicitud de Patente Industrial N° 03075017.8

Registrada por nosotros en’ Europa
Fecha de registro: Enero 6, 2003
Registrada por: Unilever NV, una compafila Holandesa

de Weena 455, 3013 AL Roétterdam,
Palses Bajos
Este traspaso entra en vigencia desde el 6 de Enero, afio 2003

Cedentes (firna ilegible) René DRAAISMA
(firma ilegible) Mettina Maria KONING
(firma ilegible) Adrianus Marinus LEDEBOER
(firma ilegible) Johannes SCHAK
Cesionario (firna ilegible) Ramon Ramsodit (firmante autorizado mmmm pSPANOL
Traductor o lnhrp':'“ .
mubjd:h!hm .
Agosto do 1996 49



LISTA DE PAISES - TERRITORIOS NV

ALBANIA FAROE ISLAS
ALGERIA FINLANDIA
ANDORRA FRANCIA
ANGOLA GABON
ARGENTINA GEORGIA
ARMENIA ALEMANIA
ARUBA GRECIA
AUSTRIA GROENLANDIA
AZERBAIJAN GUATEMALA
BELARUS GUINEA
BELGICA GUINEA-BISSAU
BENIN HAITI

BOLIVIA SANTA SEDE VATICANO
BOSNIA Y HONDURAS
HERZEGOVINA HONG KONG
BRASIL HUNGRIA
BRUNEI

DARUSSALAM ISLANDIA
BULGARIA INDONESIA
BURKINA FASO IRAN

BURUNDI ITALIA
CAMBODIA JAPON
CAMERUN KAZAKHSTAN
CABO VERDE KYRGYZSTAN
CENTRAL REPUBLICA LAOS
AFRICANA LATVIA

CHAD LIBANO

CHILE LIBERIA

CHINA LIBIA
COLOMBIA LIECHTENSTEIN
COMOROS LITUANIA
CONGO LUXEMBURGO
COSTA RICA MACAU
COSTA DE MARFIL MADAGASCAR
CROACIA MALI

CUBA MAURITANIA
CHECA REPUBLICA MEXICO
COREA REPUBLICA

DEMOCRATICA

DINAMARCA MONACO
DJIBOUTI MOROCO
DOMINICANA MOZAMBIQUE
REPUBLICA

TIMOR ORIENTAL HOLANDA
ECUADOR ANTILLAS HOLANDESAS
EL SALVADOR NICARAGUA
GUINEA ECUATORIAL

ESTONIA

NIGERIA

NORUEGA

O.AP..

PANAMA
PARAGUAY

PERU

FILIPINAS

POLONIA
PORTUGAL

COREA REPUBLICA
MOLDAVIA
RUMANIA

RUSIA FEDERACION
RUANDA

SAN MARINO
SANTO TOMAS Y PRINCIPE

SENEGAL
ESLOVAQUIA

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL

Traductor e Interpetre Oficiul
Inghés Espafiol Ingiés
Resohucién Minjusticia No. 0920
Agosio de 1996
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Visto por mi, Victor Joseph Antonius Johannes Clemens van Heeswijk, notario de derecho civil,

en Rofterdam, Palses Bajos, para legalizacion de las firmas estampadas en el documento

adjunto de:

René DRAAISMA

C/O Unilever R&D Vlaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT,
Viaardingen, Palses Bajos

Mettina Maria KONING

Residente en Bm. Hendrixstraat 46, 2651 JV Berkel en Rodenrijs, Palses Bajos.
Adrianus Marinus LEDEBOER

C/O Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT,
Vlaardingen, Palses Bajos

Johannes SCHALK

C/O Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT
Vlaardingen, Palises Bajos; y de:

Mr. R. Ramsodit, quien esta debidamente autorizado para firmar en asuntos de patentes

para y en nombre de Unilever N.V.
Rotterdam, Febrero 25, 2003

Notas del Traductor:

Hay un sello seco en la parte superior izquierda de la pagina, (escrito no traducido.)

Hay un sello con la leyenda: Notaris Te Rétterdam.

Expedida por fiel copla certificada segun el Articulo 48, Pardgrafo 3 del Estatuto de Notarios de
Derecho Civil (Wet op het Notarisambt) por mi, Victor Joseph Antonius Johannes Clemens van

Heeswijk, notario de derecho civil en Rotterdam, Palses Bajos.

Rotterdam, Mayo 31, 2005

Nota del Traductor: hay un sello de tinta azul con la leyenda: Notaris Te Rétterdam y una firma

llegible. ILBAR A. ESPANOL ESPANOL

Traductor e Interieire Oficial
Inghs Espaiiol Inglés
Resohicidn Minjusticis No.
Agosio de 1996



APOSTILLE

{Convencién de la Haya de Octubre 5, 1961)

1. Pals: Holanda
2. Este Documento Publico ha sido firmado por Mr. V.J.A.J.C. van Heeswijk.

3. En gjercicio de su investidura de notario
4. Lleva el sellotimbre da Mr. V.J.A.J.C. van Heeswijk en Rétterdam

Certificado o4 i

5. En Rétterdam
8. Fecha: Mayo 31, 2005
7. Por el Oficial de la Corte del Distrito (Griffier van de Rechthank)

8. N°HARP 05-5230

Y

NICALE
FrbCw

9. Selio/ timbre :
10. Fimna (ilegible) &mi’?
M bod 3 '
S g:‘; [
o) - '
e Izdocumento. o

Notas del Traductor: Hay una firma ilegible y una estampilla roja sogrg:e
et
Hay un cintillo rojo que sujeta las hojas que cﬁh’ﬁq‘ﬁen el documento

. pm—
ILBAR A. ESP ESPANOL
Traduetor ¢ Interpetre Oficial
Tnghés Expafiol Inglés
Resolucidn Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996
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. . . F 7684 (V)
ASSIGNMENT
IWE, the undersigned, assignors

René DRAAISMA ,
Unilever R&D Viaardingen, Ollvier van Noortiaan 120, 3133 AT Viaardingen, the Netherlands

Mettina Maria KONING
Unilever R&D Vlaardingen, Olivier van Neoortlaan 120, 3133 AT Viaardingen, the Nethertands

Adrianus Marinus LEDEBOER
Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120, 3133 AT Viaardingen, the Netherlands

Johannes SCHALK
Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortiaan 120, 3133 AT Viaardingen, the Netherlands

deciare that | am/we are the true inventor(s) of an invention entitled:
FERMENTED MILK PRODUCT COMPRISING TRIPEPTIDES VPP AND/OR IPP
VWE hereby assign to the undersigned assignee
Unllever NV, a Dutch company of
Weena 455, 3013 AL Rott?rdam. Netherlands

My/our entire right to the invention and the right to apply for and to obtain industrial patents in their
name, in the countries stated in the attached schedule, on the basis of:

industrial Patent Application No 03075017.8

Filed in Europe

Filed on 6™ January 2003

Filed by Unilever NV, a Dutch company of Weena 455,

3013 AL Rotterdam, the Nethsrlands
This assignment to take effect from 6™ January 2003

Assignors

/ﬂ&pk fmJ“‘“‘" =

René D

_@/(owu,

Mettina Mana

Adrianus Marinus LEDEBOER

Ramon Ramsadit
Authorised Signatory for Unilever NV

Johannessb LK

All signatures must be notarised

%



SCHEDULE OF COUNTRIES - NV TERRITORIES

ALBANIA
ALGERIA
ANDORRA
ANGOLA
ARGENTINA
ARMENIA
ARUBA
AUSTRIA
AZERBAIJAN

BELARUS

BELGIUM

BENIN

BOLVIA

BOSNIA AND
HERZEGOVINA

BRAZIL

BRUNE! DARUSSALAM

BULGARIA

BURKINA FASO

BURUNDI

CAMBODIA

CAMEROON

CAPE VERDE

CENTRAL AFRICAN
REPUBLIC

CHAD

CHILE

CHINA

COLOMBIA

COMOROS

CONGO

COSTA RICA

COTE DIVOIRE

CROATIA

CUBA

CZECH REPUBLIC

DEMOCRATIC PEOPLES
REPUBLIC OF KOREA
DENMARK

DJiBoOUT!
DOMINICAN REPUBLIC

EAST TIMOR
ECUADOR

EL SALVADOR
EQUATORIAL GUINEA
ESTONIA

FAROE ISLANDS
FINLAND
FRANCE

GABON
GEORGIA
GERMANY
GREECE
GREENLAND
GUATEMALA
GUINEA
GUINEA-BISSAU

HAITI

HOLY SEE (VATICAN
CITY STATE)
HONDURAS

HONG KONG
HUNGARY

ICELAND
INDONESIA
IRAN

ITALY
JAPAN

KAZAKHSTAN
KYRGYZSTAN

LAOS
LEBANON

All signatures must be nolarised

LIBERIA

LIBYA .
LIECHTENSTEIN
LITHUANIA
LUXEMBOURG

MACAU
MADAGASCAR
MALI
MAURITANIA
MEXICO
MONACO
MOROCCO
MOZAMBIQUE

NETHERLANDS
NETHERLANDS ANTILLES
NICARAGUA

NIGER

NORWAY

O.AP..

PANAMA
PARAGUAY
PERU
PHILUPPINES
POLAND
PORTUGAL

REPUBLIC OF KOREA
REPUBLIC OF MOLDOVA
ROMANIA

RUSSIAN FEDERATION
RWANDA

SAN MARINO

SAQ TOME AND PRINCIPE
SENEGAL

SLOVAKIA
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Seen by me, Victor Joseph Antonius johannes Clemens van Heeswijk, civil law notary in
Rotterdam, the Netherlands, for legalisation of the signatures placed on the atrached
document of:

Mr Rene Dmasisma, ¢/o Unilever R&D Viaardingen, Olivier van Noortlaan 120,
3133 AT Vlaardingen, the Netherlands;

Mrs Mettina Maria Koning, residing at Bm. Hendrixstraat 46, 2651 JV Berkel en
Rodenijs, the Netherlands;

Mt Adrianus Marinus Ledeboer, c/o Unilever R&D Vlaardingen, Olivier van
Noortlaan 120, 3133 AT Vlaardingen, the Netherlands;

Mt Johannes Schalk, c/o Unilever R&D Vlaardingen, Olivier van Noortlaan 120,
3133 AT Vlaardingen, thc Nethetands; and of

Mr R. Ramsodit, who is duly authorised to sign in patent affairs for and on behalf
of Unilever N.V.

Rotterdam, 25 February 2003

9



Issucd for true certified copy as meant in Article 49, Paragraph 3 of the Civil Law Notaries Act
(Wet op het Notarisambt) by me, Victor Joseph Antonius Johannes Clemens van Heeswijk, civil
law notary in Rotterdam, the Netherlands.

Rotterdam, 31 May 2005

APOSTILLE
L. (Convention <s la Haye du 6 Octobre 1961)
Couniry: NETHERLANDS
This public document
2. has been signed by mr V.J.A.].C. van Heeswijk

8. acting in the capacity of notary

4. bears the seal/stamp of
mr V.J.A.J.C. van Heeswijk at Rotterdam

certifiad
5. at Rotterdam 6. the 31-05-
7. by the Clesk of the Dictrict Court
(Griffier van de Rechtbank)
No. HA RP 03-5230
Seal/stamp 10. 8i

44



3

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [ X ]

Descripcién de la Invencion
Dibujos de ser estos pertinentes
Comprobante de ‘pago de las tasas establecidas

¢ & 0

COMPLETA [X]

DISENO INDUSTRIAL { ]

Indicacion de que se solicita la concesion de una patente
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X] 4

MODELO DE UTILIDAD [ ]

[X]L
[X]eD

4] 83
[X]1L

INCOMPLETA [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ 1
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
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que incorpora el disefio
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2020
Bogota DC

Doctora

ALICIA LLOREDA RICAURTE
Apoderado

UNILEVERN.V.

REFERENCIA: Radicacion No.
Solicitud Internacional
Fecha inicio fase nacional
Trémite
Evento
Actuacién
Oficio No.
Folios

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el expediente
indicado en la referencia, reiine los requisitos de forma establecidos en la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), el
Reglamento y 1a Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se envia el extracto
de la solicitud a la Oficina de Comunicaciones para efecto de su publicacién en la Gaceta de

Propiedad Industrial.

Cimplase

Dado en Bogota DC 2 8 JIL. st

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de 1a Diyision de Nuevas Creaciones

202030

Folio
05-64745
PCT/EP2003/013644
08-08-2005
011
379
416
553
001



