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RESUMO

"ISOLADO DE PROTEINA DE LEITE E PROCESSO PARA A SUA
PREPARACAO"

A invenciZo diz respelitc a um ncvo processo de
isolamento de proteinas do leite a partir do leite ou cde um
soro lécteo, incluindo passos de passagem do leite ou do
soro de leite através de uma resina de permuta catidnica, a
eluicdc da fraccao retida por uma solugdo aquosa salgada, e
a dessalinizacdo e esterilizacdo do eluido. Ela tem também
como objecto uma fracg¢do proteica leiteira obtida por este
processo e a sua utilizacdo para a preparacdo de

composicdes farmacéuticas ou alimentares.




DESCRICAO

"ISOLADO DE PROTEINA DE LEITE E PROCESSO PARA A SUA

PREPARAGAO"

A invencdo presente tem como objectc um novo
processo de isolamento de proteinas do leite, a composigdo,
o isolado de proteinas de leite ou fracclo proteica léctea,
que resultam das suas aplica¢des, bem como as suas

aplicacgdes, nomeadamente alimentares e farmacéuticas.

Conhecem-se diversos documentos da técnica

anterior que descrevem a purificacido de proteinas do lelite.

O documento EP-348508 descreve a obtencgdo de uma
lactoferrina bovina com elevada pureza (> 80% num passo ou
>98% em dois passos) por adsor¢do do leite ou do sorc de
leite sobre uma resina de permuta de catides que inclui
grupos carboximetilo, seguindo-se uma lavagem e a desorgéo

da lactoferrina.

C documentc EP-348508 descreve igualmente um

uma lactoferrina bovina de

[§)]

processo de preparacde d
elevada pureza (>95%) por adsorcac do leite ou do scro de
leite scbre wuma resira de permuta catidnica do tipo
polissacarido, Zincluindo as fungdes de éster de 4&cido

N

sulflrico, com eluigdo por uma solucdo agucsa de sal.



0 documento EP-298875 descreve um processo que
permite isoclar determinadas proteinas do soro de leite por
adeorcdo sobre um suporte inorgidnico poroso, sob a forma de
grdos, estando os grdos referidos revestidos com uma camada
de polissacirido aminado que apresenta superficialmente
grupos funcionais 4cidos, tails como grupos carboxilicos ou

sulfénicos.

0 documento EP-418704 descreve um processo para
se purificar sequencialmente a lactoferrina e a
lactoperoxidase, por eluicdo sobre uma coluna carregada com
uma resina polissacaridica com enxertos de grupcs de acido

sulfénico.

O documento US-6.096.870 descreve um processc de
separagio sequencial das proteinas do leite, por eluigdo do

leitelho sobre resinas catidnicas.

O documentc EP-1017286 descreve um processo de
separagdo seguencial das proteinas do leitelho por

cromatografia com caucdal radial.

A lactoferrira e a lactoperoxidase s&o protelnas
do lelte que possuen propriedades 1nteressantes: a sua
capacidade de se ligar a ferro confere-lhes um papel de
agentes antibacteriancs contra as bactérias cujo

metabolismo necessita de quantidades importantes de ferro.



A lactoperoxidase é indispensavel para a marcagdo
proteica com iodo. A lactoferrina favorece o crescimento
dos linfécitos e favorece a absorgdo do ferro por parte dos
do organismo, requla a diferenciacdo dos leucdcitos e inibe

a peroxidacido dos lipidos.

No entanto, todos estes documentos dizem respeito
a processos com o objectivo de se obter lactoferrina e/ou
uma lactoperoxidase o mals puras que seja possivel, ou seja
sdo processos que visam diminuir o mals possivel as
proporgbes de outras proteinas inicialmente presentes no
leite ou no soro de leite. Por outro lado, as condigdes de
fizxacdo da matéria-prima e as de eluicdo das proteinas sdo
condi¢des pouco agressivas, com caudais materiais pequenos.
Em contrapartida, o objective que motivou a autora deste
pedido é a obtencdo de uma fraccdo proteica de leite
incluindo entre outros constituintes a lactoferrina e a
lactoperoxidase, mas incluindo sobretudo uma proporcdo das
outras proteinas que é mais elevada do que no leite ou ro
soro de leite de que se parte. Para este efeito a autora
desenvolveu um processo com caudais muito maiores do que os
descritos nos documentos analisados acima, permitindo este
processo uma fixacdo mais selectiva no que toca a

determinadas proteinas.

O documento W093/13676 divulga um processc que
permite Isolar a lactoferrina e a lactoperoxidase por
passagem scobre uma resina de permuta de catides, com

caudais elevados, a partir do leitelho. Este processo



difere do processc de acordo com a inveng&o presente pe’ o
facto de ¢ czudal ser mais elevado do que no processo de
acordo com a invencdo (superior a 5 m/h) e por se destinar
a purificar a lactoferrina e a lactoperoxidase, e ndo a
obter uma fraccgdo proteica sspecifica de leite que contenha
uma porgdo relativamente elevada das outras proteinas e

possuindo propriedades bicldgicas melhoradas.

Conhece-se também, pelo documento EP-704218, um
agente destinadec a reforgar os ossos, incluindo esse agente
uma fracgdo proteica basica ou uma fraccdo peptidica
basica, provenientes de leite obtidas por passagem do leite
sobre uma resina catiénica, e por eluigdo. No entanto, as
condigdes de adsorgdo e de eluigdo descritas nesse
documento sdo distintas das que sdo empregues no pProcesso
de acordo com a invencdo, e permitem isclar uma fracgao
proteica distinta e a obtida de acordo com a invencéo

presente.

Os documentos JP-8165249, JP-9187250, JP-9284537
e EP-1010430 descrevem as composicles destinadas ao reforgo
dos o0ssos e/ou a prevengdo das doencas periodontais,
contendo essas compeosicdes uma fraccdo proteica hbasica
derivada do leite que é& obtida por adsorcdo do leite e por

eluicdo schbre umaz resina catidnica.

No entanto, as condig¢des de adsorcdc e de eluicéo
descritas nestes documentos sdo distintas das empregues no

processo de acordo com a invengdc e permitem isolar uma



fraccdo proteica diferente daquela que se obtém de acordo

com a invenc¢do presente.

Foi portanto com surpresa que a autora verificou
obter um novo processo de isolamento de proteinas de leite
que permite obter uma fracgido proteica do leite, que é
dotada de propriedades bicldégicas melhoradas, nomeadamente
uma fracgdc proteica do leite que favorece o c¢rescimento

dos osteoblastos.

A invengdc tem como objecto um processo de
isolamento de proteinas do leite a partir de leite ou de

soro de leite, que incluil os passos seqguintes:

a) esteriliza-se e desengordura-se o leite ou o©

soro de leite;

b) passa-se a fraccdo liactea proveniente do passo
a) sobre uma resina de permuta de catides utilizada como

enchimento de uma coluna eluivel;

¢) elui-se a fracg¢do retida na coluna, com uma

solucdo aquosa de sal;
d) retira-se o sal do eluido provenienze do passo
c}, de preferéncia por ultrafiltracdo = por diafiltracdo, e

depois esteriliza-se, de preferéncia por microfiltracio.

Sendo este processo caracterizado por:



o) a resina de permuta de catides ser uma resina

com funcdes acido forte enxertadas;

designando-se pelo parédmetro BV a razdo entre o
volume de matéria-prima e o voclume de resina humida na

coluna,
designando-se pelo parametro SV a razao entre o
caudal de alimentacdc a coluna e o volume da resina himida

na coluna,

designando-se pelo parametro LV a razdo entre o

caudal de alimentac3c da coluna e a seccgao da coluna,

B) no decurso do passo b), os parametros de

fixagdo tém os seguintes valores

~ BV¢ estd compreendido entre 80 e 120;

f

SV: estd compreendido entre 8 e 15 h™';

- LVy é superior ou igual a 3 m/h e inferior ou

igual a 4,8 m/h.

¥) no decurso do passc ¢), 03 parametros de

eluicaoc tém os sequintes valores

- BV, esta compreendido entre 3 & 7;



- LV, & inférior a 1 m/h, de preferéncia inferior

a 0,5 m/h.

Pode-se utilizar como matéria-prima no processo
da invencgdoc, quer leite guer soro de leite, de preferéncia
provenientes da vaca. O soro de leite & o liquido residuzl
que se obtém depois da extrac¢do das proteinas e da gordura
do leite, ou do leitelho. Distinguem-se em geral duas
categorias de soro de leite, consoante a sua acidez seja
superior a 1,8 g de 4acido lactico por L, ¢ soro léacteo
doce, resultante da fabricagdo de queijo de massa
comprimida cozida ou ndo cozida (emental, saint-paulin
etc.) e o scro de leite acido, proveniente da caseina ou de
outros queijos obtidos por coagulagdo mista ou lactica
(massas moles, massas frescas). A composicdo média do soro
de leite doce €, a titulo indicativo, para 61 g de matéria
seca por kg de soro de leite, de 42 a 48 g de lactose, 8 g
de proteinas, 2 g de gorduras, 5 a 7 g de minerais, 1 a 5 g

de &cido lactico zendo o resto minerais e vitaminas.

Conhece-se também o soro de leite ideal obtido
por microfiltracdo do leite sobre um suporte com uma

porosidade média de 0,1 pm,

De acordo com uma primeira variante dz invencdo,
utiliza-se leite como matéria-prima, e de forma vantajosa
leite de wvaca, cuja composic¢do permite, pelc processo de

acorde com a invengdo, a obtengdo de um isclado de



proteinas gue tem as propriedaces bioldgicas mais
interessantes. Esta variante permite igualmente obter um
rendimento em proteinas gue ¢é superior ao obtido nas
variantes em cgue se parte de soro de leite como matéria-

prima.

De acecrdo com uma segunda variante preferida da
invencdo, utiliza-se como matéria-prima soro de leite acido
de caselnaria. Esta variante apresenta uma vantagem
econémica importante, na medida em que a matéria-prima é um
subproduto obtide de exploragdes industriais, tendo

portanto um custo baixo.

No primeirc passo do processo, esteriliza-se o
leite ou o soro de leite, e desengordura-se por desnatacdo,

de modo conhecido:

A desnatacdo do leite desigra a separacao da nata
do leite, qualquer que seja o processo utilizado para

consequir esta separacgédo.

De modo tradicional, a fabricac¢do da nata faz-se
de acordo com um processo natural: quando se deixa o leite
em repouso, da-se uma separacdo dos seus elementos
constituintes em funcgo da sua densidade. Como s&o mais
leves do que a &gua, os gldbulos de matérias gordas scbem a
superficle para formar uma camada de nata. Na producio
industrial, acelera-se a formagdo da nata passando ¢ leite

por uma desnatadora centrifuga.

£



No modo de proceder habitual, a pasteurizacdo &
levada a c¢czbo por um agquecimento controlado com uma duracao
curta, de modo a eliminar o©s germes patogénicos
eventualmente presentes na nata. De forma vantajosa, pode
levar-se a cabo a pasteurizagdo a uma temperatura no
intervalo de 65 a 95°C, de preferéncia a entre 80 e 95°C.
Pocde~se por exemplo tratar o leite ou o soro de leite
durante 15 segundos a uma temperatura compreendida entre 65
e B82°C. Pode igualmente esterilizar-se o leite ou o soro de
leite wutilizado come matéria-prima, por microfiltracao

através de um filtro que possua poros com um didmetro de

entre 0,1 e 2 pm.

Passa-se entdoc a matéria-prima estéril e
desengordurada através de uma resina de permute catidénica.
De acordo com a invencdo & resina de permuta de catides é
uma resina gue possul func¢des &cido forte, e que tenha uma
capacidade de permuta de ides de entre 200 e 1000 pE/mL, ce
preferéncia entre 400 e 700 pE/mL. Entende-se por funcao
dcido forte, uma funcdo dotada de um pKa £ 2, A resina pode
nomeadamente sofrer os enxertos com funcgdes de 4cido
sulfénico para ficar apropriada, em geral sob a forma de
sals sulfonato, sendo a natureza do sal determinada pela
solucdo que se utilize para o acondicicnamento da coluna
antes de se levar a cabo o processo. De rpreferéncia,
escclne-se uma enxertla com grupos aromdticces ou alifédticos
portadores de funcgdes de acide sulfdénico, ainda mais

preferivelmente sob a forma de sals de propilsulfonato. A&



resina sobre a qual s&oc enxertadas as funcdes de acido
sulfénico pode ter uma natureza gqualquer, nomeadamente
poliacrilica ou poliestirénica. A granulometria da resina
estard de forma vantajosa compreendida entre 100 pum e 500
um, de preferéncia entre 200 e 750 pm, ainda mais
preferivelmente entre 250 e 600 um. A resina utilizdvel de
acordo com a invengdo deve apresentar de preferéncia una

densidade superior a 1,15.

Podem citar-se como resinas disponiveis no
comércio e que podem ser utilizadas na invencdo presente,
nomeadamente: a resina Trisacryl SP® comercializada pela
sociedade BIOSEPRA, a resina MacroPrep High S®
comercializada pela sociedade BioRad. De preferéncia,
escolhe~se uma resina poliestirénica enxertada com funcdes

alquilsulfonate ou arilsulfonato.

Acondiciona-se a resina numa coluna, antes da sua
utilizagdo, de um mode que & do conhecimento dos
especialistas da técnica, por tratamento com uma solucdo
desinfectante seguidc de lavagem, para evitar a sta
contaminagdc com microrganismos. Em sequida equilibra-se
eventualmente a coluna fazendo-a atravessar por uma sclugdo

tampao, seqguindo-se uma lavagem

O passo b) de fixagdo da matéria-prime, lelte ou

scroc de _leite, estéril e desengordurado, prossegue nas

seguintes condicdes preferenciails:



Acondiciona-se a resina dentro de uma c¢oluna,
cuja temperatura é mantida a entre 2 e 15°C, de preferéncia
a entre 4 e 12°C. A alimentagdo das matérias-primas a
coluna &, de preferéncia, feita por baixe. De modo
vantajoso trabalha-se em leito fluildizado. Os parametrcs de
fixagdo sdc ajustados de preferéncia de modo a que se

cbserve uma, ou varias, das condig¢des seguintes:

- BVy estd compreendido entre 80 e 150, de
preferéncia entre 80 e 120;

- SV¢ estd compreendido entre 5 e 40 h‘a
preferivelmente entre 8 e 20 h™°, e de preferéncia a entre

8 e 15 h™%;

- LV¢ estd compreendido entre 3 e 4,8 m/h, de

preferéncia entre 3,2 e 4 m/h.

De preferéncia verificam-se as sequintes

condig¢bes durante o passo b):

- BV: estd compreendido entre 80 e 120;

- SV esti compreendido entre 8 e 15 h™%;
3 e 4,8 m/h.

- LV: estd compreendido entr

O]
0]

durante o passc c):



- BV, estéd compreendido entre 3 e 7;

- 1LV, é inferior a 1 m/h.

Pela permuta de ides, as proteinas da fraccio de
leite que se utilizou como matéria-prima vém fixar-se sobre
as funcgdes Acidas da resina. A escolha dos parémetros de
fixacdo de acordo com a invencdo permite levar a cabo una
fixacdo selectiva das proteinas sobre a coluna. nas
condicBes classicas de fixacdo do leite sobre uma resina
catidénica, a lactoferrina e a lactoperoxidase,
maioritdrias, fixam-se preferencialmente sobre a resina. No
processo de acordo com a invencdo, as outras proteinas,
minoritdrias, sdo favorecidas pelas condigées de fixacdo
definidas acima neste documento, e a sua quantidade no
conjunto de  proteinas fixadas sobre a resina é
significativamente supericr & sua proporcdc na matéria-
prima. O processo de acordo com a invencdo permite portanto
isclar uma fracgdo de leite que possuil uma nova composicdo
em proteinas, em relaclo as composicdes proteicas de leite
da técnica anterior, e gue apresenta propriedades

biologicamente interessantes.

O passo ¢) de eluig¢io das proteinas fixadas, &

levado a cabo nas seguintes condicles preferenciais:

Mantém-se a resina a uma temperatura compreendida

2

entre 2 e 15°C, de preferéncia a entre 4 =2 12°C. Le

preferéncia faz-se a alimentagdo da coluna em matéria-prima



ot

(solugdo aquosa de sal) pela parte superior. A solucédo
agucsa salina empregue para se levar a cabo a invencdo é
em geral uma sclugdo de um cloreto de um metal alcalino tal
como K, Na*, ca®, Mg¢g*". Utiliza-se de preferéncia uma
solucdo aquosa de cloreto de sédio. De forma vantajosa, a
solugdo aquosa de sal tem uma concentracio no intervalo de
2 e 25%, de preferéncia entre 5 e 15%, em peso, de sal, por
peso de liquido. De preferéncia, a forca idnica da solucgio
aquosa de sal é de entre 1 e 2 M. O pH da solugdo de

eluicdo é em geral de entre 6 e 7, vantajosamente entre 6,5

e 7.

De preferéncia os parémetros de eluicdo obedecem

a uma ou mais das seguintes condicdes:

~ BV, esta compreendido entre 3 e 7 e de

preferéncia entre 3 e 5;

- 1LV, é inferior a 0,5 m/h.

Depois deste vpasso, o eluido que se obtém
contendo a mistura de proteinas de leite & submetide de
modo continuo a um ou mais passos de ultrafiltracido e de
diafiltracdo destinados a eliminar os sais. Podem utilizar-
se neste passo outros procedimentos conhecidos dos
especialistas da técnica, tais como a electrodidlise ou a
passagem sobre resinas de permuta anidnicas e catidnicas,
em vez da ultrafiltracdo e da diafiltracdoc. De preferéncia,

este tratamento é efectuado até se obter um permeado gue



possua uma condutividade inferior a 15 mS. Pode utilizar-se
neste passo em substituig¢do, qualquer outro procedimento
que permita eliminarem-se o5 sals, tal como nomeadamente a
electrodidlise. Submete-se entdo a solucéo a uma
microfiltracdo destinada a esterilizar o retentado da
ultrafiltragdc antes da sua secagem. Podem empregar-se
outros procedimentos técnicos para esterilizar a fraccdo de
leite obtida neste passo, nomeadamente um tratamento

térmico adaptado, ultrassons ou campos eléctricos pulsades.

De preferéncia, seca-se o produto dessalinizade e
esterilizado de modo a obter-se uma fraccdo de leite
proveniente do processo da invencdo, sob a forma de um pod,
0 que permite o seu acondicilonamento e a sua armazenagen.
Tal como se sabe, a secagem pode ser levada a cabo por

liofilizacdo ou por atomizacdo.

E nova a fraccdo de leite obtida de preferéncia a
partir de leite de vaca pelo processo da invencgdo. Sob

forma seca, ela é caracterizada por possuir:

- um conteddo em proteinas superior a 90%,

- um teor em sais inorgédnicos inferior a 1%,
- um teor em matérias gordas inferior a 1%,
- um teor em lactose inferior a 1%,

- um teor em humidade inferior a 5%,

- um teor em lactoferrina inferior & 80%,

~ um pH em solucdo a 2%, de entre 6 ¢ 7,5,

- uma  pureza  espectrofotométricz no  UV-



-visivel, definida por uma razio Do*? /Do < 0,15,

- pelo menos 1% de proteinas que tenham um
ponto isoeléctric superior ou digral a B8, estando as
percentagens apresentadas em relacdo ao peso de material

seco da fracgdo de leite de acordo com a invencdo.

No caso em que a matéria-prima utilizada seja
leite e ndo soro de leite, o produto obtido pelo processo

da invencdo caracteriza-se por condigdes suplementares:

- presenca de pelo menos 40% de proteinas com
um ponto isoeléctrico superior ou igual a 8,

- um teor em lactoferrina superior a 30% e
inferior a 80%,

- uma actividade de lactoperoxidase superior
ou igual a 120 unidades ABTS por mg de isolado (ABTS =

Acido 2,2"-azino-bis(e-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) .,

A medigdo do DO a 412 nm proporciona uma
avaliag¢do quantitativa da lactoferrina e da lactoperoxidase

presentes na fraccdo proteica do leite.

A medicdo do DO a 412 nm propcrciona ura
avaliagdc gquantitativa da  totalidade das proteinas

presentes na fraccdo proteica do leite.

A razdo DOY™/DO*Y < 0,15  mostra que a
lactoferrina e a lactoperoxidase estdc em  MmMenor

concentragdo, em relacdao as outras protelnas, na composicdo



obtida de acordo com a invencdc, quandc se compare com as
proporgdes om que elas estdc presentes no leite e nas
fracedes proteicas do leite provenientes da técnica

anterior.

De preferéncia, a fraccido proteica de leite
obtida peloc processo de acordoc com a invencdo apresenta

pelo menos uma das seguintes caracteristicas:

~ um conteddo em proteinas superior a 95%,

~ um teor em sais inorgdnicos inferior a 0,5%,

- um teor em matérias gordas infer:ior a 0,5%,

- um teor em lactose inferior a 0, 5%,

- um teor em humidade inferior a 4%,

- um pH em solucdo a 2%, de entre 6 e 7,2,

- uma  pureza espectrofotométrica no UV~
~visivel, definida por uma razdo DO**/D0*% < 0,1,

- pelo menos 1% de proteinas que tenham um

ponto isceléctrico superior de entre 8,2 e 8,7.

No caso em que a matéria-prima utilizada seja

leite e ndo soro de leite, o produto obtido pelo processo

1

da invengdo  caracteriza-se  pela seguinte condigdo

suplementar:

- um tecr em lactoferrina superior a 50% e

inferior a 8(0%.

As fraccdes proteicas do leite de acordo com a



invengdo apresentam propriedades vantzjosas: elas favorecen
nomeadamente o crescimente das células osteoblésticas e ¢

das células intestinais.

As fracgdes proteicas do leite de acordo com a
invencdo sdo de igual forma eficazes na inibicdc do

crescimento dos osteoclastos e dos pré-osteoclastos.

Estas propriedades bem comc as propriedades ja
conhecidas das fracc¢des proteicas do leite provenientes da
técnica anterior, permitem encarar a utilizacdo destas
compesicdes em numerosas aplicacgdes, nomeadamente nos
dominios da alimentacdoc e da farmacia. A invencdo tem
portanto igualmente come objecto zodas as composigdes
alimentares e farmacéuticas, como também gualouer produto
de higiene, que contenham uma fraccdo de proteinas de leite

de acordo com o processc da invencgdo.

Uma composicdo alimentar de acordo com a invencéo
poderd ser por exemplo um leite alimentar, em especial um
leite destinado a alimentac¢do infantil, obtido por wuma
simples hidratacdo do pé de fracgio proteica de leite
obtido de acordo com a invengdo. A invengdo tem portanto
como cobjecto a utilizacdo de uma Iracgdo proteica de leite
de acordo com a invengdoc, para a preparacdc de um leite

alimentar,

Y\ invencéo tem igualmente como cbhiecto

composigdes alimentares que incluam uma fraccido proteica de



leite de acordo com a invengdo, e outros ingredientes
alimentares, Pode-se em especial encarar a adicdo da
fracgdc proteica do leite de acordo com a invencdo a um
leite de wvaca, com o objectivo de o enriquecer em
determinadas proteinas. A presenca de calcio nos alimentos
que incluem a fraccdo proteica de leite de acordo com a
invengdo, serd especialmente benéfica na medida em que essa
fraccido proteica de leite melhorar a absorcdo do calcio
pelo organismo humano, e nomeadamente a fixacdo do célcio

no tecido dsseo.

A invengdo tem portanto igualmente como objecto a
associacgdo de uma fraccdo proteica de leite de acordo com a

invencao, com calcio.

A inven¢do diz igualmente respeito a estojos
alimentares que incluam diversos constituintes
acondicionados isoladamente, destinados a uma preparacdo
extemporanea do alimento, e contendo uma fracgdo proteica

de leite de acordo com a invencédo.

Tais alimentos podem ser utilizados na prevencio
de vpatologias tails  como: atrasos de crescimento,
csteoporose, fragilidade bsses, fracturas dsseas,
reumatismo, artrose, doencas periodontals, deficiéncia da

barreira intestinal..

Uma composicdc farmacéutica de accrdo com a

invencdo, contendo pelo menos uma fraccdo proteica de leite



de acordo com a invengdo e um suporte aceitdavel do ponto de
vista farmacéutico, pode ser utilizada no tratamento de
varias das patologias seguintes: atraso de crescimento,
osteoporose, fragiiidade bssea, fracturas bsseas,
reumatismo, artrose, doencas periodontais, deficiéncia da

parreira intestinal..

E ponto assente que uma tal composicdo pode por
outro lado conter um ou mais agentes terapéuticos. Pode
vantajosamente associar-se cdlcio a fracgdo proteica de
leite de accrdo com a invencdo. Uma tal assocciacdo integra
a inveng&o presente. Com efeito, uma fraccdo proteica de
leite de acordo com a invenc¢do permite melhorar a absorcgdo
do célcio pelo organismo, nomeadamente a fixacdo do céalcio
no tecido ésseo, o0 que permite melhorar o efeito de reforco

dos ocssos.

Pode também associar-se com vantagem calcic e
vitamina D a fraccdo proteica de leite de acordo com a
invencdo. Uma tal associacdo integra a invencdo presente.
Com efeito, a vitamina D melhora a absorcgdc intestinal do
calcio, e uma fraccdo proteica de leite de acordo com a
invengidc permite melhorar a fixacdo do célcio pelo tecido
Osseo. Este efeito sinérgico permite em especial melhorar a

saude dos ossos.

Podem administrar-se composicdes farmacéuticas ou
complementos alimentares de acordo com a invencdo, sob

qualguer forma apropriada tal como sob a forma de pds,



granulados, comprimidos, gélulas, bebidas como pcr exemplo
em solucdo ou em xarope. A frequéncia da administracdo e a
dose a administrar sdo adaptadas de forma conhecida de

acordo com o peso e a idade do individuo.

Também se encontram igualmente incluidos na
invencdo presente produtos de higiene, nomeadamente sob a
forma de um gel ou de uma pasta, os fluidos pzara lavagens
bucais, as gomas de mascar, dque contenham uma fraccao

proteica de leite de acordo com a invencéo.

EXEMPLOS:

I - Preparagdo de isolados de proteinas de leite

Condices gerais:

A resina utilizada nos exemplo adiante neste
documentc & uma resina Trisacryl SP ®. Ela foi submetida
aos tratamentecs de acondicionamento sequintes, antes do

inicio da sua utilizag¢do: fol posta em contacto com uma

o>

sclucdaoc aquosa a 0,4 do desinfectante ASEPTO g,
utilizando-se 3 litros de desinfectante por guilograma de
resina humida, seguindo-se uma lavagem. Foli em seguida
equilibrada por passagem de um tampdo de acetato (80 mM, pH
= 5,3), contendo cloreto de calcio (33 g/L), & razao de 4
litros de tampdo por guilograma de resina himida. Por
ultimo lava-se a resina com dgua até que ¢ eluido apresents

um pH de entre 6 e 7, e uma condutividade inferior a 5 mS3.



Depois de cada sequéncia de fixacdoc da matéria-
prima, seguida da sua eluicdo, limpa-se a resina por um
tratamento enzimdtico com protease alcalina de Bacillus
licheniformis num tampdoc a pH = 8, a 60°C durante 2 horas,
seguindo-se um tratamento com uma solucdo de NaCl a 100 g
por litro, durante 30 minutos (repetido 2 vezes). Antes de
ser esterilizada, ela & submetida ac tratamento de

acondicionamento que se exple adiante neste documentc.

Leva-se a cabo a utrafiltracdo do eluido, a uma
temperatura de entre 5 e 10°C, através de membranas
organicas cujo limiar de corte é de 10 kD. O factor de
concentragdo em volume que se pratica é de entre 10 e 60,
de modo a obter-se um retentade gque possua a maior
quantidade possivel de extracto, de preferéncia entre 15 e
20%. A diafiltracdo é levada a cabo a uma temperatura de
entre 15 e 25°C utilizando as mesmas membranas, e
utilizando como volume de &dgua desmineralizada entre § e 10
vezes o volume do retentado obtide no passo de
ultrafiltracédo, até que a condutivicade do permeado seja

inferior a 15 mS.

Efectua-se a microfiltracdo a 35°C a partir do

retentado proveniente da ultrafiltracido e diafiltracao,

T

scbre membranas ceramicas cujo limiar de corte é de 1,4 pm.

Leva-se a cabo a secagem do permeado da

micreofiltracdo com uma torre de atomizacdo com turbinas, a
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uma temperatura de entrada de 140°C e a uma temperatura de

saida de 80°C.

Caracteristica da resina

A resina SPEC 70 & constituida por um suporte

quimicamente inerte e mecanicamente resistente.

Do ponto de vista quimico, a resina é fabricada
por polimerizagdo de AMPS: A4cido 2-acrilamida-2-metil-
propanossulfdénico. A resina tem uma capacidade de permuta
de 18es de entre 400 e 700 pF/mL, e uma capacidade de
fixagdo proteica medida com lactoferrina (minimo 20 mg(mL)
ou a lactoperoxidase (minimo 40 mg/mL), ou aindz a lisozima
(minimo 70 mg/mL); a sua densidade é superior a 1,15 e a

sua granulometria situa-se a entre 250 e 500 pm.

Exemplo 1:

A 10°C fazem-se passar 300.000 litros de leite
desnatado e tratado termicamente a 68°C durante 15
segundos, através de 3.000 litros de resinas de permuta de
catides (SPEC 70, fornecida por BIOSEPRA), com um caudal de
14.000 litros/h em percurso ascendente de duas colunas que
funcicnavam em paralelo, cada uma delas com um raio de 1

metro,

Eluem-se as proteinas que se fixaram sobre a

resina usando 9.000 litros de uma solucdo de cloreto de



sédio a 10%, gue circulou de cima para baixo.

0 eluido que se obteve apresenta um pH de 6,5 e
um extracto ssco de 80 g/kg. Ele & passado sobre membranas
de ultrafiltracdo com limiar de corte de 10 kD e com uma
area superficial de 17 m® que se haviam adquiride na DSS, a
11°C e com um caudal de permeacdo de 16 1/h/m°, até se

obter um factor de concentracio em volume de 7.

0 retentadc apresenta um pH de 5,3 e tem um
extracto seco de 170 g/kg; para eliminar o sal, diafiltra-
se em seqguida este retentado sobre as mesmas membranas, a
25°C e com &gua constituindo 70% do volume do eluido que se
tratou, até se obter um factor de concentracdo em volume de

9,5, com um caudal de permeacdoc de 16 1/h/m°.

O retentado diafiltrado apresenta um pE de 6,5 e
um extracto seco de 95 g/kg; & nesta altura passado através
de membranas de microfiltracdo com uma porosidade de 1,4 um
e a 30°C, com um caudal de permeacdo de 320 1/h/m?. 0
permeado desta microfiltracdoc apresenta um pH de 6,6 e um

extracto seco de 75 g/kg.

Seca-se em seguida este permeaco sobre uma torre
de atomizagdc munida de uma turbina; a temperatura de
entrada da torre & de 140'° e & temperatura de saida & de

goecC.

O isolado em pd aque desta forma se obtém



apresenta as caracteristicas seguintes:

Humidade: 4,7%,

Proteinas (Nx6,38) 96,2%, das quais:
Lactoferrina: 54%

Lactoperoxidase: 125 unidades ABTS/mg

Cinzas: 0,1%, das quais:

Na: 0,02%
Cl: 0,44%

- Pureza espectrofotométrica: DO***/D0?% = 0, 06.

O perfil electroforético obtido por isofocagem
com revelacdo com nitrato de prata estéd ilustrado pela
Figura 1. Na Figura 1 compara-se a distribuicdo de pontos
isoeléctricos da fracgdo proteica de leite de acordo com a
invencdo (anotada como LN06) com um produto de referéncia
anotado Std, que ¢é um estojo de calibracdo proteica
comercializado pela Sociedade Pharmacia sob a referéncia
17047101 e é denominado “Isoelectric Focusing Calibraticn
Kit Broad PI 3-10”. Constata-se que se encontram
maicritariamente presentes proteinas posssuindo pontos
igoeléctricos elevados, (de cerca de 8,4). Este produto
contém cerca de 50%, em peso, de lactoferrina, em relacédo

ac peso total de isolado.

Exemplo 2:

Fazem-se vpassar 4,4 1litros de soro 4acido de

~
i

caseinaria (pH 4,7, extracto seco 65 g/kg), a 10°C, através
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de 22 mlL de resina de permuta de catides (SPEC 70 fornecida
pela BICSEPRA), com um caudal de 400 ml/h, em percurso

descendente, numa coluna que tinha um didmetro de 15 mm.

Eluem-se as proteinas que se fixaram sobre a
resina, usando 90 mL de uma solucdo de cloreto de sédio a

1%, em percurso descendente.

Para se eliminar o sal, dialisa-se em sequida o
eluido gque se obteve (100 mL), contra Agua desmineralizada,

durante 48 horas a 4°C.

O produto dialisado apresenta as seguintes

caracteristicas:

Extracto seco: 1,5 g/kg,

pH 5,4,
- Condutividade: 24 pus,
- DO*? < 0,005,

- DO*% = 4,6 (0,46 apds diluicdo a 1/10).

0 perfil electroforético permite constatar que
pelo menos 1% das proteinas presentes tém um perfil
isoeléctrico superior ou igual a 8. Este produto contém
cerca de 3% de lactoferrina, em peso em relacdo ao peso

toctal do isolado proteico.
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IT - Testes bioldgicos

A - Métodos gerais

1. Testes de proliferacdo das células MC3T3

{(linhagem celular de osteoblastos)

Cultivam-se as células MC3T3 a 37°C sob uma
atmosfera humida contendo 5% de CO. 0O meio de cultura
utilizado €& o a-MEM (Meio FEagle Modificade alfa),
suplementado com 10% de soro fetal de bovino e com 50 U/mL

de penicilina e 50 pug/mL de estreptomicina.

Para se testar o efeito das diferentes proteinas
sobre o crescimento das células, semeiam-se as células
sobre placas de 48 pocos, com uma densidade de 5 x 10°
células/cm’. Passadas 48 horas apdés a sementeira,
adicionam-se as proteinas as células. As solucdes proteicas
haviam sido preparadas em meic de cultura, com uma
concentracdo de 10 mg/mL, e depois s3o submetidas a uma
filtragdo através de um filtro de 0,22 um, e diluidas com
neio de cultura até a concentracdo pretendida,
imediatamente antes da sua utilizacdo. Contam-se as células

apbs 72 h de cultura, avaliando a quantidade de ADN,

2. Teste de proliferagdo das células RAW 264.7

(linhagem celular pré-osteocléstica)

~—

Cultivam-se as células RAWZ264.7 a 37°C sob uma



atmosfera humida contendo 5 % de CO;. C meio de cultura que
se utiliza é meio DMEM (Meio Eagle Modificado da Dulbecco),
contendo glucose 25 mM, glutamina 4 mM e 1,5 g/L de
bicarbonato, com um suplemento feito com 10 % de soro fetal

de bovino e com 50 U/mL de penicilina e 50 pg/mL de

estreptomicina.

Para testar o efeito das diferentes proteinas
sobre o crescimento celular, semeiam-se as células sobre
placas de 48 pocos, a razdo de 5 x 10* células/cm®.
Passadas 48 horas apdés a sementelra, adicionam-se as
proteinas as células. RAs solugbes proteicas haviam sido
preparadas em meio de cultura, com uma concentracdc de 10
mg/mL, e depols sdo submetidas a uma filtracdo através de
um filtro de 0,22 um, e diluidas com meio de cultura até a
concentragdo pretendida, imediatamente antes da sua
utilizacdo. Contam-se as células apds 72 h de cultura,

avaliando a quantidade ds ADN.

3. Teste de proliferacdo das células Caco-2

{linhagem celular intestinal)

Cultivam~se as c¢élulas Caco-2 a 37°C sob uma
atmosfera himida contendo 5 % de CO;. O meio de cultura que
se utiliza & meio DMEM (Meio Eagle Modificado da Dulbecco),
contendo glucose 25 mM com um suplemento felto com 15% de
soro fetal de bovino, 1% de aminocdcidos ndc essenciais,
glutamina 6 mM e com 50 U/mL de penicilina e 50 ug/mL de

estreptomicina.



Para testar o efeitc das diferentes proteinas
sobre o crescimento celular, semeiam-se as células sobre
placas de 48 pogos, & razdc de 4 x 10 células/em?.
Passadas 48 horas apds a sementeira, adicionam-se as
proteinas as células. As solugdes proteicas haviam sido
preparadas em meio de cultura, com uma concentragdo de 10
mg/mL, e depois s&o submetidas a uma filtracdoc através de
um filtro de 0,2Z pm, e diluidas com meio de cultura até &
concentracdo pretendids, imediztamente antes da sua
utilizacdo. Contam-se as células apds 72 h de cultura,

avaliando a quantidade de ADN.

B - Resultados

Foram levados a cabo os testes que se descreveram

acima sobre trés produtos:

- um isolado de proteinas de leite de vaca,
composto por 90% de lactoferrina (Produto de comparacdo):

Tlr

- um isclado de proteinas de leite de vaca cujo
tecr em lactoferrina era de pelo mencs 0,01% (Produto de
comparacdo): Tg,

- o produto preparado no exemplo 1: P-,

- o produto preparado no exemplo 2: P.



Expbem-se os resultados na tabela I:

Produto | Concentracio Estimulacdo Inibicdo da Estimulacao da
da producioc proliferacdo de | proliferacdo de
de célules células RAW células Caco-2

MC3T3 264.7
T1 1,0 mg/mL +65% -70% +67%
0,1 mg/mL +37% -30% +40%
T2 1,0 mg/mL +9% -8% +5%
0,1 mg/mL +6% -4% -
Pl 1,0 mg/mL +36% =70% +40%
0,1 mg/mL +15% ~22% +30%
P2 1,0 mg/mL +31% ~32% +41%
0,1 mg/mL +6% -17% +37%
TABELA T

A concentragdo designa a concentracdo em isolado

proteico de leite, no meio de cultura.

O estado da técnica tendia a demonstrar que a
actividade de um isolado proteico ce leite se ligava a
percentagem de lactoferrina gue ele contivesse (vejam-se os

resuitados de Ts).

Ao contrdrio deste preconceitc proveniente da
técnica anterior, os resultados dos testes apresentados

acima neste documento mostram que cos isolados proteices de



leite da invencdo, ainda que contenkam pouca lactoferrina
em compara¢do com a amostra T;, apresentam uma actividade
notavel nos testes de crescimento das células ostecblastos
e das celulas intestinals, bem como nos da inibicdo da

proliferacdo dos pré-osteoclastos.

Lisboa, 5 de Abril de 2007



REIVINDICACOES

1. Processo de isolamerto de proteinas do
leite, a partir de leite ou de um scro de leite, que inclua

0s segulintes passos:

a) o leite e ou o sorc de leite seja esterilizado

e desengerdurado;
b) a fracgido proteica de leite proveniente do
passo a) seja passada através de uma resina de permuta de

catides acondicionada numa coluna de eluicio;

c) a fracgdo retida sobre a resina seja eluida

por uma solucdo aquosa salgada;

d) o eluido resultante do passo c¢) se’a

dessalinizado e esterilizado.

Caracterizando-se este processo por:

uma resira

D~

a resina de permuta de 1des

possuindo enxertos de fungdes acido forte;

o pardmetro BV gue designa a razdo entre o volume

de matéria-prima e o volume de resina himida na coluna,

o parametro SV que designa a raz&o entre o caudal



de alimentacdo da coluna e o volume de resina himida na

coluna,

o pardmetro LV gue designa a razdo entre o caudal
Py o}

de alimentacdo da coluna e a sec¢do da coluna,

B) no decursoc do passo b), os paridmetros de

fixacdo apresentam 0s seguintes valores:

BV: esta compreendido entre 5 e 400;

- SV; estd compreendido entre 2 e 40 h™';

- LV¢ & superior ou igual a 1 m/h e inferior ou
igual a 5 m/h.

v) no decurso do passoc c), 08 pardmetros de

i

eluicdo tém os sequintes valores

- BV, estd compreendido entre 1,5 e 7;

- LV, é inférior a 1 m/h.

Z. Processo de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por a matéria-prima ser leite de vaca.

3. Processo de acorde com a reivindicacdoc 1,

caracterizado por a matéria-prima ser um soro de leite

dcido de caseina.



(O8]

4. Processo de acordo com gqualguer uma das

reivindicac&es anteriores, caracterizado por a resina de

permuta de catides ser uma resina com enxertcs de fungdes

dcidas com pKa £ 2 e possuinco uma capacidade de permuta de

ides de entre 200 e 1000 pE/mL.

5. Processc de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizado por a resina possuir enxertos de ZIfungdes

4cido sulfdnico ou sal de sulfonato.

6. Processo de acordo com a reivindicacdo 5,
caracterizado por a resina possulr enxertos de Zfungdes

propilsulfoéonicas ou de propilsulfoenato.

7. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacBes anteriores, caracterizado por durante a fase
b) de fixacdo da matéria-prima, se cumprir uma ou varias de

entre as condic¢des seguintes:

8. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, caracterizado por durante o
passc b) de fixacdo da matéria-prima, ser cumprida uma ou
mals das condicBes seguintes:

BV: estéd compreendido entre 80 e 150;

- SV: estéd compreendido entre 5 e 40 h'™%;



- LV: estd compreendido entre 3 e 4,3 m/h.

g. Processo de acordo com gualguer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizado por serem
cumpridas as condicées ssguintes:

durante a fase Db):

- BV: estd compreendido entre 80 e 120;

- SV¢ estd compreendido entre 8 e 15 h™';

- LV: estd compreendido entre 3 e 4,8 m/h.

durante a fase c¢):

- BV. estd compreendido entre 3 e 7;

- LV, ser inferior a 1 m/h.

10. Processo de acordo com gualguer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizadc por durante o
passo b) a resina estar acondicionada dentro de uma coluna

cuja temperatura seja mantida entre 2 e 15°C.

11. Processo de acordo com gualguer uma dJas

fot

reivindicacées anteriores, caracterizado por durante o
passo c¢) de eluicgdo das proteinas fixadas, se cumprir pelo

menog uma das seguintes condigdes:



- BV, esta compreendido entre 3 e b;

- LV. ser inferior a 0,5 m/h.

12. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, caracterizado por durante o
passoc c¢) a resina estar acondicionada dentro de uma colura

cuja temperatura seja mantida entre 2 e 15°C.

13. Processo de acordo com qualguer uma das
reivindicacgbes anteriores, caracterizado por a solucido
aquosa salina empregue para levar a cabo a invencdo ser uma

+

solugdo de um metal alcalino seleccionado de entre K', Na',

ca™, Mg’ .

14. Processo de acordo com a reivindicacdo 12,
caracterizado por a solucdoc aquosa salina ser uma solucdo

de cloreto de sédio.

15. Processo de acordo com a reivindicacdo 14,
caracterizado por a solugdo agquosa salina ter uma
concentragdo de entre 2 e 25%, em pesc, de sal, por peso de

liquido.

lé. Processo de acordo com a relvindicacdo 14,
caracterizado por a sclugdo agquosa salina ter uma forca

iénica de entre 1 e 2 M.



17. Prccesso de acordo com gqualguer uma das
reivindicac@es anteriores, caracterizado por o ©pH <ca
sclucgo aquosa salina de eluigdo ser de entre 6 e 7,

vantajosamente cde entre 6,5 e 7.

18. Processo de acordo com gqualguer uma das
reivindicacées anteriores, caracterizado por se retirarem

0s sals por ultrafiltracdo e diafiltracgéo.

19. Processc de acordo com gualguer a
reivindicacdo 18, caracterizado por os tratamentos de
ultrafiltracdo e de diafiltracdo serem efectuados até se

obter um permeado com uma condutividade inferior a 15 mS.

20. Processo de acordo com gqualquer uma das
reivindicacées anteriores, caracterizado por a

esterilizacdo ser feita por microfiltracio.

21. Processo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizado por o produto
dessalinizado e esterilizado ser seco de modo a cbter-se a

fracgédo de leite do processc da invengdc sob a forma de um

-

po.

22. Fraccdo proteica de leite, caracterizadz por

susceptivel de ser obtida de acordo com qualquer uma

92}
M
]

das reivindicacdes 1 21,

o

23. Fraccdo proteica de leite, caracterizada por



apresentar as seguintes caracteristicas:

- um contetado em proteinas superior a 90%,

- um teor em sals inorganicos inferior a 1%,

- um teor em matérias gordas inferior a 1%,

- um teor em lactose inferior a 1%,

- un teor em humidade inferior a 5%,

- um teor em lactoferrina inferior a 80%,

- um pH em solucdo a 2%, de entre 6 e 7,5,

- uma  pureza  espectrofotométrica no  UV-
-visivel, definida por uma razdo DO?,/Dpg?" < 0,15,

- pelo menos 1% de proteinas que tenham um

ponto isoeléctrico superior ou igual & 8,

estando as percentagens apresentadas em relacdo ao peso de

material seco da fracgdo de leite de acordo com a invencio.

24. Fraccado proteica de leite de acordo com a
reivindicagdo 23, caracterizada por ela apresentar pelo

menos uma das seguintes caracteristicas:

- um contetdo em proteinas superior a 95%,

- um teor em sals inorgdnicos infericr a 0, 5%,
- um teor em matérias gordas inferior a 0,5%,
- um teor em lactose inferior a 0,5%,

- um teor em humidade inferior a 4%,

-~ um teor em lactoferrina inferior a 80%,

- um pH em solucdo a 2%, de entre 6 e 7,2,

- uma  pureza  espectrofotométrica no Uv-



visivel, definida por ume razao DO**/p0**® < 0,1,
- pelc menos 1% de proteinas gue tenham um

ponto isoeléctrico entre 8,2 e 8,7.

25. Fracgdo proteica de leite de acordo com
qualguer uma das reivindicagbes 22 a 24, caracterizada por

ser obtida do leite de vaca.

26. Fraccdo proteica de leite de acordo com a
reivindicacdo 25, caracterizada por conter pelo menos 40%
de proteinas que tenham um ponto isoeléctrico superior ou

igual a 8.

27. Fracgdo proteica de leite de acordo com a
reivindicacdo 25 ou a reivindicacdo 26, caracterizada por
conter um teor em lactoferrina superior ou igual a 30% e
uma actividade de lactoperoxidase superior ou igual a 120

unicdades ABTS por mg de isolado.

28. Fracgdo proteice de leite de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 22 a 24, caracterizada por

provir de um soro lActeo acido de caseina.

29. Asscciacdo de uma fraccdo proteica de leite
de acordo com gqualquer uma das reivindicacles 22 a 28, com

calcio.

30. Associlacdo de acordo com a reivindicacido 29,

caracterizada por conter também vitamina D.



31. Composicdce alimenter, caracterizada por
conter uma fraccdo proteica de leite de acorde com qualquer

uma das reivindicacbes 22 a 30.

32. Estocjos alimentares contendo um péd de
fraccdo proteica de leite de acordo com qualquer uma das

reivindicacfes 22 a 30.

33. Utilizagdo de uma fracgdo proteica de leite
de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 22 a 30, para

fabricar um leite alimentar.

34. Utilizacdo de uma fraccdo proteica de leite
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22 a 30, para
a preparagdo de um alimento destinado a prevencdc de uma
patologia seleccicnada de entre: atraso de crescimento,
osteoporose, fragilidade Ossea, fracturas bsseas,
reumatismo, artrose, doencas periocdontais, deficiéncia da

barreira intestinal.

35. Utilizagdc de uma fracgédo proteica de leite
de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 22 a 30, para
a prepara¢ado de um alimento destinado favorecer o

crescimento dos osteoblastos.

36. Composicdo farmacéutica caracterizada por
conter pelo menos uma fracgdo proteica de leite de acordo

com qualguer uma das reivindicacgBes 22 a 30, e um suporte



aceitavel do ponto de vista farmacéutico.

37. Utilizacdo de uma fraccdo proteica de leite
de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 22 a 30, para
& preparacdo de um medicamento destinado & prevencdo e/ou
ao tratamento de uma patologia seleccionada de entre:
atraso de crescimento, osteoporose, fragilidade &ssez,

fracturas Osseas, reumatismo, artrose, doencsas

periodontais.

38. Utilizacdo de uma fracgdo proteica de leite
de acorde com qualquer uma das reivindicagdes 22 a 30, para
a preparagadc de um medicamento destinado a melhorar a

absorgdo do calcio pelo organismo

39. Utilizagdo de uma fracgdo proteica de leite
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22 a 30, para
a preparacao de um medicamento destinado a favorecer o

crescimento dos osteoblastos

40. Produto de higiene caracterizado por conter

pelo menos uma fraccdo proteica de leite de acordo com

qualquer uma das reivindicag¢des 22 a 30.

Lisboa, 5 de Bbril de 2007
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Figura 1
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