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PROTEINAS”

Solicitante : SOFAR S.P.A.

I. RESPUESTA A REQUERIMIENTO

CAROLINA VERA MATIZ, obrando como apoderada de la sociedad solicitante,
oportunamente doy respuesta al requerimiento de Oficio No. 12567, notificado el dia

19 de octubre de 2018 por su Despacho.

II. IDIOMA Y PRESENTACION

De acuerdo con su requerimiento, me permito anexar la traduccién al castellano de la

solicitud de la patente en referencia (Descripcion, resumen, reivindicaciones).

Por otra parte y como complemento a los documentos aportados en la solicitud inicial,
me permito allegar copia del documento de cesién de Derechos Patrimoniales
debidamente firmado por las partes, en el que consta la cesién del derecho de la
Patente de invencion, del inventor (Andrea Biffi) al solicitante (SOFAR S.P.A.),
conforme a lo establecido en el articulo 26 literal k) de la Decisién 486 de la Comision

de la Comunidad Andina.
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De acuerdo con lo anterior considero que el requerimiento ha sido resuelto y por
consiguiente solicito se ordene la inmediata publicacién de la patente en la Gaceta de

la Propiedad Industrial.
III. ANEXOS
Me permito anexar los siguientes documentos:

- Traduccidn al castellano de la solicitud de la PCT patente de invencion.

- Cesion del derecho patrimonial de la PCT patente de invencion.

Cordialmente,

<>

CAROLINA VERA MATIZ
C.C. No. 52.225.999

T.P. 91835
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USO DE LOS PROBIOTICOS PARA UNA MEJOR ABSORCION DE LA
PROTEINA

Area Tecina

La presente invencion esta relacionada con los usos de los prebidticos
preferiblemente una o mas baterias probidticas, para incrementar la
absorcion de las proteinas o la biodisponibilidad de estas, preferiblemente en
individuos con requerimientos mayores de proteina y/o energia,

especialmente adultos mayores, nifios, mujeres embarazadas y atletas.

Estado de la técnica

Las proteinas son una parte esencial de los organismos vivos y estan
formadas por la uniéon de moléculas mas simples llamadas aminoacidos que
se unen entre si mediante enlaces peptidicos.

En el cuerpo humano hay alrededor de 50,000 moléculas de proteinas
diferentes; Su funcion esta determinada por su secuencia de aminoacidos.

A través de una serie de reacciones, nuestro cuerpo es capaz de sintetizar
de forma auténoma las proteinas que necesita a partir de los aminoacidos
individuales contenidos en los alimentos.

Muchas proteinas pertenecen a la categoria de enzimas, cuya funcién es
catalizar las reacciones bioguimicas que son vitales para el metabolismo de
los organismos.

Algunos tienen funciones estructurales y mecanicas, como la actina y la
miosina en los musculos, el colageno en los huesos y tejidos y como
componentes del cito-esqueleto celular.

Otras proteinas son mediadores importantes en la transmision de sefales
inter e intracelulares, en la respuesta inmune, en los mecanismos de
adhesion celular y en el ciclo de division celular.

Dado que las proteinas no pueden ser absorbidas como tales vy
transportadas en la circulacion, varias enzimas presentes en el lumen del
tracto gastrointestinal intervienen en su digestién, descomponiéndolas en
aminodcidos simples.

Durante el proceso digestivo, la mayoria de las proteinas se reducen
completamente a aminoacidos simples.

La digestion de estas macromoléculas comienza en el estbmago, donde la

accion combinada del pepsindgeno y el acido clorhidrico conducen a la
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formacién de oligopéptidos (cadenas cortas de aminoacidos de menos de
diez unidades).

Esta digestibn se completa con las proteasas intestinales de origen
pancreatico (vertidas en el duodeno) y producidas por las membranas del
intestino en si (situadas en el borde). Por esta razén, la digestion de
proteinas es normal incluso después de la extirpacion quirdrgica del
estbmago.

Las proteasas mencionadas anteriormente se dividen en endoproteasas (que
hidrolizan los enlaces peptidicos internos de las proteinas: quimiotripsina,
elastasa, tripsina) y exopeptidasas (que hidrolizan el aminoacido terminal de
la proteina: carboxipeptidasa, aminopeptidasa, dipeptidasa).

La digestion de proteinas se completa a nivel intestinal, gracias precisamente
a la accion de las exopeptidasas, presentes en las microvillas del intestino
delgado, que conducen a la formacion de aminoacidos individuales,
dipéptidos vy tripéptidos, que pueden ser absorbidos en el sitio de la mucosa
a través de un mecanismo symport Na* o H”.

Ademas, la flora intestinal presente en el intestino delgado, sobre todo los
lactobacilos, contribuye a la digestion adicional de los péptidos al actuar
también sobre los que no estdn completamente hidrolizados por las propias
proteasas. Sélo una pequefia porcion, equivalente a aproximadamente el
5%, llega al colon, donde también se somete a la acciéon de la flora
bacteriana residente (lactobacilos y bifido-bacterias).

Una vez absorbidos, los aminoacidos individuales son transportados al
higado por portadores especificos y aqui pueden:

. ser utilizado como tal e intervenir en la respuesta inmune, en la
sintesis de hormonas y vitaminas, en la transmision de impulsos nerviosos,
en la produccion de energia y como catalizadores en muchos procesos
metabolicos;

. participar en la sintesis de proteinas, un proceso inverso con respecto
al digestivo que tiene el propdsito de proporcionar al cuerpo materiales para
el crecimiento, mantenimiento y reconstruccion de las estructuras celulares;

. Si estd presente en exceso, debe utilizarse con fines energéticos
(gluconeogénesis) o convertirse en depésitos de grasa.

Sin embargo, una pequefia porcion de las proteinas presentes en los
alimentos no se absorbe y se elimina como tal con heces (5%).

Algunos péptidos compuestos por mas de tres aminoacidos son absorbidos
por la transcitosis y, como tales, pueden representar un elemento importante
para el desarrollo de alergias e intolerancias alimentarias. El cuerpo humano

descompone las proteinas diariamente mientras sintetiza otras. Este proceso
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se define como la rotacibn de proteinas. En este proceso, algunos
aminoacidos se oxidan, y el nitrégeno resultante se pierde en forma de urea,
creatinina y otras sustancias derivadas. Con una ingesta normal de
proteinas, solo el 4% de las proteinas que se vuelven pueden perderse.

Esta situacion se puede determinar por la cantidad de proteina que se
ingiere, es decir, por una ingesta diaria alta o baja de proteinas. El nitrégeno
se dispersa principalmente a través de la orina, pero una parte también se
elimina a través del sudor, las heces, la piel o las uiias.

El balance de nitrégeno compara la cantidad de nitrégeno (de las proteinas
de la dieta) introducida en el cuerpo con el nitrégeno que se pierde. Si una
persona ingiere mas nitrégeno del que pierde, se dice que tiene un balance
positivo de nitrdgeno y deposita nitrdgeno en el cuerpo. Si un individuo
consume la misma cantidad de nitrégeno que pierde, se dice que se
encuentra en una situacion de equilibrio de nitrdgeno, mientras que si un
individuo pierde mas nitrdgeno del que consume, tiene un balance de
nitrdgeno negativo. y pierde proteinas del cuerpo.

Dado que el catabolismo o la descomposicion de los aminoacidos es la
causa principal de la pérdida de nitrogeno, la expulsion del nitrdgeno es un
indicador del catabolismo de los aminoacidos.

Los requerimientos de proteinas se definen por la cantidad de proteinas
dietéticas necesarias para compensar y cubrir la pérdida de nitrégeno a
diario, de modo que la persona mantenga un balance de nitrégeno. Esto se
determina midiendo la excrecion de nitrégeno cuando la persona sigue una
dieta libre de proteinas. Dado que la ingesta de nitrégeno en la dieta es igual
a cero, todo el nitrégeno expulsado se origina a partir de la descomposiciéon y
el catabolismo de las proteinas corporales. Como se menciond, este valor
supone la presencia de suficientes calorias en los alimentos y una proporcion
normal de carbohidratos en los alimentos.

Cuando nos referimos a un cuerpo sano normal, excluimos situaciones en las
gue se puede alterar el balance de nitrdgeno, como el embarazo, la lactancia
materna, la vejez, la actividad deportiva, la convalecencia, el crecimiento
(nifios, adolescentes) o las consecuencias de una dieta baja en calorias o
anorexia.

Los requerimientos de proteinas son la cantidad de proteinas que nuestro
cuerpo necesita para satisfacer sus necesidades energéticas y mantener una
buena salud.

Estas cantidades varian segun varios factores, tales como: edad, género,
estado de salud, actividad laboral o actividad deportiva. Los requerimientos

de proteina promedio de una persona son inversamente proporcionales a la
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edad. Por ejemplo: aproximadamente 2 g / kg / dia en recién nacidos,
aproximadamente 1,5 g / kg / dia a los 5 afios y aproximadamente 1,2 g/ kg /
dia en la adolescencia - edad adulta.

Una proteina es digerible si una alta proporcién de sus aminoacidos llega a
las células del cuerpo para que puedan sintetizar las proteinas que
necesitan.

Sin embargo, no todas las fuentes son utilizadas igualmente por el cuerpo y
la biodisponibilidad de las proteinas en si mismas varia segun la fuente de
proteinas. De hecho, casi el 100% de las proteinas animales sufren
absorcién intestinal, mientras que las proteinas vegetales muestran una
absorcion mucho menor: 52% para las lentejas, 70% para los garbanzos y
36% para el trigo.

Para aumentar la biodisponibilidad de las proteinas, el cuerpo descompone
las grandes cantidades de moléculas de proteinas en sus unidades mas
simples, los aminoacidos.

En los adultos, una deficiencia de proteinas provoca una pérdida de vigor y
fuerza, depresion mental, debilidad profunda, poca resistencia a las
infecciones, retraso en la cicatrizacion de las heridas y recuperacion lenta de
las enfermedades. Incluso el cabello y las ufias se ven afectados, y este
problema es mas grave para los nifios.

Como se sefald, para que el cuerpo pueda usar proteinas, deben
descomponerse en aminoacidos o péptidos libres. Las proteinas en el yogur
natural que contienen lactobacilos vivos llegan al proceso de digestion en
condiciones ya tratadas previamente. De hecho, incluso antes de
consumirse, las bacterias presentes han comenzado a transformar las
proteinas, grasas y azucares de la leche en componentes facilmente
digeribles. Como resultado, los nutrientes en el yogurt natural estan
inmediatamente disponibles y listos para ser utilizados por nuestro cuerpo.

El proceso de fermentacibn aumenta considerablemente el contenido de
proteinas de los alimentos fermentados. Incluso los alimentos ricos en
proteinas como la leche contienen mas proteinas después de la fermentacion
gue antes de que las bacterias interactuaran con ellos. Cuando comemos un
alimento fermentado como el yogur, no solo tenemos las ventajas de las
proteinas agregadas, sino que este alimento en una forma parcialmente
biodisponible y previamente digerida también es muy apreciado por el

cuerpo.
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Objeto de invencion

Con el objetivo de satisfacer, en general, los requerimientos diarios promedio
de proteinas y particularmente en condiciones en las que se altera el balance
de nitr6geno, la presente invencién propone el uso de uno o mas probioticos
para aumentar la biodisponibilidad de proteinas en el cuerpo o, en cualquier
caso, la absorcion. (asimilaciébn) del mismo, preferiblemente en el sitio

intestinal.

Descripcion detallada del alcance principal de lainvencién

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de probioticos
para aumentar la absorcion y / o la biodisponibilidad de proteinas y / o de
derivados de proteinas en un individuo.

Preferiblemente, el individuo tiene una necesidad de una mayor absorcion /
biodisponibilidad de proteinas, por ejemplo, como en el caso de personas
mayores, niios, mujeres embarazadas o atletas. En otras palabras, dichos
probidticos pueden tomarse para aumentar la ingesta de proteinas y / o
energia cada vez que surja la necesidad de un individuo.

En este contexto “probioticos” se refieren de conformidad con lo establecido
por la FAO (Organizacion de Agricultura y Comida- Naciones Unidas) y la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO): "Microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para
la salud del consumidor".

En otras palabras, los probidticos son microorganismos que demuestran
poder, una vez ingeridos en cantidades adecuadas, realizar funciones que
son beneficiosas para el cuerpo, haciendo eco de la definicion de las dos
organizaciones mencionadas anteriormente.

En el contexto de la presente invencidn, los requisitos de proteinas significan
la cantidad de proteinas que nuestro cuerpo necesita para satisfacer sus
necesidades energéticas y mantener una buena salud.

Estas cantidades varian segun varios factores, tales como: edad, género,
estado de salud, actividad laboral o actividad deportiva.

Los requerimientos de proteina promedio de una persona son inversamente
proporcionales a la edad. Por ejemplo: aproximadamente 2 g / kg / dia en
recién nacidos, aproximadamente 1.5 g / kg / dia a los 5 afios y
aproximadamente 1.2 g / kg / dia en la adolescencia - edad adulta
Preferiblemente, las proteinas a las que se hace referencia particularmente

en el contexto de la presente invencion se seleccionan entre proteinas
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animales y vegetales, que incluyen: clara de huevo, proteinas de suero
lacteo, preferiblemente WPI 90% y WPC 80%; proteinas de lupino,
preferiblemente protilup 450; proteinas de soja; proteinas de garbanzo y
proteina de caseinato, preferiblemente proteina de caseinato de calcio y
proteinas de arroz.

De hecho, el solicitante ha encontrado sorprendentemente que después de la
administracion de probidticos, en particular de bacterias del género
Lactobacillus, preferiblemente cepas L. casei DG® (Lactobacillus paracasei
CNCM 1-1572) y / o Lactobacillus paracasei LPC-S01, se observa un
aumento del 10-20% en la absorcion de proteinas / energia /
biodisponibilidad en el individuo que los ha tomado. En particular, se ha
observado el efecto de las proteinas de caseinato y / o suero de leche.

Para una realizacion adecuada de la presente invencion, los probidticos son
bacterias y / o levaduras y / u otros microorganismos, tomados
individualmente o en combinacion.

Las bacterias que son particularmente preferidas para los fines de la
presente invencion pertenecen a un género seleccionado entre:
Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus,
Lactococcus, Aerococcus, Enterococcus y combinaciones de los mismos.
Mas preferiblemente, las bacterias pertenecen al género Lactobacillus 'y / o
Bifidobacterium.

En particular, el Lactobacillus se selecciona de entre: paracasei
Lactobacillus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylolyticus,
Lactobacillus  amylovorus, Lactobacillus alimentarius, aviarios de
Lactobacillus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
casei, Lactobacillus cellobiosus, coryniformis de Lactobacillus, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus
farciminis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
johnsonii, kefiranofaciens de Lactobacillus, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus
mucosae, Lactobacillus panis, collinoides de Lactobacillus, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus  pentosus, Lactobacillus  plantarum,
Lactobacillus pontis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus sanfranciscensis y
combinaciones de los mismos.

Mas preferiblemente, los lactobacilos son de la especie Lactobacillus
acidophilus, rhamnosus o paracasei. AUn mas preferiblemente, L. casei
DG® (Lactobacillus paracasei CNCM [-1572) y / o Lactobacillus paracasei
LPC-S01 (depositadas por SOFAR SpA en la Coleccion alemana de
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microorganismos del instituto DSMZ de Leibniz el 16/01/2016, con numero
de deposito DSM 26760). Se pueden administrar individualmente o en varias
combinaciones.

La cepa bacteriana L. casei DG® fue depositada por SOFAR S.p.A. en la
Coleccion Nacional de Cultivos de Microorganismos del Instituto Pasteur de
Paris el 05/05/1995, con el nimero de depdsito CNCM [-1572. Inicialmente,
la cepa tenia la designacion de Lactobacillus casei DG sub.casei.
Claramente, también se puede hacer uso de otras bacterias que son capaces
de colonizar de manera estable el intestino, quitandole espacio a las
bacterias patégenas.

La cantidad de microorganismo administrado, en particular para las bacterias,
es el minimo suficiente para obtener una colonizacion temporal del intestino,
preferiblemente al menos 109 unidades de microorganismo, bacteria, por dia.
Los microorganismos, preferiblemente las bacterias, pueden administrarse
vivos y, por lo tanto, la composicién también se puede definir como un
probiotico. Alternativamente, los microorganismos que se pueden usar estan
muertos o tyndalizados (proceso de John Tyndal).

En una realizacion adicional, los microorganismos estan en forma de un
lisado o extracto y, por lo tanto, la composicion también se puede definir
como un paraprobidtico, o un solo componente, o varios componentes del
mismo, presentes en el nivel de la pared bacteriana.

En una realizacion adicional de la invencion, la composicion comprende
ademas los bioproductos metabdlicos generados por los microorganismos
definidos como posbiéticos, y / o cualquier otro producto de derivaciéon
bacteriana. Por lo tanto, la composicion de la presente invencion también es
un probidtico o paraprobidtico o posbidtico conocido o supuesto o un
componente de la pared bacteriana.

En general, los microorganismos comprendidos en la composicion de la
presente invencién son microorganismos individuales o combinaciones de
cualquier especie microbiana especificada en la lista de Presuncion
cualificada de seguridad (QPS) de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA)

En una realizacion de la presente invencion, los probibticos pueden
administrarse por via oral, por ejemplo en forma sélida, preferiblemente en
forma de pildoras, céapsulas, comprimidos, polvo granular, capsulas de
cubierta dura, granulos que se disuelven por via oral, sobres, pastillas o
viales bebibles.

Alternativamente, en forma liquida, por ejemplo, como un jarabe o bebida, o

bien se agregan a los alimentos, por ejemplo, al yogur, queso o jugo de
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frutas.

Alternativamente, estan formulados en una forma capaz de ejercer una
accion tépica, por ejemplo a través de enema 0 como una crema.

También se pueden administrar en combinacion con aminoacidos,
suplementos, vitaminas, oligoelementos como el zinc y el selenio, enzimas y /
0 sustancias prebidticas, como fructooligosacaridos (FOS),
galactooligosacaridos (GOS), inulina, goma guar o combinaciones de los
mismos.

El solicitante ha encontrado que los probiéticos en general, y en particular las
bacterias del género Lactobacillus y / o Bifidobacterium, son muy eficaces
para dividir proteinas en diferentes péptidos en comparacion con lo que
ocurre en virtud de la accion de las enzimas digestivas por si solas. También
actuan sobre moléculas que no estan completamente hidrolizadas por las
proteasas humanas, pero cuya hidrolisis podria completarse con la
intervencién microbiana.

Los péptidos generados en virtud de su accién, individual o combinada, son
absorbidos mas facilmente por el cuerpo que la proteina de partida. El
resultado final que se obtiene por la accion de los probidticos es un aumento
/ mejora de la absorcién o, en cualquier caso, una mayor biodisponibilidad de
las proteinas para un individuo que las necesita.

EJEMPLO |

En particular, se establecié un estudio in vitro con el fin de evaluar el papel
de las bacterias probiéticas en la absorcion de proteinas; En particular, se
probaron las proteinas utilizadas por los atletas.

Las bacterias probidticas utilizadas especificamente a modo de ejemplo
ilustrativo son:

- L. casei DG® (Lactobacillus paracasei CNCM 11572); y

- Lactobacillus paracasei LPC-S01.

The bacteria were used individually or in combination.

La accion individual o combinada se verificO sobre diversos sustratos
proteicos. En particular en:

. Clara de huevo

. Proteinas de suero lacteo aislado, (WPI) 90% y WPC 80%.

. Proteinas Lupin, Protilup 450

* proteinas de soja

. Proteinas de garbanzo
. Caseinato de calcio
. Proteinas de arroz

Como un ensayo indirecto para evaluar la accion de una proteasa, se evalud



la protedlisis global midiendo la absorbancia a 280 nm.

Este procedimiento se basa en la cuantificacion de péptidos solubles
después del tratamiento con TCA para determinar la absorbancia a 280 nm,
con respecto a los aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp). Obviamente, este
método da una indicacion relativa, ya que se basa en el supuesto de que
existe una distribucion promedio de péptidos que contienen estos residuos.
Se debe tener en cuenta que existe una proporcionalidad directa entre los
valores de absorbancia y la concentracion de la solucién considerada. Por lo
tanto, en este caso, los valores altos de absorbancia indican altas
concentraciones de los péptidos que se generan debido a la accién de las
proteasas y de las cepas probadas. Sin embargo, esta técnica tiene un limite
en el sentido de que no se detectan péptidos muy pequefios y, por lo tanto, el
efecto puede ser subestimado.

A modo de ejemplo, en la Tabla | presentamos los resultados obtenidos con
proteinas de suero de leche aislado (WPI) las cuales muestran diferencias de
alrededor del 10-20%.

Tabla |
Tratamiento WPI
Pepsina 0.80

+0.048
. 2.29
pepsina + pan +0.180
pep + pan + SO1 +3'%1
2.45
pep + pan + DG +0.192
Mezcla compleja 2.51
+0.141

Ademas, también se cuantificaron los péptidos solubles en &cido
tricloroacético (TCA) generados por la accién proteolitica en caseinato con y
sin probioticos. Especificamente, los péptidos que mostraron ser solubles
después del tratamiento con &cido tricloroacético (TCA) se separaron por
Cromatografia liquida de alta eficacia en fase inversa. (RP-HPLC).

Los resultados obtenidos de las separaciones cromatograficas, expresadas
en términos del area total subtendida por el cromatograma con deteccién a

220 nm, se presentan en la Tabla Il a continuacion.
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Table Il
Condiciones Sustrgto de
de proteolisis __Caseinato
Area A
(*10°)
pep + pan 303
pep + pan + 0
sSO1 322 + 6%
pep + pan + 0
DG 329 + 9%

Los valores mostrados se calcularon a partir de los graficos de Cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC). En particular, se muestra el area total
subtendida por los picos relacionados con los péptidos producidos durante
las pruebas de hidrdlisis en las diferentes condiciones utilizadas en el ensayo
y las variaciones porcentuales relativas al tratamiento con pepsina y
pancreatina (pero sin microorganismos) se indican para varias muestras

Los resultados muestran un aumento de la protedlisis en presencia de ambos
microorganismos.

Como se dijo anteriormente, la actividad proteolitica medida de esta manera
podria, sin embargo, subestimarse debido a la produccion de fragmentos de
proteina muy pequefios que no se adhieren a la columna matriz y, por lo
tanto, se pierden en la fraccidon eluida antes de la aplicacion del gradiente
cromatografico y que en consecuencia, no son cuantificables. O bien,
también podria ocurrir que el uso de probidticos aumente la accion
proteolitica de tal manera que se fragmenten las proteinas en péptidos que

sean tan pequefios que se eluyan inmediatamente de la columna.

EJEMPLO Il
Las pruebas de protedlisis se realizaron utilizando la cepa L casei SO1 o DG
individualmente.
Los sustratos utilizados fueron:
- proteinas séricas de leche, WPI 90%, lote R2522, suministrado por
SOFAR
- proteinas de arroz aisladas suministradas por SOFAR,
- proteinas séricas concentradas, WPC 80%, suministradas por SOFAR
- proteinas de garbanzo, lote 20150430, suministrado por SOFAR

Evaluacion de la protedlisis total midiendo la absorbancia a 280 nm

Las condiciones de actividad proteolitica son las mismas que las utilizadas

en las pruebas experimentales anteriores.
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A modo de ejemplo mostramos los resultados obtenidos en la Tabla Ill.

Tabla lll
Tratamiento WPI WPC | ARROZ
pep + pan 2.45 2.11 2.06

pep + pan + SO1 2.48 2.12 2.09
pep + pan + DG 2.44 2.09 2.07
pep + pan + mix 2.50 2.11 2.11

Evaluacioén de la protedlisis total por separacién por RP-HPLC.

Con este método hemos querido cuantificar los péptidos generados por la
accion proteolitica. Especificamente, los péptidos que demostraron ser
solubles después del tratamiento con Acido trifluoroacético (TFA) al 0,1%,
que constituye la fase movil utilizada para la separacion por HPLC, se
separaron mediante RP-HPLC. En estas condiciones, de hecho, la mayor
parte del material de proteina que se puede separar y cuantificar midiendo la
absorbancia a 220 nm y 280 nm permanece soluble.

Los resultados obtenidos de las separaciones cromatograficas, expresadas
en términos del area total subtendida por el cromatograma con deteccion a
220 nm o0 a 280 nm, se presentan en la Tabla IV. Se debe observar que la
cuantificacion a 220 nm permite observar también la presencia de péptidos
qgue no contienen los residuos aromaticos (Phe, Tyr, Trp), que en cambio se
cuantifican cuando la absorbancia se mide a 280 nm.

Los valores mostrados se calcularon a partir de los graficos de HPLC. En
particular, se muestra el area total subtendida por los picos relacionados con
los péptidos producidos durante las pruebas de hidrélisis en las diferentes
condiciones utilizadas en el ensayo, y las variaciones porcentuales relativas
al tratamiento con pepsina y pancreatina (pero sin microorganismos) se
indican para las diversas muestras.

Los resultados presentados en las Tablas IV y V muestran que las cepas
L.casei DG y S01 tienen una actividad proteolitica comparable con respecto
al sustrato de proteina del suero. En el caso de las proteinas del arroz, por
otro lado, se debe tener en cuenta que solo la cepa L.casei SO1 muestra una
actividad proteolitica. La cepa L.casei DG, por el contrario, es mas activa con

respecto al sustrato de proteina de garbanzo.
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Tabla IV
Substrato
Tratamiento WPI WPC Arroz Garbanzos
Area Area Area Area
(0 | A ey | A oy | A a0y | A
pep + pan 125 98 78.2 107
pep + pan + SO1 128 + 3% 101 + 3% 80.2 + 3% 107 -
pep + pan + DG 131 | +5% | 102 | +4% | 78.4 - 111 | +4%
pep + pan + mix 129 + 3% 104 + 6% 80.6 | +3% 114 + 7%
Tabla VvV
Substrato
Tratamiento WPI WPC Arroz Garbanzo
Area Area Area Area
t09 | A lewy| A oy A ey A
pep + pan 4.5 3.6 51 11.9
pep + pan + SO1 4.9 + 9% 3.9 + 8% 54 + 6% 12.0 -
pep + pan + DG 4.8 +7% 3.8 +6% 5.2 +2% 122 | +3%
pep + pan + mix 4.9 + 9% 3.9 + 8% 5.4 + 6% 12.6 + 6%
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REIVINDICACIONES

1. Uso de probidticos para aumentar la absorcion y / o la

biodisponibilidad de proteinas y / o de energia en un individuo

. 2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dichos

probidticos se seleccionan de: bacterias, levaduras y otros
microorganismos, tomados individualmente o en combinacién;
preferiblemente las bacterias pertenecen a al menos un género
seleccionado de: Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus,
Propionibacterium, Streptococcus, Lactococcus, Aerococcus Yy

Enterococcus.

. El uso de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, en donde dichas

bacterias que pertenecen al género Lactobacillus se seleccionan de:
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
amylolyticus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus alimentarius,
Lactobacillus aviaries, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus  casei, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus
coryniformis,  Lactobacillus crispatus, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus  gasseri,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus
mucosae, Lactobacillus panis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pontis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus salivarius and Lactobacillus
sanfranciscensis, preferiblemente seleccionadas de: Lactobacillus
acidophilus, rhamnosus o paracasei.

4. 4. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

en el que dichas bacterias que pertenecen al género Lactobacillus se
seleccionan de cepas L. casei DG® (Lactobacillus paracasei CNCM I-
1572) y / o Lactobacillus paracasei LPC-S01 (DSM 26760 DSMZ) ).

El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
el que dichos probidticos se toman diariamente por dicho individuo en
una cantidad suficiente para permitir la colonizacion intestinal
temporal, preferiblemente al menos 109 unidades de microorganismo,

preferiblemente de bacteria, por dia.
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El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en
el que dicho individuo se selecciona de entre: ancianos, nifios,
mujeres embarazadas y atletas.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el
que las proteinas, animales y / o vegetales, se seleccionan de: clara
de huevo, proteinas de suero lacteo, preferiblemente WPI 90%;
proteinas de lupino, preferiblemente protilup 450; proteinas de soja;
proteinas del garbanzo; Proteina de caseinato, preferiblemente
proteina de caseinato de calcio y proteinas de arroz.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el
gue los probidticos, preferiblemente las bacterias, se administran
vivos, preferiblemente por via oral, mas preferiblemente en forma
sélida, incluso mas preferiblemente como pildoras, capsulas, tabletas,
polvo granular. , cipsulas de cascara dura, granulos solubles, sobres
o pastillas; o como un liquido, preferiblemente como un jarabe o
bebida, o se agregan a los alimentos, preferiblemente yogur, queso o
jugos de frutas.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el
que los probidticos estan formulados para actuar tépicamente,

preferiblemente a través de enema o como una crema..

10.El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en

el que los probidticos se administran en combinacion con
aminoacidos, suplementos, vitaminas, oligoelementos, preferiblemente
zinc y / o selenio, enzimas y / o sustancias prebidticas, preferiblemente
fructooligosacéaridos (FOS), galacto-oligosacaridos (GOS), inulina,

goma guar o una combinacion de los mismos.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere al uso de probioticos, preferiblemente una o
mas bacterias probidticas, para aumentar la absorcién de proteinas o la
biodisponibilidad de las mismas, preferiblemente en individuos con mayores
requerimientos de proteinas y / 0 energia tales como personas mayores,

nifos, mujeres embarazadas o atletas.
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PATRIMONIAL RIGHTS ASSIGNMENT

Between the undersigned, namely Andrea Biffi, is identify as shown in
her signature and acting in her own name, domiciled in Via Mulino
Vecchio 146 24059 URGNANO (BERGAMO) Italia, who henceforth will
be referred to as THE ASSIGNOR, and XXXXXXXXXXXXXXX, is identify
in his signature, acting in its capacity as legal representative of the
company SOFAR S.P.A., domiciled in VIA FIRENZE 40 20060
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signed in two copies of the same tenor, in the city of XXXXXXX, 24t
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