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(57) Resumo: METODO PARA ISOLAR OSTEOPONTINA DE UM ALIMENTO DERIVADO DO LEITE A presente invengio se
refere a um método para isolar osteopontina de um alimento derivado 5 do leite contendo caseino-macropeptideo e/ou beta-
caseina livre, como, por exemplo, um alimento a base de soro do leite ou soro doce. Particularmente, o presente método envolve
o uso de uma janela estreita de pH e condutancia especifica do alimento derivado do leite, o que provou, de maneira
surpreendente, prover um isolamento bastante eficiente da osteopontina de alimentos quimicamente complexos.
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METODO PARA ISOLAR OSTEOPONTINA DE UM ALIMENTO
DERIVADO DO LEITE
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo se refere a um método para
isolar osteopontina de um alimento derivado do leite, por
exemplo, um alimento a base de soro do leite ou soro doce.
Particularmente, o presente método envolve o uso de uma
janela estreita de pH e conduténcia especifica do alimento
derivado do leite, o© que provou, de maneira surpreendente,
prover um isolamento bastante eficiente da osteopontina de
alimentos guimicamente complexos.

HISTORICO

A osteopontina é uma proteina de ligag¢do de calcio,
rica em Aacido sialico, altamente fosforilada, acida.
Osteopontina contém aprox. 28 mols de fosfatos ligados por
mol de osteopontina e liga aprox. 50 mols de Ca por mol de
osteopontina.

A Osteopontina (OPN) é wuma proteina bioativa,
multifuncional que €& 1implicada em numerosos pProcessos
biolégicos, como remodelamento 6sseo, inibigdo de
calcificagdo ectdpica e adesdo e migracdo celulares, assim
como diversas funcbes imunes. A osteopontina tem propriedades
semelhantes a citocina e é um fator importante na iniciacgéo
de respostas imunes de T auxiliar 1. A osteopontina esta
presente na maioria dos tecidos e fluidos corporais, com as
mais altas concentracgodes sendo encontradas no leite.
Suportando uma fun¢do inibitdéria da OPN na calcificagdo
ectbdpica, um modelo in vivo utilizando camundongos com
deficiéncia de OPN apresentou calcificac¢do diminuida mediante
a adicdo exbgena da proteina. Além disso, a OPN é envolvida
na defesa do trato urindrio contra a formacdo de calculos
renais, pois a OPN pode inibir o crescimento e a agregag¢ao de

cristais de oxalato de calcio monoidratados.
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A funcdo biocldgica da OPN no leite ndo é clara;
entretanto, pode-se fazer hipbtese de diversas fungdes.
Relatou-se que a osteopontina é envolvida no desenvolvimento
e diferenciagdo da glandula mamdria, e altos niveis da
expressdo da OPN sdo observados na gladndula mamadria no inicio
da lactagdo. Além disso, a natureza altamente anidnica da
proteina pode permitir que a OPN forme complexos sollGveis com
ions de calcio e, com isso, iniba a c¢ristalizagdo de calcio
ndo intencional e precipitacdo no leite.

Na literatura cientifica, a osteopontina é
tipicamente purificada do osso ou leite e estd tipicamente
presente no leite bovino em uma concentra¢do de 20 mg/L. No
leite, a osteopontina é uma proteina do soro, mas também
pode, em alguma medida, associar-se a micelas de caseina,
dependendo do nivel de Ca®*'. 0 soro &acido & a matéria-prima
preferida para a produc¢do industrial de osteopontina. Quando
o soro acido é formado, acredita-se que a osteopontina deixe
as micelas de caseina, conforme Ca’* vaza na fase de soro.
Esse aspecto torna o soro acido uma fonte direta de
osteopontina. Pelo mesmo motivo, o soro doce tem um contelGdo
de osteopontina levemente menor. Além disso, o soro doce
contém caseino-macropeptideo (CMP) da clivagem enzimdtica da
kappa-caseina. CMP tem muitas semelhang¢as bioquimicas com a
osteopontina - ambas sdo glicoproteinas pequenas, flexiveis,
acidas, fosforiladas. Por esse motivo, acredita-se que CMP e
osteopontina sejam bastante semelhantes em suas ligagdes a
resinas de troca de ion, o que impde um problema em purificar
a osteopontina de uma matéria-prima contendo CMP. Outro
aspecto é a degradacgdo provavel da osteopontina pelas enzimas
proteoliticas wutilizadas para fazer gueijo. Esses trés
aspectos podem ter resultado em essa matéria prima evitar a
purificacdo de osteopontina, tanto para produgdo industrial

como para a pesguisa cientifica.
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TECNICA ANTERIOR

O documento WO 02/28413 Al descreve um método de
producdo de uma composicdo contendo osteopontina de matérias-
primas, como leite e sgoro acido, por meio de troca de &anion
de pH baixo. No documento WO 02/28413 Al, enfatiza-se que nem
a matéria-prima do processo nem o produto resultante podem
conter cGMP, que é um tipo de CMP que é conhecido por se
ligar a trocadoreg de dnion e que poderia inibir a ligagdo de
osteopontina.

O documento WO 01/149741 A2 descreve um processo em
que a osteopontina é purificada de um material de leite ao
misturar o material de leite com cdlcio soldvel e ajustar o
pH da mistura para precipitar seletivamente os outros
componentes de proteina do  soro, enguanto mantém a
osteopontina na solucgdo.

SUMARIO DA INVENCAO

Os presentes inventores descobriram que, de maneira
surpreendente e contraria aos prejuizos encontrados na
técnica anterior, a osteopontina pode ser isolada por troca
de &nion em alta produgdo e alta pureza de alimentos
derivados do leite complexos, apesar da presenga de proteinas
competidoras do alimento. Os presentes inventores descobriram
que a conduténcia especifica do alimento é particularmente
importante para a producdo e pureza da osteopontina e
identificaram uma janela ideal da condutadncia especifica para
0 1isolamento da osteopontina dos alimentos derivados do
leite.

Assim, um aspecto da invencdo refere-se a um método
para isolar osteopontina de um alimento derivado do leite, ©
método compreendendo as etapas de:

a) provisdo de wum alimento derivado do 1leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite

tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25 graus C e uma
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condutdncia especifica na variacdo de 4-10 mS/cm em 25 graus
C,

b) sujeig¢do do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de
anion, e

d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
de anion, obtendo, com isso, uma composic¢do compreendendo
osteopontina isolada.

A presente invengdo pode, por exemplo, se referir a
um método para isolar osteopontina de um alimento derivado do
leite, o método compreendendo as etapas de:

a) provisdo de wum alimento derivado do 1leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite
tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25 graus C e uma
condutdncia especifica na variacdo de 4-10 mS/cm em 25 graus
C,

e em que o dito alimento derivado do leite, além
disso, compreende

- caseino-macropeptideo em uma guantidade de pelo
menos 1% (p/p) em relagdo a quantidade total de proteina do
alimento derivado do leite, ou

- alfa-caseina livre e beta-caseina livre,

b) sujeigdo do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de
anion, e

d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
de anion, obtendo, com isso, uma composic¢do compreendendo
osteopontina isolada.

Assim, em algumas realizag¢des preferidas da
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invencdo, o método para isolar osteopontina de um alimento
derivado do leite compreende ags etapas de:

a) provigdo de um alimento derivado do leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite
tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25 graus C e uma
condutdncia especifica na variacdo de 4-10 mS/cm em 25 graus
C,

e em gue o dito alimento derivado do leite , além
disso, compreende caseino-macropeptideo em uma quantidade de
pelo menos 1% (p/p) em relagdo a quantidade total de proteina
do alimento derivado do leite,

b) sujeig¢do do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de
anion, e

d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
de anion, obtendo, com isso, uma composic¢do compreendendo
osteopontina isolada.

Em outras realizagdes preferidas da invengdo, o
método para isolar osteopontina de um alimento derivado do
leite compreende as etapas de:

a) provigdo de um alimento derivado do leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite
tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25 graus C e uma
condutdncia especifica na variacdo de 4-10 mS/cm em 25 graus
C, e em que o dito alimento derivado do leite,além disso,
compreende alfa-caseina livre e beta-caseina livre,

b) sujeig¢do do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de

anion, e
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d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
de anion, obtendo, com isso, uma composic¢do compreendendo
osteopontina isolada.

Nag realizag¢bes preferidas adicionais da invengéo,
o método para isolar osteopontina de um alimento derivado do
leite compreende as etapas de:

a) provisdo de wum alimento derivado do 1leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite
tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25 graus C e uma
condutdncia especifica na variacdo de 4-10 mS/cm em 25 graus
C,

e em que o dito alimento derivado do leite, além
disso, compreende

- caseino-macropeptideo em uma guantidade de pelo
menos 1% (p/p) em relagdo a quantidade total de proteina do
alimento derivado do leite, e

- alfa-caseina livre e beta-caseina livre,

b) sujeigdo do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de
anion, e

d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
de anion, obtendo, com isso, uma composic¢do compreendendo
osteopontina isolada.

Além das vantagens mencionadas acima, o© presente
método permite um uso mais eficiente em termos de custo do
meio de troca de &dnion e uma produgdo maior de osteopontina
por kg do meio de troca de anion.

Outra vantagem do presente método €& uma produgdo
aprimorada de osteopontina por c¢iclo de troca de é&nion,
conforme demonstrado no Exemplo 5.

A “condutéancia especifica” (algumas vezesg,
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mencionada como “condutividade especifica”) de uma solucdo
aquosa é uma medida da capacidade de a solugdo conduzir
eletricidade. A condutédncia especifica pode ser, por exemplo,
determinada ao medir a registéncia AC da solugdo entre dois
eletrodos e o resultado é tipicamente dado na unidade
miliSiemens por cm (mS/cm). A medigdo da conduténcia
especifica pode ser, por exemplo, medida de acordo com ©
Método N° 120.1 da EPA (Agéncia de Protegdo Ambiental dos
EUA) .

Ainda, um aspecto da invengdo refere-se a
composicdo contendo osteopontina obtida pelo presente método.

Um aspecto adicional da inven¢do refere-se a uma

composigdo contendo osteopontina como tal.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. O efeito do pH do alimento derivado do
soro doce mna pureza e produgdo de osteopontina em uma
condutancia especifica de 5,5 mS/cm,

Figura 2. O efeito da conduténcia especifica do
alimento derivado do soro doce na pureza e produgdo de
osteopontina em pH 4,3, e

Figura 3. A influéncia da condutdncia especifica do
alimento derivado do soro acido na pureza e produgdo da OPN
em pH 4,3.

DESCRICAQO DETALHADA DA INVENCAO

Conforme mencionado, um aspecto da invengdo refere-
se a um método para isolar a osteopontina de um alimento
derivado do leite, o método compreendendo as etapas de:

a) provisdo de wum alimento derivado do 1leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite
tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25 graus C e uma
condutdncia especifica na variacdo de 4-10 mS/cm em 25 graus
c, e

em que o dito alimento derivado do leite, além
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disso, compreende

- caseino-macropeptideo em uma guantidade de pelo
menos 1% (p/p) em relagdo a quantidade total de proteina do
alimento derivado do leite, ou

- alfa-caseina livre e beta-caseina livre,

b) sujeig¢do do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de
anion, e

d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
de anion, obtendo, com isso, uma composic¢do compreendendo
osteopontina isolada.

As etapas do método sdo tipicamente realizadas em
sequéncia, por exemplo, etapas a), b), c¢) e d). Entretanto,
em algumas realizagdes da invencdo, a etapa c¢) do método é
omitida e, nesse caso, o método compreende asg etapas a), b),
e d).

No contexto da presente inven¢do, o termo “isolar
osteopontina” refere-se a enriquecer a osteopontina a uma
porcentagem de preso de relo menos 70% (p/p),
preferencialmente, pelo menos 80% (p/p) e, ainda mais
preferencialmente, pelo menos 90% (p/p) em relagdo ao peso
total da proteina recuperada do meio de troca de anion
durante etapa d). O isolamento da osteopontina pode, por
exemplo, envolver o enriquecimento da osteopontina para uma
porcentagem de peso de pelo menos 95% (p/p), como pelo menos
97% (p/p) em relagdo ao peso total da proteina recuperada do
meio de troca de anion durante a etapa d).

O método é particularmente Gtil para aprimorar o
enriguecimento seletivo da osteopontina de um alimento
derivado do leite compreendendo proteina adicional tendo um

ponto isocelétrico (pI) < 5,0, por exemplo, alimentos
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derivados do leite que contém CMP. O termo ‘“enrigquecimento
seletivo” deve ser entendido como o crescimento da proporgdo
molar entre a osteopontina e a quantidade total de outras
proteinas do alimento derivado do leite.

0 ponto isoelétrico de uma proteina é
preferencialmente determinado pela focalizagdo isoelétrica em
25 graus C.

No contexto da presente invencdo, o termo “alimento
derivado do leite” refere-se ao alimento liquido que entra em
contado com o meio de troca de &dnion.

O alimento derivado do leite é derivado do leite de
uma ou mais fontes de mamifero, por exemplo, leite de humano,
vaca, ovelha, cabra, biafala, camelo, lhama, cavalo e/ou
veado. Em algumas realizagdes preferidas da inveng¢do, o

alimento derivado do leite & derivado do leite bovino.

No contexto da presente invencgéo, os termos
“alimento derivado do 1leite”, *“alimento derivado do soro
doce”, “alimento derivado do soro acido” e “alimento derivado

do soro do leite” referem-se a alimentos em que pelo menos
50% (p/p) da proteina total origina do leite, soro doce, soOro
acido ou soro do leite, respectivamente. Em algumas
realizac¢bes preferidas da invencdo, pelo menos 90% (p/p) e
preferencialmente, tudo de maneira substancial, da proteina
total do alimento derivado do leite origina de um leite, soro
doce, soro acido ou soro do leite.

No contexto da presente invencdo, o termo “leite”
refere-se ao 1liquido obtido das glandulas mamarias dos
mamiferos, durante a lactagdo. O termo “leite” deve ser
interpretado amplamente e abrange tanto o leite natural, ou
seja, o liquido obtido diretamente das glandulas mamarias, e
produtos de 1leite padronizados, como, por exemplo, leite
desnatado ou 1leite integral, no gqual a concentragdo da

gordura do leite foi reduzida em relagdo ao leite natural,
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original.

Soro é um termo coletivo que se refere ao
subproduto aquoso que é produzido durante a fabricacdo de
queijo ou caseina do leite.

No contexto da presente inveng¢do, © termo “soro
doce” se refere ao soro gue é obtido durante a coagulagdo do
leite com base em coalho, o gue acontece, por exemplo,
durante a produgdo do qgueijo prato.

No contexto da presente inveng¢do, © termo “soro
acido” se refere ao soro que é obtido durante a acidificacéo
quimica ou bioldgica do leite, o que ocorre, por exemplo,
durante a producdo de gueijo fresco ou coalhada ou na
producdo de caseina/caseinatos.

No contexto da presente invengdo, o termo “soro do
leite”, que também é conhecido como “soro”, “soro natural” ou
“lactoserum”, se refere a leite do qual a gordura do leite e
micelas de caseina foram removidas. Entretanto, o soro do
leite contém tipicamente algumas espécies de caseina livre,
que foram dissociadas das micelas de caseina naturais antes
de as micelas serem removidas. O soro do leite pode ser, por
exemplo, produzido por microfiltrag¢do de um leite desnatado,
através de um filtro ou membrana tendo um tamanho de poro de
aprox. 0,1 micrbmetro e coleta do permeado resultante como ©
soro do leite. O soro do leite pode ser produzido de acordo
com Evans et al.

Conforme serd entendido, o leite, soro doce, s80Oro
acido ou soro do leite podem ser sujeitos a diversas etapas
de processo para preparar o alimento derivado do leite.

0 processamento do leite ou de produtos
relacionados ao 1leite envolve tipicamente um ou mais
processos de tratamento de calor, como uma pasteurizag¢do (por
exemplo, 72 graus C por 15 seg.) ou uma alta pasteurizagdo

(por exemplo, 85 graus C por 20 seg.).
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De maneira alternativa ou adicional, o)

processamento pode envolver uma ou mais etapas de filtragdo.

A microfiltragdo pode ser utilizada para remover
microorganismos ou, alternativamente, para concentrar
caseina. A ultrafiltragdo ou nanofiltrag¢do podem, por

exemplo, ser utilizadas para concentrar a proteina do soro ou
a proteina do soro do leite.

De maneira alternativa ou adicional, o
processamento pode envolver uma ou mais etapas de
centrifugagdo, por exemplo, para separar gordura do leite
desnatado e/ou separar microorganismos do leite.

De maneira alternativa ou adicional, o
processamento pode envolver uma ou mais etapas de evaporagao
para remover a agua e, assim, concentrar a matéria seca, como
proteinas e/ou minerais.

O processamento também pode compreender um ou mais
ajustes do pH. A acidificagdo pode ger, por exemplo,
utilizada para coagular a caseina e o ajuste do pH pode ser,
além disso, importante guando o© processamento envolver
cromatografia de troca de ion.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite compreende um ou mais fluxos de processo da
producdo de outras fragdes da proteina do leite, como soja
filtrada, tratada por <calor ou soja pobre em alfa-
lactalbumina e/ou beta-lactoglobulina.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do 1leite compreende ou até consiste
essencialmente em um alimento derivado do soro do leite. O
alimento derivado do leite pode ser, por exemplo, um goro do
leite e, preferencialmente, um concentrado de proteina do
gsoro do leite, por exemplo, na forma do retentado obtido pela
ultrafiltracdo do soro do leite.

O contelido de osteopontina no alimento derivado do
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leite depende do tipo de alimento especifico. Em algumas
realizagdes da invengdo, o alimento derivado do leite
compreende osteopontina em uma quantidade na variagdo de
0,01-20% (p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do
alimento derivado do leite. Por exemplo, o alimento derivado
do leite pode compreender osteopontina em uma gquantidade na
variacdo de 0,05-5% (p/p) em relagdo a quantidade total de
proteina do alimento derivado do leite. O alimento derivado
do leite pode, por exemplo, compreender osteopontina em uma
quantidade na variacdo de 0,1-2% (p/p).

Alternativamente, o alimento derivado do leite pode
compreender osteopontina em uma quantidade na variagdo de
0,1-1% (p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do
alimento derivado do leite.

No contexto da presente invengdo, um produto,
componente, método ou etapa do método gue é declarado por
“consistir essencialmente em” um ou mais subcomponentes ou
uma ou maig atividades consiste no um ou mais subcomponentes
mencionados especificamente ou a uma ou mais atividades
mencionadas especificamente, mas também pode incluir um ou
mais subcomponentes ou atividades nao especificados,
adicionais que ndo afetam de maneira material na(s)
caracteristica(s) basica(s) e inovadora (s) da presente
invencgdo.

Conforme mencionado acima, o presente método é
particularmente efetivo para iscolar a osteopontina de
alimentos complexos, ou seja, alimentos que contém entidades
moleculares que interferem no isolamento da osteopontina,
como proteinas tendo um pl menor qgue 5,0. Descobriu-se que
essas proteinas competem com a osteopontina para 0OS Jgrupos
funcionais do meio de troca de &anion.

Exemplos de proteinas tendo um pI < 5,0 sdo alfa-

lactalbumina, ©peptona proteose-3, peptona proteose-5, e
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peptona proteose-8, e peptideos derivados da caseina, como
caseino-macropeptideo e/ou caseino-fosfopeptideos. Assim, a
proteina adicional pode compreender uma ou mais proteinas do
grupo que consiste em alfa-lactalbumina, peptona proteose-3,
peptona proteose-5 e peptona proteose-8, peptideo derivado da
caseina, caseino-macropeptideo, caseino-fosfopeptideo, e
combinacdo destes. Alfa-caseina livre e beta-caseina livre
sdo outros exemplos de proteinas tendo um valor de pI < 5,0.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do 1leite compreende uma quantidade de proteina
adicional tendo um plI < 5,0, de pelo menos 0,1% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do 1leite. Por exemplo, o© alimento derivado do 1leite pode
compreender uma quantidade de proteina adicional tendo um pI
< 5,0, de pelo menos 0,5% (p/p) em relacdo a quantidade total
de proteina do alimento derivado do leite.

Alternativamente, o alimento derivado do leite pode
compreender uma guantidade de proteina adicional tendo um plI
< 5,0 de pelo menos 2% (p/p) em relacdo a guantidade total de
proteina do alimento derivado do leite. Conforme sera
entendido, a proteina adicional tendo um pI < 5,0 ndo inclui
osteopontina, mas inclui tipicamente um ou mais outras
proteinas tendo um pl na variac¢do especificada.

Em outras realizagdes da invencdo, o alimento
derivado do 1leite compreende uma quantidade de proteina
adicional tendo um pI < 5,0, na variacdo de 0,1-50% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do 1leite. Por exemplo, o© alimento derivado do 1leite pode
compreender uma quantidade de proteina adicional tendo um pI
< 5,0, na variac¢do de 0,5-40% (p/p) em relagcdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite.
Alternativamente, o alimento derivado do leite pode

compreender uma quantidade de proteina adicional tendo um pI
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< 5,0, na variacdo de 2-25% (p/p) em relacdo a gquantidade
total de proteina do alimento derivado do leite.

0O alimento derivado do leite pode, por exemplo,
compreender uma quantidade de proteina adicional tendo um pI
< 5,0, na variac¢do de 0,1-20% (p/p) em relagdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite. Por exemplo,
0 alimento derivado do leite pode compreender uma gquantidade
de proteina adicional tendo um pl < 5,0, na variacdo de 0,3-
15% (p/p) em relagdo a quantidade total de proteina do
alimento derivado do 1leite. Alternativamente, o alimento
derivado do leite pode compreender uma quantidade de proteina
adicional tendo um pI < 5,0, na variacdo de 0,5-10% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do leite.

Nag realizagdes adicionais da inveng¢do, o alimento
derivado do 1leite compreende uma quantidade de proteina
adicional tendo um pI < 5,0, na variagdo de 1-50% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do 1leite. Por exemplo, o© alimento derivado do 1leite pode
compreender uma quantidade de proteina adicional tendo um pI
< 5,0, na variac¢do de 10-45% (p/p) em relacdo a gquantidade
total de proteina do alimento derivado do leite.
Alternativamente, o alimento derivado do leite pode
compreender uma quantidade de proteina adicional tendo um pI
< 5,0, na variac¢do de 15-40% (p/p) em relacdo a gquantidade
total de proteina do alimento derivado do leite.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, a
proteina adicional tendo um plI < 5,0, tem um plI < 4,5, e
preferencialmente, um pIl < 4.0.

No contexto da presente invengao, o termo
“proteina” engloba tanto grandes de polipeptideos, cadeias de
polipeptideo tUnico e peptideos, como di ou tripeptideos.

Quimicamente, as proteinas sdo polimeros compreendendo
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aminoacidos diferentes e/ou idénticos, ligados pelas
denominadas ligacles de peptideo.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do leite, além disso, compreende caseino-
macropeptideo (CMP) .

No contexto da presente inveng¢do, o termo “CMP” ou
“caseino-macropeptideo” se refere a uma proteina pequena, gue
é liberada de kappa-caseina, mediante a exposi¢cdo a enzimas
de coalho. CMP engloba tanto variantes glicosiladas como uma
variante nao glicosilada da  proteina. As variantes
glicosiladas da proteina sdo, algumas vezes, mencionadas como
caseino-glicomacropeptideo (cGMP) .

Em outras realizagdes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do 1leite compreende ou até consiste
essencialmente em alimento derivado do soro doce. O alimento
derivado do 1leite pode ger, por exemplo, soro doce, e
preferencialmente, concentrado de proteina do soro doce, por
exemplo, na forma do retentado obtido pela ultrafiltrag¢do do
soro doce.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite ©pode compreender ou até consiste
essencialmente em um alimento derivado do soro acido. O
alimento derivado do leite pode ser, por exemplo, um SOro
acido e, preferencialmente, um concentrado de proteina do
soro acido, por exemplo, na forma do retentado obtido pela

ultrafiltragdo do soro acido.

No contexto da presente invencdo, 0os termos
“concentrado de proteina do soro do leite”, “concentrado de
proteina do soro doce”, ou “concentrado de proteina do soro

acido” se referem a uma composicdo aguosa que contém pelo
menos 80% (p/p) da proteina total que estava presente no soro
do leite, soro doce ou soro acido originais, respectivamente,

e que tem um conteGdo de proteina total de pelo menos 25%
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(p/p) em relagdo ao peso seco da composicdo aquosa.

Entretanto, em outras realiza¢des da invengao, o
alimento derivado do leite ndo & um alimento derivado do soro
acido.

Nag realizagdes preferidas da invengdo, o alimento
derivado do leite, por exemplo, um alimento derivado do soro
doce, compreende CMP em uma quantidade de pelo menos 1% (p/p)
em relagdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite. Por exemplo, o alimento derivado do leite,
por exemplo, um alimento derivado do soro doce, pode
compreender CMP em uma quantidade de pelo menos 5% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do leite, preferencialmente, pelo menos 10% (p/p) e, ainda
mais preferencialmente, pelo menos 15% (p/p) em relacdo a
quantidade total de proteina do alimento derivado do leite.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite, por exemplo, um alimento derivado do soro
doce, compreende CMP em uma quantidade na variagdo de 1-40%
(p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite. Por exemplo, o alimento derivado do leite,
por exemplo, um alimento derivado do soro doce, pode
compreender CMP em uma quantidade na variacdo de 5-35% (p/p)
em relagdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite, preferencialmente, na variagdo de 10-30%
(p/p) e, ainda mais preferencialmente, na variacdo de 15-25%
(p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite.

Os presentes inventores observaram que, de maneira
surpreendente, um precipitado é formado durante o presente
processo, quando o alimento tem base em soro do leite ou um
concentrado deste. O precipitado causa problemas durante o
processo de troca de anion e reduz sua robustez.

Os inventores investigaram o precipitado e



10

15

20

25

30

17/38

encontram indicag¢des de que ele contém espécies de caseina
precipitadas, que estavam presentes na forma dissolvida, como
beta-caseina livre ou alfa-caseina livre.

No contexto da presente inveng¢do, os termos “beta-
caseina livre” ou “alfa-caseina livre” se refere a moléculas
de Dbeta-caseina ou moléculas de alfa-caseina gue ndo sdo
ligadas a micelas de caseina nativas dos produtos de leite.
Essa Dbeta-caseina 1livre ou alfa-caseina livre inclui
moléculas isoladas, dissolvidas de Dbeta-caseina ou alfa-
caseina ou pequenos agregados de alfa-caseina e/ou beta-
caseina. Moléculas isoladas de beta-caseina sdo, por exemplo,
conhecidas por formar pequenas micelas de beta-caseina, o que
também & um exemplo de beta-caseina livre.

Assim, em algumas realizag¢des preferidas da
invencao, o alimento derivado do 1leite, além disso,
compreende alfa-caseina 1livre e beta-caseina livre. Alfa-
caseina 1livre e Dbeta-caseina 1livre -estdo tipicamente
presentes no alimento derivado do soro do leite.

Os inventores descobriram gque egse problema de
precipitagdo pode ser solucionado ao remover o precipitado
dos alimentos derivados do leite antes da troca de é&anion.
Assim, em algumas realizagdes preferidas da invencdo, a etapa
a) do método envolve a remoc¢do do precipitado do liguido
acidificado que deve formar o alimento derivado do leite.
Essa remogdo pode envolver, por exemplo, centrifugagdo ou
filtracdo do liquido acidificado.

Outra solugdo ao problema do precipitado é utilizar
um pH do alimento no gqual a precipitacdo é limitada ou,
mesmo, ausente, por exemplo, na variag¢do de pH 5,0-6,5.

O alimento derivado do leite pode ter, portanto, um
PH na variagdo de 5,0-6,5 e, preferencialmente, na variacgdo
de pH 5,0-6,0.

Ao realizar a troca de anion nessa variag¢do de pH,
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além disso, é sugerido wutilizar uma temperatura de
alimento/processo acima de 15 graus C, como 20-40 graus C.
Nessa variagdo de temperatura, a beta-caseina dissolvida
forma peguenas micelas de Dbeta-caseina, para nado ser
confundida com micelas de caseina nativas do leite, e essas
micelas de beta-caseina parecem interferir menos no processo
de troca de &nion do que moléculas de beta-caseina isoladas.

A temperatura do alimento derivado do leite e o
material de troca de anion durante a etapa b) pode, portanto,
ser na variagdo de 15-40 graus C e, preferencialmente, na
variacdo de 20-38 graus C.

0O alimento derivado do leite pode, por exemplo,
compreender uma quantidade total de alfa-caseina livre e
beta-caseina livre de pelo menos 0,5% (p/p) em relacdo a
quantidade total de proteina do alimento derivado do leite.
Por exemplo, o alimento derivado do leite pode compreender
uma quantidade total de alfa-caseina livre e Dbeta-caseina
livre de pelo menos 2% (p/p) em relacdo a guantidade total de
proteina do alimento derivado do leite. O alimento derivado
do leite pode, por exemplo, compreender uma quantidade total
de alfa-caseina livre e beta-caseina livre de pelo menos 10%
(p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite compreende uma gquantidade total de alfa-
caseina 1livre e beta-caseina livre em uma gquantidade na
variacdo de 0,5-40% (p/p) em relagcdo a quantidade total de
proteina do alimento derivado do 1leite. Por exemplo, o
alimento derivado do leite pode compreender uma quantidade
total de alfa-caseina 1livre e beta-caseina livre em uma
quantidade na variacdo de 2-20% (p/p) em relacgdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite. O alimento

derivado do leite pode, por exemplo, compreender uma
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quantidade total de alfa-caseina livre e beta-caseina livre
em uma gquantidade na variac¢do de 5-15% (p/p) em relacdo a
quantidade total de proteina do alimento derivado do leite.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite compreende alfa-lactalbumina em uma
quantidade de pelo menos 1% (p/p) em relagdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite. Por exemplo,
o alimento derivado do 1leite ©pode compreender alfa-
lactalbumina em uma quantidade de pelo menos 10% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do leite, preferencialmente, pelo menos 20% (p/p) e, ainda
mais preferencialmente, pelo menos 30% (p/p) em relacdo a
quantidade total de proteina do alimento derivado do leite.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite compreende alfa-lactalbumina em uma
quantidade na variacdo de 1-50% (p/p) em relacgdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite. Por exemplo,
o alimento derivado do 1leite ©pode compreender alfa-
lactalbumina em uma quantidade na variac¢do de 5-40% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do leite, preferencialmente, na variac¢do de 10-35% (p/p) e,
ainda mais preferencialmente, na variacdo de 12-30% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do leite.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite compreende beta-lactoglobulina em uma
quantidade de pelo menos 1% (p/p) em relagdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite. Por exemplo,
o alimento derivado do leite ©pode compreender beta-
lactoglobulina em uma quantidade de pelo menos 15% (p/p) em
relacdo a quantidade total de proteina do alimento derivado
do leite, preferencialmente, pelo menos 30% (p/p) e, ainda

mais preferencialmente, pelo menos 40% (p/p) em relacdo a
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quantidade total de proteina do alimento derivado do leite.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite compreende Dbeta-lactoglobulina em uma
quantidade na variacdo de 1-70% (p/p) em relacdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite. Por exemplo,
o alimento derivado do leite ©pode compreender beta-
lactoglobulina em uma gquantidade na variacdo de 10-65% (p/p)
em relagdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite, preferencialmente, na variagdo de 20-60%
(p/p) e, ainda mais preferencialmente, na variacdo de 35-55%
(p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite.

Caseinas sdo conhecidas por precipitar em valores
de pH de ou abaixo de cerca de 4,6. Em algumas realizagdes da
invencdo; portanto, é preferido que o alimento derivado do
leite tendo um pH na variacdo de cerca de 3,6-4,6 tenha uma
concentracdo de caseina relativamente baixa, como, no maximo,

1% (p/p) em relagdo a gquantidade total de proteina do

alimento derivado do leite.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite compreende, no maximo, 0,1% de caseina
(p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite. Pode ser ainda preferido que o alimento
derivado do leite compreenda, no maximo, 0,01% de caseina
(p/p) em relacdo a quantidade total de proteina do alimento
derivado do leite.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do leite compreende uma quantidade total de
proteina na variagcdo de 6-250 g/L do alimento derivado do
leite. Por exemplo, o alimento derivado do leite pode
compreender uma quantidade total de proteina na variacdo de
50-150 g/L do alimento derivado do leite. Pode ser ainda

preferido que o alimento derivado do leite compreenda uma
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quantidade total de proteina na variagdo de 75-125 g/L do
alimento derivado do leite.

Alternativamente, o alimento derivado do leite pode
compreender uma quantidade total de proteina na variag¢do de
50-250 g/L do alimento derivado do 1leite. Por exemplo, ©
alimento derivado do leite pode compreender uma quantidade
total de proteina na variag¢do de 50-150 g/L do alimento
derivado do leite. Pode ser ainda preferido que o alimento
derivado do leite compreenda uma quantidade total de proteina
na variac¢do de 75-150 g/L do alimento derivado do leite.

Também pode ser preferido gue o alimento derivado
do leite possa compreender uma quantidade total de proteina
na variac¢do de 75-250 g/L do alimento derivado do leite.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do leite compreende uma quantidade total de
proteina de pelo menos 6 g/L do alimento derivado do leite.
Por exemplo, o alimento derivado do leite pode compreender
uma guantidade total de proteina de pelo menos 50 g/L do
alimento derivado do leite. Pode ser ainda preferido que o
alimento derivado do leite compreenda uma quantidade total de
proteina de pelo menos 75 g/L do alimento derivado do leite.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do leite tem um pH na variac¢do de pH 3,8-
6,0 em 25 graug C. Preferencialmente, o pH do alimento
derivado do leite em 25 graus C estd na variagdo de pH 4,0-
5,5. Ainda mais preferencialmente, o pH do alimento derivado
do leite em 25 graus C estéd na variacdo de pH 4,2-5,0, como,
por exemplo pH 4,3-4,5.

A condutdncia especifica desejada do alimento
derivado do leite pode ser, por exemplo, obtida ao:

- concentrar o alimento derivado do leite pela
remo¢do parcial de agua e/ou adicdo de sal(is), o que resulta

em uma condutdncia especifica aumentada, ou
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- dessalinizar o alimento derivado do leite pela
remocdo do(s) sal(is) e/ou adicdo de &agua, o que resulta em
uma condutancia especifica reduzida.

As técnicas para remover Aagua e/ou sal(is) de um
liquido agquoso sdo bem conhecidas ao técnico no assunto.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do leite tem uma conduténcia especifica na
variacdo de 4,5-9,0 mS/cm em 25 graus C. Por exemplo, a
condutdncia especifica do alimento derivado do leite pode
estar na variac¢do de 5,0-8,0 mS/cm em 25 graus C. Em algumas
realizagdes preferidas da invencdo, pode sger ainda mais
preferivel que a condutadncia especifica do alimento derivado
do leite esteja na variacdo de 5,5-7,0 mS/cm em 25 graus C.

O alimento derivado do leite pode ter, por exemplo,
uma condutdncia especifica na variacdo de 4-7 mS/cm em 25
graus C. Alternativamente, o alimento derivado do leite pode
ter uma condutdncia especifica na variag¢do de 7-10 mS/cm em
25 graus C. Alternativamente, o alimento derivado do leite
pode ter uma condutdncia especifica na variacdo de 5-8 mS/cm
em 25 graus C.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do leite tem uma conduténcia especifica na
variacdo de 4-7 mS/cm em 25 graus C e um pH na variac¢do de pH
3,6-5,0 em 25 graus C.

Em outras realizagdes preferidas da invengdo, o
alimento derivado do leite tem uma conduténcia especifica na
variacdo de 7-10 mS/cm em 25 graus C e um pH na variacg¢do de
pH 5,0-6,5 em 25 graus C.

Nag realizag¢bes preferidas adicionais da invengéo,
o alimento derivado do leite tem uma condutdncia especifica
na variacdo de 5-8 mS/cm em 25 graus C e um pH na variacdo de
pH 4.0-5.5 em 25 graus C.

Por exemplo, o alimento derivado do leite pode ter
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uma condutdncia especifica na variacdo de 5-6 mS/cm em 25
graus C e um pH na variagdo de pH 4,2-5,0 em 25 graus C.

Em algumas realizag®egs da invengdo, o alimento
derivado do leite tem um pH na variagdo de 3,6 a 6,5 e,

- se O pH estiver na variagdao de 3,6-5,0, a
condutédncia especifica é

pelo menos 4 mS/cm e

no maximo cond.mpax= 1,38 mS/cm*pH + 1,03 mS/cm e,

- se ©0 ©pH estiver na variagdo de 5-6,5, a
condutédncia especifica é

pelo menos cond.pin = 1,33 mS/cm *pH - 2,67 mS/cm, e

no maximo cond.p.x= 1,38 mS/cm*pH + 1,03 mS/cm.

Assim, se o pH de um alimento dessas realizagdes
for, por exemplo, pH 6,0, a condutdncia especifica é

pelo menos cond.pin = 1,33 mS/cm *6,0 — 2,67 mS/cm

5,3 mS/cm, e

no maximo cond.p.x= 1,38 mS/cm*6,0 + 1,03 mS/cm
9,3 mS/cm.

Por exemplo, o alimento derivado do leite pode ter
um pH na variagdo de 3,6 a 5,0 e uma condutadncia especifica
de

pelo menos 4 mS/cm e

no maximo cond.mpax= 1,38 mS/cm*pH + 1,03 mS/cm.

Alternativamente, o alimento derivado do leite pode
ter um pH na wvariagdo de 5,0 a 6,5 e uma condutédncia
especifica de

pelo menos pelo menos cond.gn = 1,33 mS/cm *pH -
2,67 mS/cm e

no maximo cond.p.x= 1,38 mS/cm*pH + 1,03 mS/cm.

As condutividades e valores de pH especificos sédo
medidos em alimentos tendo uma temperatura de 25 graus C, a
menos gue seja declarado de outra forma.

Em algumas realizagdeg da invengdo, o meio de troca
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de é&nion compreende uma fase gblida e um ou mais grupos
catidnicos.

Preferencialmente, pelo menos algunsg dos grupos
catidnicos sdo afixados a superficie da fase sblida e/ou a
superficie de poros gue sdo accessiveis através da superficie
da fase sbélida.

Em algumas realizac¢les da inveng¢do, a fase sbélida
do meio de troca de anion compreende um ou mais componentes
gselecionados do grupo gue consiste em uma pluralidade de
particulas, um filtro e uma membrana.

A fase sgblida pode, por exemplo, compreender ou até
consistir essencialmente em polissacarideo. Polissacarideos
de 1ligag¢do cruzada sdo particularmente preferidos. Exemplos
de polissacarideos Gteis sdo celulose, agarose e/ou dextrano.

Alternativamente, a fase sbélida pode compreender ou
até consistir essencialmente em um polimero ndo de
carboidrato. Exemplos de polimeros ndo de carboidrato dteis
sdo metacrilato, poliestireno e/ou estireno-divinilbenzeno.

Em algumas realizagdes preferidas da invengdo, os
grupos catidnicos compreendem ou até consistem essencialmente
em grupos amino. Os grupos amino terciario sao
particularmente preferidos e resultam em grupos de amdnia
quaternaria sob condi¢les de pH adequadas. Os grupos de
aménia quaterndria provéem fortes caracteristicas de troca de
anion ao meio de troca de anion.

De maneira alternativa ou adicional, os grupos
catibnicos podem compreender um ou mais grupos amino primario
ou secundario. Uma quantidade substancial de grupos amino
primdrio ou secundario prové tipicamente o meio de troca de
anion de caracteristicas fracas de troca de anion.

A carga de proteina ideal por ciclo depende do
projeto do sistema de cromatografia de troca de &anion e as

caracteristicas do meio de troca de &dnion.
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As condig¢bes do processo durante a cromatografia de
troca de &nion, incluindo pressdo, vazdo etc., dependem da
implementag¢do real do processo, © equipamento utilizado e o
meio de troca de anion utilizado.

A temperatura do alimento derivado do leite durante
etapa b) é tipicamente baixa, de maneira suficiente, para
evitar crescimento microbiano e dano por calor da proteina e
do meio de troca de é&nion, mas suficientemente alta para
prover uma viscosidade aceitavel.

Em algumas realizagdegs da invengdo, a temperatura
do alimento derivado do 1leite durante a etapa b) €& na
variagdo de 2-40 graug C. Preferencialmente, a temperatura do
alimento derivado do leite durante etapa b) & na variacdo de
4-20 graus C e, ainda mais preferencialmente, na variagdo de
6-12 graus C.

Mais detalhes referentes a cromatografia de troca
de anion e sua implementa¢do industrial podem ser encontrados
em Scopes, que & aqui incorporado por referéncia para todos
os objetivos.

Em algumas realizagBes preferidas da invengdo, o
método da inveng¢do compreende uma etapa c) de lavagem do meio
de troca de &dnion com uma solugdo de lavagem apds o contato
dele com o alimento derivado do leite. Solugdes de lavagem
Gteis sdo tipicamente soluc¢les de pH neutro e as agquosas,
acidas, fracas capazes de remover moléculas ligadas
frouxamente do meio de troca de anion. Pode-ge, por exemplo,
utilizar &agua desmineralizada ou uma solug¢do aquosa de pH
neutro de cloreto de sédio, por exemplo, 0,1 M de NaCl, como
liquido de lavagem.

Em outras realizagdes preferidas da invengdo, o
método da presente invencdo ndo contém a etapa c).

A  etapa A4d) da presente inveng¢do envolve a

recuperag¢do da osteopontina ligada ao meio de troca de anion.
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A recuperagdo é tipicamente realizada ao contatar o meio de
troca de anion com um eluente e coletar o eluato resultante,
ou seja, o eluente mais as moléculas liberadas do meio de
troca de anion.

Normalmente, o© eluente & uma solugdo aquosa tendo
uma poténcia de ion e/ou pH suficientes para 1liberar a
osteopontina ligada do meio de troca de anion.

Exemplos de eluentes Gteis sdo solugdes aguosas de
1,0 M, de pH neutro de gais, como NaCl, CaCl,, KCl, MgCl, ou
uma combinacdoc destes.

A composigdo recuperada pode ser sujeita a etapas
de processo adicionais, por exemplo, para desmineralizar e
concentrar a composigdo e, subsequentemente, transformid-la em
um pd.

Assim, em algumas realizag¢des preferidas da
invencdo, a composigdo recuperada é, além disso, sujeita a
uma ou maig etapas de processo selecionadas do grupo dgue
consiste em concentracao, diafiltracao, evaporagdo de
solvente, secagem por pulverizacdo, e substituigdo de cations
ligados a proteina.

Por exemplo, a composigdo recuperada pode ser
sujeita a uma etapa de concentragdo.

Alternativamente ou, além disso, a composigdo
recuperada pode ser sujeita a uma etapa de diafiltracdo.

Alternativamente ou, além disso, a composigdo
recuperada pode ser sujeita a uma etapa de evaporacgdo.

Alternativamente ou, além disso, a composigdo
recuperada pode ger sujeita a uma etapa de secagem por
pulverizacgdao.

Em uma realizagdo preferida da invengdo, a
composicdo recuperada é sujeita as seguintes etapas:

i) concentragdo, por exemplo, pela ultrafiltragdo,

ii) diafiltracgdo, por exemplo, em relacdo a agua,
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iii) opcionalmente, outra etapa de concentragdo,
por exemplo, por evaporagao,

iv) substituigdo de cation ao contatar a composicgdo
aquosa da etapa ii) ou 1iii) com um sal de calcio soldvel em
agua, por exemplo, CaCl,,

v) pasteurizagdo, e

vi) secagem por pulverizagdo para converter a
composicdo pasteurizada em um pd.

O presente método pode ser implementado tanto como
um processo por lote ou como um processo por semi-lote. O
processo por semi-lote pode ser, por exemplo, implementado ao
operar uma primeira e uma segunda coluna de troca de anion e
realizar a etapa b) na primeira coluna de troca de anion,
enquanto realiza as etapas c¢) e/ou d) na segunda coluna de
troca de dnion e vice-versa.

Assim, em algumas realizag¢des preferidas da
invencdo, o método para isolar osteopontina de um alimento
derivado do leite compreende ags etapas de:

a) provisdo de wum alimento derivado do 1leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite
é um concentrado de proteina do soro doce, o dito alimento
derivado do leite tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25
graugs C e uma condutdncia especifica na variacdo de 4-10
mS/cm em 25 graus C, e em gque o dito alimento derivado do
leite, além disso, compreende caseino-macropeptideo em uma
quantidade de pelo menos 1% (p/p) em relagdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite,

b) sujeigdo do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de
anion, e

d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
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de &anion, obtendo, com isso, a composig¢do compreendendo
osteopontina isolada.

Em outras realizagdes preferidas da invengdo, o
método para isolar osteopontina de um alimento derivado do
leite compreende as etapas de:

a) provigdo de um alimento derivado do leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento do leite é um
concentrado de proteina do soro do leite, o dito alimento
derivado do leite tendo um pH na variagdo de pH 3,6-6,5 em 25
graus C e uma condutdncia especifica na variacdo de 4-10
mS/cm em 25 graus C, e em gque o dito alimento derivado do
leite, além disso, compreende alfa-caseina 1livre e beta-
caseina livre,

b) sujeig¢do do dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca de &dnion, gue inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca de anion,

c) opcionalmente, lavagem do meio de troca de
anion, e

d) recuperacdo da proteina ligada ao meio de troca
de &nion, obtendo, com isso, uma composicdo compreendendo
osteopontina isolada.

Ainda, um aspecto da invengdo se refere a uma
composigdo contendo osteopontina capaz de ser obtida pelo
método agui descrito.

A presente invengdo foi descrita acima com
referéncia as realizagbes especificas. Entretanto, outras
realizagdes diferentegs das descritas acima sdo igualmente
possiveis dentro do escopo da invengdo. Os diferentes
aspectos e etapas das diversas realizagdes e asgpectos da
invencdo podem ser combinados de outra forma do gque as aqui
descritasg, a menos que seja declarado de outra forma.

EXEMPLOS

Exemplo 1. Enriquecimento de osteopontina do
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concentrado de soro doce, de condutadncia controlada

Protocolo

Os experimentos de purificagdo a seguir foram
conduzidos em equipamento de Cromatografia Liquida de
Proteina Rapida (FPLC), equipado com o pacote de BigBeads de
Q-Sefarose, de resina de troca de anion forte em uma coluna
de 13,3 mL (170 mm x 10 mm). O fluxo foi mantido em 3,33
ml/min ao longo de todo o carregamento, lavagem e eluicdo em
todos os experimentos. A matéria-prima foi um isolado de
proteina de soro doce, e 70 g de proteina total foram
carregadas na coluna durante cada experimento. O contetdo de
CMP na matéria-prima foi analisado. As amostras da matéria-
prima foi diluida a uma concentra¢do de proteina final de 10
% p/v, doravante pH (pH 3,0-5,7, em 4,7 mS/cm) e conduténcia
especifica (2,3-10,3 mS/cm em pH 4,3) foram ajustado pela
adigcdo de HCL e NaCl, respectivamente. As proteinas nado
ligadas foram lavadas da coluna por 3 volumes de solugdo de
leito de 100 mM NaCl, pH 5,0. Subsequentemente, as proteinas
ligadas foram eluidas pela passagem da solugdo de 1 M de
NaCl, pH 5,0 através da coluna, até gue nenhuma proteina
fosse detectada no eluato.

Para cada amostra de eluato, os contetdos de
osteopontina (OPN), CMP e proteina total foram analisados
utilizando as seguintes técnicas.

Determinacdo da proteina total

O contetdo de proteina total do eluato foi medido
por digestdo Kjeldahl padrdo, conforme descrito em Cohen.

Quantificagdo de opn pelo método hplc

Principio analitico:

A amostra foi filtrada através de um filtro de 0,22
pm e sujeita a HPLC com coluna MonoQ HR 5/5 (1ml), Pharmacia
e deteccgdo em 280 nm. A concentracgdo da amostra foi calculada

pelo método padrdo externo (comparagdo com a area de pico do
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padrdo com o conteido de OPN conhecido). E um pré-requisito
para esse procedimento analitico que as amostras compreendam
OPN relativamente pura, por exemplo, conforme determinado por
SDS-PAGE (Laemmli, 1970), devido a baixa especificidade do
método.

Reagentesg: OPN padrdo, agua Milli Q, grau de HPLC,
NaCl, Merck, Tris HCl, Sigma

Tampdo A: 10 mM de NaCl, 20mM de Tris HCl, pH 8,0

Tampdo B: 0,8 M de NaCl, 20mM de Tris HCl, pH 8,0

Uma curva de calibragdo padrdo foi feita de 5
padrdes na variagdo de concentracdo de 1-10 mg/ml de OPN
padrdo no tampdo A. Todos os padrdes foram filtrados por
filtros de 0,22 pym antes do carregamento na coluna.

Amostragem e pré-tratamento:

As amostras para analise foram diluidas com agua
Milli Q, grau de HPLC, se elas estiveggem fora da variacdo da
curva de calibracdo padrdo. A diluigdo, em alguns casos,
também fol necessaria para permitir a ligag¢do de OPN a resina
de troca de anion, se estivesse presente muito NaCl do
eluente. Uma quantidade equivalente a 25 pL de 1-10 mg/mL de
OPN foi injetada para analise. As amostras foram filtradas
através de filtros de 0,22 um antes a injeg¢do ao HPLC.

Condigdes de HPLC: Fluxo 1 ml/min, volume de
injecdo de 25 ulL, gradiente: 0-3 min. 0% B, 3-17 min 0-60% B,
17-30 min 60-100% B, 30-33 min 100% B, 33-34 min 100-0% B,
34-40 min 0% B.

Calculo e expressdo dos resultados:

A concentracdo de OPN em cada amostra foi calculada
por referéncia a curva padrdo e ao observar as diluigdes
empregadas.

A pureza foi calculada pela proporgdo entre OPN e
proteina total, utilizando o fator Jones especifico de OPN de

7,17, como a maioria ou toda a proteina determinada pela



10

15

20

25

30

31/38

digestdo Kjeldahl, no atual contexto, foi a OPN.

Quantificagdo de proteinas de soro mais importantes
por hplc

A qguantificacdo de separagdo da proteina do soro
mais importante, alfa-lactalbumina, p-lactoglobulina e CMP
(caseino-glicomacropeptideo) por cromatografia de permeacdo
de gel.

A cromatografia de permeagdo de gel foi conduzida
utilizando 2 colunas de TSKge3000PWxl (7,8 mm x 30 cm)
conectadas em gérie com a pré-coluna PWxl (6 mm 4 cm) afixada
(Tosohass, Japao).

A solugdo padrdo para a calibragdo do gsistema
congistiu em: 225 mg de CMP; 225 mg de alfa-lactalbumina e 50

mg de p-lactoglobulina dissolvidos em 0,02 M de tampdo de

fosfato 7,5 de 500,0 ml.

Pré-tratamento de amostras: As amostras de pd foram
dissolvidas no tampdo de fosfato em 1 mg/ml e deixadas
durante a noite para solubilizag¢do. Alternativamente, as
amostras liquidas foram diluidas com o tampdo de fosfato para
obter um conteGdo de aprox. 0,1% de proteina. Se o conteldo
de proteina estivesse abaixo de 0,1%, a amostra foi medida
ndo diluida. Todas as amostras foram filtradas através de
filtros de 0,22 pm, antes da injeg¢do na coluna.

Calculo e expressdo de resultados:

A porcentagem de proteina individual na amostra foi
calculada de acordo com

A x 0,1 x F, onde

B

A = area medida na amostra

0.1= fator de conversdo para 0,1% de solugao

F = fator de diluicdo (100.000/peso de amostra em
mg)

B = Aarea calculada de proteina individual em 0,1%
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de solug¢ao padrao

Resultados

ConteGdo de CMP

O conteldo de CMP na matéria-prima de soro doce foi
20,1%, mas CMP foi indetectavel, de maneira surpreendente,
nas composicgdes de OPN enrigquecidas do Exemplo 1.

O efeito do pH do alimento na pureza e produgdo de
osteopontina:

A primeira série de experimentos com variagdo do
valor de pH do alimento aplicado, apresentada na Figura 1,
apresentou que a produgdo de OPN (mg de OPN de 70 g da
proteina total no alimento) aumenta conforme o pH aumenta de
pH 3 para aprox. pH 4,3. A alta produgdo é mantida quando o
pH for aumentado além de pH 4,3. A pureza de OPN nas
prepara¢gdes de OPN obtidas €& muito alta em valores de pH
baixos, mas quando o pH é aumentado acima de aprox. pH 4,5, a
pureza diminui lentamente, mas é ainda aceitavel até aprox.
PH 6,5. Entretanto, a melhor produg¢do de OPN de alta pureza é
obtida na janela de pH 3,8-5,5, e particularmente na variacgdo
de pH 4,3-4,5.

O efeito da condutédncia especifica do alimento na
pureza e produ¢do de osteopontina: Os resultados da série de
experimentos com condutancia especifica variante sao
apresentados na Figura 2. Em condutancia especifica baixa, a
producdo é alta, enquanto a pureza é baixa. Com o aumento da
condutdncia especifica, a pureza aumenta e atinge 100% em
aprox. 5,5 mS/cm. Quando a condutdncia especifica for
aumentada maig, a pureza permanece alta, enquanto a produgdo
de OPN come¢a a reduzir quando a condutadncia especifica
exceder aprox. 10 mS/cm. Entretanto, a melhor producdo de OPN
de alta pureza parece ser obtida na variagdo de conduténcia
especifica de 4,5-9,0 mS/cm e, particularmente, na variacdo

5-8 mS/cm.
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Discussdo/conclusdo

Efeito do pH:

E visto da Figura 1 que um valor de pH abaixo de
aprox. pH 3,6, a OPN estd diminuindo sua carga e, com isso,
estd diminuindo sua ligacdo aos grupos catibnicos da resina.
Nos valores de pH acima de aprox. pH 4,5, a pureza de OPN
come¢a a diminuir conforme outras proteinas do alimento se
tornam negativamente carregadas e comegam a se ligar a
resina. Aggim, identificamos wuma Jjanela de valores de pH
ideais na variagdo de pH 3,6-6,5 para isoclar OPN de alta
pureza e com alta produgdo mesmo se o alimento contiver uma
grande quantidade de CMP. Na preparag¢do de OPN resultante,
CMP ndo é detectavel.

Efeito de condutdncia especifica:

E wvisto da Figura 2 que, em uma conduténcia
especifica abaixo de aprox. 4 mS/cm, a pureza de OPN &
decrescente, uma vez gue outras proteinas podem se ligar a
resina. Em condutédncias especificas acima de aprox. 6 mS/cm,
a ligagdo de OPN a resina se torna mais fraca e a produgdo
diminui lentamente, mas & aceitavel até uma condutédncia
especifica de aprox. 10 mS/cm. Portanto, identificamos uma
variacdo estreita de aprox. 4-10 mS/cm para ser ideal para a
producdo de OPN. Nessa variagdo estreita, OPN pode ser
igolada em alta produgdo e com alta pureza, mesmo de uma
matéria-prima que contém aprox. 20% de CMP.

Foram realizados diversos experimentos adicionais
que exploram a janela de pH/conduténcia especifica
reivindicada em alimentos com base em goro doce, e oOS
experimentos adicionais confirmam as conclusdes mencionadas
acima.

Exemplo 2 enriquecimento de osteopontina de
concentrado de soro acido, de condutdncia controlada

O experimento de purifica¢do a seguir foi conduzido
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em equipamento de FPLC, semelhante ao Exemplo 1. A matéria-
prima; entretanto, foi concentrado de soro acido tendo um
conteido de proteina total de 10% (p/p) e aprox. 70 g de
proteina total foi carregada na coluna.

O soro acido concentrado foi diluido em diferentes
grausg, dando origem a condutividades especificas na variacgédo
de 2,5 a 10 mS/cm. A OPN e a proteina total foram medidas no
alimento e no eluato pelos métodos descritos no Exemplo 1. O
pH foil ajustado para 4,3 pela adigdo de HCL e a matéria-prima
aplicada a coluna de troca de anion. As proteinas ndo ligadas
foram lavadas da coluna por 3 volumes de base de 0,1 M de
NaCl e as proteinas ligadas foram, subsequentemente, eluidas
pela passagem de 1 M de solugdo de NaCl através da coluna,
até que ndo fosse detectada mais proteina no eluato.

A influéncia da condutdncia especifica na pureza e
producdo de OPN durante o enriquecimento de OPN do soro acido
concentrado é apresentada na Figura 3.

Os dados na Figura 3 apresentam um enriquecimento
de OPN do soro acido pelo procedimento descrito. Como no
Exemplo 1, gquando o soro doce foi utilizado como matéria-
prima, observou-se novamente que a baixa condutancia
especifica no alimento aumenta a produg¢do em sacrificio da
pureza do produto. Entretanto, como os alimentos derivados do
soro acido ndo contém grandes gquantidades de CMP, o efeito
ndo é tdo prejudicial ao enriquecimento de OPN quanto no caso
no qual o alimento é derivado do soro doce. O alimento
derivado do soro acido ndo contém componentes secundarios,
cuja ligagdo pode ser minimizada pelas mesmas configurac¢des
de parldmetro que as empregadas para evitar a liga¢do de CMP.
Portanto, pode ser observado que a variag¢do ideal estreita de
isolamento de OPN, identificada no Exemplo 1, sge aplica ao
isolamento de OPN do soro acido também.

Realizamos diversos experimentos adicionais gue
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exploram a janela de pH/condutdncia especifica reivindicada
em alimentos a base de soro acido e os experimentos
adicionais confirmam as descobertas mencionadas acima.

Exemplo 3 enriquecimento de  osteopontina do
concentrado de soro do leite, de condutédncia controlada

De acordo com os exemplog anteriores, o sgoro do
leite pode ser utilizado como matéria-prima para a produgdo
de OPN pelo método revelado. O soro do leite foi produzido
por microfiltra¢do (tamanho de poro de filtro de aprox. 0,1
micron) de leite desnatado em 24 graus, de modo a remover a
caseina micelar. Amostras de soro do leite foram, apds isso,
ajustadas para pH 4,3 ou pH 4,7 por HCL e diafiltradas para
obter conduténcias especificas na variacdo de 4-10 mS/cm e um
conteido de proteina total de aprox. 5% ou 10% (p/p).
Subsequentemente, OPN foi enriquecida das amostras de soro do
leite modificadas por troca de &nion em aprox. 5 graus C,
conforme descrito no exemplo 1.

Resultados e observacgodes

Os estudos realizados demonstraram gque alimentos
derivados do soro do leite também podem sger utilizados no
presente processo.

De maneira surpreendente, foi observada
precipita¢do ndo identificada durante o processo, resultando
em obstrucdo ou contaminac¢do do material de troca de &anion
apbs alguns ciclos de troca de anion. O problema de
precipitac¢do foi solucionado pela filtragdo do soro do leite
acidificado através do papel de filtro antes da troca de
dnion. Foram observadas indicag¢degs de que o precipitado seja
relacionado a espécie de caseina dissolvida, como alfa-
caseina livre e beta-caseina livre que permaneceram no SOroO
do leite quando as micelas de caseina naturais foram
removidas.

Discussdo/conclusdo
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O soro do leite é produzido por microfiltracdo do
leite desnatado, de modo a remover caseinas, enquanto O SOro
doce e o acido sdo esgotados de caseina por precipitacgdo de
caseinas pela reagdo de coalho ou acida, respectivamente. Com
isso, todas as trés categorias de alimentog derivados do
leite sdo essencialmente livres de caseina micelar, o dque
interferiria nos procedimentos de cromatografia de troca de
dnion, devido a precipitacdo e floculacdo de caseinas.

Observamos indicacBes de que caseinas dissolvidas
causam problemas durante a troca de dnion. Esse problema pode
gser solucionado ao filtrar os alimentos derivados do leite
antes da troca de A&nion, wutilizando, por exemplo, um
microfiltro.

Alternativamente, a etapa de troca de &anion pode
ser realizada em um pH no qual a precipitag¢do seja limitada
ou mesmo ausente, por exemplo, na variag¢do de pH 5,0-6,5. Ao
realizar a troca de dnion nessa variacdo de pH, além disso, é
sugerido utilizar uma temperatura de alimento /processo acima
de 15 graus C, como 20-40 graus C. Nessa variagao de
temperatura, beta-caseina dissolvida forma pequenas micelas
de beta-caseina, gue ndo devem ser confundidas com micelas de
caseina nativas, e essas micelas de beta-caseina interferem
menos no processo de troca de anion gque as moléculas de beta-
caseina isoladas.

Exemplo 4 enriquecimento de osteopontina do
concentrado do soro doce sem conduténcia controlada

O experimento de purificag¢do a seguir foi conduzido
em equipamento de FPLC, semelhante ao Exemplo 1. A matéria-
prima foi isolado de soro doce e aprox. 1 g de proteina total
fol carregada na coluna. Antes de carregar a coluna, O SOro
doce foi concentrado pela ultrafiltracdo, diafiltrado apds a
adigdo de um volume igual de agua e, por fim, diluido

novamente por um volume igual de agua. A conduténcia
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especifica resultante foi 2,1 mS/cm. CMP e proteina total
foram medidos no alimento e no eluato pelos métodos descritos
no Exemplo 1. A quantidade de OPN ndo pode ser medida devido
as proteinas indeferirem tanto no alimento como no eluato. Os
dados de OPN na Tabela 1 gdo0 estimados de produgdes
conhecidas nos experimentos do Exemplo 1.

O pH foi ajustado para 4,3 pela adigdo de HCL e a
matéria-prima aplicada a coluna de troca de é&nion. As
proteinas ndo ligadas foram lavadas da coluna por 3 volumes
de base de &agua e as proteinas ligadas foram, apds isso,
eluidas pela passagem de 1 M de solugdo de NaCl através da
coluna, até que ndo fosse mais detectada proteina no eluato.

TABELA 1. RESULTADOS DA TROCA DE ANION DE SORO DOCE
DE CONDUTANCIA BAIXA

Matéria-prima | Eluato
Proteina total, mg 979 192
OPN, mg 2,9 2,8
Pureza de OPN, % 0,3 1,5
GMP, mg 193 186
Pureza de GMP, % 19,7 97

Discussdo/conclusdo:

Os dados na Tabela 1 apresentam um enriquecimento
de proteinas do soro acido pelo procedimento descrito.
Entretanto, a OPN é somente enriquecida a uma extensdo menor,
pois constitui uma frag¢do menor de proteinas do soro acido no
alimento. Como, por exemplo, CMP também estd se ligando a
resina e estd presente no alimento em uma alta concentragdo,
essa proteina assume uma grande quantidade da capacidade de
ligagdo da resina. Portanto, esse procedimento ndo é
satisfatébrio para a produgdo de OPN.

Exemplo 5 comparagao e conclusao (comparando
exemplo 1 com o exemplo 4)

Algumas caracteristicas dos processos nos Exemplos

1 e 4 sd3o comparadas na Tabela 2 abaixo.
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Tabela 2. Caracteristicas do Exemplo 1 e 4

Exemplo 1 | Exemplo 4

PH 4,3 4,3

Condutincia especifica, mS/cm 6,0 2,1
Carga de p;otelna por ml de 5 26 0,074

resina, g/ml
OPN estimada de proteina na
~ . ; i 0,3 0,3
matérla-prima, %

Vezegs de enriquecimento de OPN 333 5
Pureza de OPN no eluato, % 100 1,5

Conclusao

Conforme resumido na Tabela 2, o método do Exemplo
1 & muito mais especifico para enriguecer OPN que o método do
Exemplo 4. Portanto, muito mais proteina pode ser carregada a
coluna por ciclo e a producdo de OPN por ciclo é muito maior
resulta em OPN

com o método do Exemplo 1. Esse método

praticamente pura, enquanto CMP domina o produto do Exemplo

4.
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REIVINDICACOES

1. METODO PARA ISOLAR OSTEOPONTINA DE UM ALIMENTO
DERIVADO DO LEITE, sendo o método caracterizado por
compreender as etapas de:

a) prover um alimento derivado do leite
compreendendo osteopontina, o dito alimento derivado do leite
tendo um pH na faixa de pH 3,6-6,5 em 25 °C e uma condutancia
especifica na faixa de 4-10 mS/cm em 25 °C,

e em que o dito alimento derivado do leite, além
disso, compreende

— caseino—macropeptideo em uma quantidade de pelo
menos 1% (p/p) em relacdo a quantidade total da proteina do
alimento derivado do leite,

b) submeter o dito alimento derivado do leite a
cromatografia de troca anidnica, que inclui o contato do
alimento derivado do leite com um meio de troca anidnica,

c) opcionalmente, lavar o meio de troca anidnica, e

d) recuperar a proteina ligada ao meio de troca
anidénica, obtendo, com isso, uma composicdo compreendendo
osteopontina isolada.

2. METODO, de acordo com reivindicacéao 1,
caracterizado por o alimento derivado do leite compreender
CMP em uma quantidade na faixa de 1-40% (p/p) em relacdo a
gquantidade total de proteina do alimento derivado do leite.

3. METODO, de acordo com reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado por o alimento derivado do leite compreender
CMP em uma quantidade de pelo menos 5% (p/p).

4. METODO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacg¢des anteriores, caracterizado por o alimento
derivado do leite compreender além disso proteina adicional
tendo um ponto isocelétrico (pI) < 5,0.

5. METODO, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacg¢des anteriores, caracterizado por o alimento
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derivado do leite compreender um alimento derivado do soro do
leite.

6. METODO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacg¢des anteriores, caracterizado por o alimento
derivado do leite compreender um alimento derivado do soro
doce.

7. METODO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacg¢des anteriores, caracterizado por o alimento
derivado do leite ter um pH na faixa de 5,0-6,5.

8. METODO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicag¢des de 1-6, caracterizado por o alimento derivado
do leite ter um pH na faixa de pH 3,8-5,5 em 25 °C.

9. METODO, de acordo com qualqguer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizado por a etapa a) de
prover o alimento derivado do leite envolver a remogao de
precipitado de um 1liquido acidificado gque deve formar o
alimento derivado do leite.

10. METODO, de acordo com qgualguer uma das
reivindicacg¢des anteriores, caracterizado por o alimento
derivado do leite compreender alfa-lactalbumina em uma
quantidade de pelo menos 1% (p/p) em relacdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite.

11. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicacg¢des anteriores, caracterizado por o alimento
derivado do leite compreender beta-lactoglobulina em uma
quantidade de pelo menos 1% (p/p) em relacdo a guantidade
total de proteina do alimento derivado do leite.

12. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicacg¢des anteriores, caracterizado por o alimento
derivado do leite compreender uma quantidade total de
proteina na faixa de 6-250 g/L do alimento derivado do leite.

13. METODO, de acordo com qgualguer uma das

reivindicacgdes anteriores, caracterizado por o alimento
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derivado do leite ter uma condutédncia especifica na faixa de
4,5-9,0 mS/cm em 25 °C.

14. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes de 1-12, caracterizado por o alimento derivado
do leite ter uma conduténcia especifica na faixa de 4-7 mS/cm
em 25 °C.

15. METODO, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des de 1-12, caracterizado por o alimento derivado
do leite ter uma conduténcia especifica na faixa de 7-10
mS/cm em 25 °C.

16. METODO, de acordo com qgualguer uma das
reivindicacdes anteriores, caracterizado por a composicao
recuperada, além disso, ser submetida a uma ou mais da(s)
etapal(s) de processo selecionada(s) a partir do grupo
consistindo de concentracéado, diafiltracdo, evaporacao do
solvente, secagem por aspersidao, e substituicdo de cations

ligados a proteina.
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