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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para "INULINA
COM COMPRIMENTO DE CADEIA MUITO ELEVADO, SEUS USOS
E SEU PROCESSO DE OBTENCAO, GENERO ALIMENTICIO, SU-
PLEMENTO ALIMENTAR, PREPARACAO COSMETICA, E PASTA
AQUOSA E SEU USO".
[001] A presente invencado se refere a uma inulina com cadeia
particularmente longa e sua preparacdo a partir de raizes de alcacho-
fra, ao seu uso em géneros alimenticios e preparacfes cosméticas e a
géneros alimenticios e preparacfes cosméticas que compreendem a
inulina com cadeia particularmente longa.
[002] A demanda por géneros alimenticios que contenham pouca
gordura e matérias-primas mais naturais aumentou bastante nas Uulti-
mas décadas. Muitas substancias ja foram propostas como substitutos
para gorduras, tal como produtos a base de carboidratos ou proteina
ou substitutos para gordura sintéticos tal como poliésteres de acucar
de acidos graxos. No entanto, esses sempre apresentam desvanta-
gem tal como uma estabilidade térmica baixa, uma "sensac¢édo na bo-
ca" insatisfatéria ou um efeito indesejado sobre as pessoas ou 0 ambi-
ente.
[003] Sabe-se ha muito tempo que inulina é adequada para uso
em produtos alimenticios. A inulina apresenta um valor energético mui-
to baixo disponivel para humanos e entdo o uso de inulina como um
substituto para gordura assegura uma reducao grande no valor calori-
fico do produto final. Ainda, inulina é usada como um agente de adicéo
e de massa prebidtico em géneros alimenticios.
[004] A inulina € um polissacarideo pertencente ao grupo frutano.
Ela consiste em uma cadeia beta-2-1-ligada de moléculas de frutose, e
esta cadeia pode ter uma unidade alfa-D-glicose na extremidade de
reducdo. A inulina acontece em quantidades economicamente recupe-
raveis em varias plantas tal como, por exemplo, raizes de chicoéria, al-

cachofra Jerusalém e tubérculos Dalia. Os comprimentos de cadeia
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médios das varias inulinas e suas propriedades fisico-quimicas dife-
rem de espécie de planta para espécie de planta.

[005] As inulinas empregadas até agora no setor de género ali-
menticio sdo totalmente satisfatérias em suas propriedades de proces-
samento tal como, por exemplo, viscosidade em forma de pasta aquo-
sa, estabilidade térmica e estabilidade a acido, capacidade emulsifica-
vel e ligacdo a agua.

[006] H& ainda uma necessidade de inulinas com propriedades
de fermentacado aperfeicoadas e um efeito prebidtico maior.

[007] Um problema maior € que quando da extracdo de inulina
com agua guente do tecido de planta o extrato contém além da inulina
bruta de polimero também monossacarideos tal como glicose e fruto-
se, dissacarideos tal como sacarose e fruto-oligossacarideos (DP 3-
10). Esses subprodutos (mono- e dissacarideos, fruto-
oligossacarideos (DP 3-10) podem interferir com processamento adici-
onal da inulina. Por exemplo, mono- e dissacarideos sédo indesejados
na fabricacdo de produtos alimenticios dietéticos. O gosto doce dos
mono- e dissacarideos e fruto-oligossacarideos (DP 3-10) interfere
com certas aplicacbes no setor de produtos alimenticios. Fruto-
oligossacarideos (DP 3-10) podem, por causa de sua higroscopicidade
e pegajosidade, interferir muito com o uso de inulina bruta em produtos
alimenticios ambos durante processamento e durante armazenamen-
to. Durante processamento adicional da inulina bruta, por exemplo,
através de derivatizacdo quimica, mono- e dissacarideos e fruto-
oligossacarideos (DP 3-10) podem levar a misturas indefinidas de pro-
dutos que podem ser purificados apenas através de métodos caros ou
nao podem de modo algum. Ainda, uma alta proporcao de acucares de
reducdo apresenta a desvantagem que em processos térmicos na pre-
senca de compostos amino pode haver reagdes que ficam marrons
indesejadas, a formacao de sabores estranhos e a producéo de acri-

lamida (reac&o Maillard).
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[008] A presente invencdo € baseada no objeto de provisdo de
uma inulina com a qual € possivel resolver os problemas definidos
acima.

[009] A intencao era particularmente atingir propriedades de pro-
cessamento vantajosas para aplicacdes na industria de cosmético e
géneros alimenticios. Seus exemplos sdo um comportamento de vis-
cosidade vantajoso, uma estabilidade térmica alta e estabilidade a 4ci-
do, uma capacidade de emulsificacdo boa e uma capacidade de liga-
cao a agua alta.

[0010] Um problema ao qual a invencéo se dirige foi prover adicio-
nalmente uma inulina tendo propriedades de fermentacdo aperfeigoa-
das e efeito probidtico aperfeicoado para aplicacdes de géneros ali-
menticios.

[0011] Finalmente, era desejavel prover uma inulina que, através
de comparacao com inulina bruta, tivesse um teor menor de mono- e
dissacarideos e de fruto-oligossacarideos (DP 3-10).

[0012] Os problemas acima sao revolvidos através da provisao
das modalidades definidas nas reivindicagoes.

[0013] A presente invencao se refere a uma inulina que apresenta
um grau médio de polimerizacdo DP,, entre 83 e 103, de preferéncia
entre 84 e 100, com mais preferéncia entre 83 e 98, com mais prefe-
réncia ainda entre 85 e 98, com mais preferéncia ainda 85 e 95, com
mais preferéncia ainda entre 86 e 97 e com mais preferéncia entre 86
e 94.

[0014] Com relacéo a isso e com relacdo a presente invencao, o
termo "entre" pretende também incluir os limites numéricos respecti-
vamente indicados.

[0015] O termo "inulina" pretende significar em conexdo com a
presente invencdo um polifrutano que consiste em cadeia beta-2-1-
ligada de moléculas de frutose. Esta cadeia apresenta de preferéncia

como sua extremidade uma unidade alfa-D-glicose de reducéo.
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[0016] Em conexdo com a presente invencéao, o termo "grau médio
de polimerizacdo DP,," (peso DP médio) significa o quociente da mas-
sa molecular ponderal média M,, e da massa molecular do monémero

M,. A massa molecular ponderal média resulta de

3 NM;?

My
2 NiM;
[0017] onde Ni € o niumero de moléculas com massa molecular Mi.
[0018] O "grau médio de polimerizacdo DP,," é de preferéncia me-
dido em conexdo com a presente invencao através do método de
"cromatografia de permeacao em gel com espalhamento de luz e de-
teccao de indice refrativo (sistema GPC-RI-MALLS)" descrito a seguir.
[0019] A inulina da invencéao exibe, em comparacdo com inulinas
descritas na técnica anterior, a vantagem surpreendente que pode ser
processada para cremes que exibem estabilidade raramente alta em
tratamento com calor ou tratamento acido, de modo que eles sdo mais
adequados, por exemplo, para aplicacdes industriais particulares ou
aplicacbes nas industrias cosmética e/ou de produtos alimenticios.
Ainda, cremes compreendendo a inulina da invencédo apresentam uma
estabilidade inesperadamente alta com relacdo a forcas de cisalha-
mento. A inulina da invencéo entdo exibe a vantagem adicional, com-
parado com inulina convencional, que ela pode ser processada melhor
em processos industriais onde forcas de cisalhamento fortes agem.
[0020] A inulina da invengcdo é ainda notavel pelas propriedades
de viscosidade particularmente vantajosas e uma resisténcia de gel
alta e uma solubilidade muito baixa, o que € vantajoso para aplicacdes
de géneros alimenticios.
[0021] Ainda, a inulina da invengcdo mostra surpreendentemente
boas propriedades como substituto de gordura em géneros alimenti-
cios com excelentes propriedades sensoriais na boca.

[0022] A inulina da invencdo também mostra através de compara-
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cao com produtos previamente empregados uma fermentacdo mais
lenta, que é vantajosa na prevencdo de doencas no intestino grosso
posterior. A fermentacdo mais lenta € acompanhada por uma forma-
cdo reduzida de gas no intestino, especialmente hidrogénio.

[0023] A inulina da invencdo apresenta adicionalmente através de
comparacdo com produtos previamente empregados um efeito prebié-
tico maior. Em particular, a inulina da invencéo estimula a geragao de
bifidobactérias de uma maneira vantajosa com uma reducdo simulta-
nea de bactérias indesejadas e/ou patogénicas. A inulina da invencéo
€ entdo adequada para uso em géneros alimenticios e/ou medicamen-
tos para a prevencao e tratamento de disfuncdes e doencas do intesti-
no, especialmente no intestino grosso posterior.

[0024] Finalmente, a inulina da invencdo também confere varias
propriedades de uso vantajosas de géneros alimenticios tal como, por
exemplo, aumento da viscosidade, capacidade emulsificavel, capaci-
dade de ligacdo de agua e formacdo de miolo. A inulina da invencao
surpreendentemente confere propriedades de cozedura aperfeicoadas
a produtos de panificacdo e aumenta o rendimento da massa. A inulina
da invencéao é, além disso, um meio eficaz para modificacdo de sabor
e estabilizacdo de espuma.

[0025] Em uma modalidade adicional, a inulina da invengcao apre-
senta um teor de fruto-oligossacarideos (oligofrutanos) tendo um DP
de a partir de 3 a 10 que € inferior a 3%, de preferéncia inferior a 1,5%,
particularmente de preferéncia inferior a 0,7%, muito particularmente
de preferéncia inferior a 0,3%.

[0026] Em uma modalidade adicional, a inulina da invengcao apre-
senta um teor de glicose de inferior a 2%, de preferéncia inferior a 1%,
particularmente de preferéncia inferior a 0,5%, muito particularmente
de preferéncia inferior a 0,2% e com mais preferéncia inferior a 0,1%.
[0027] Em uma modalidade adicional, a inulina da invengcao apre-

senta um teor de frutose de inferior a 2,5%, de preferéncia inferior a

Peticao 870170092657, de 29/11/2017, pag. 10/93



6/72

1,5%, particularmente de preferéncia inferior a 1,0%, muito particular-
mente de preferéncia inferior a 0,3% e com mais preferéncia inferior a
0,15%.

[0028] Em uma modalidade adicional, a inulina da invengcao apre-
senta um teor de sucrose de inferior a 2%, de preferéncia inferior a
1%, particularmente de preferéncia inferior a 0,5%, muito particular-
mente de preferéncia inferior a 0,3% e com mais preferéncia inferior a
0,1%.

[0029] Em uma modalidade da inulina da invencdo que é particu-
larmente vantajosa para aplicacdes de géneros alimenticios, o teor de
mono- e dissacarideos é inferior a 0,5%.

[0030] Todas as porcentagens sao, a menos que de outro modo
indicado, porcentagem em peso com base no peso seco total de inuli-
na e substancias adicionais. "Substancias adicionais" sao todas as
substancias na mistura seca que sao diferentes de inulina.

[0031] O teor de frutose, glicose e sucrose € medido em conexao
com a presente invencao através do método enziméatico 6ptico descrito
abaixo (métodos gerais: "determinacdo de acucar").

[0032] Em uma modalidade adicional, que pode incluir as modali-
dades anteriores, a inulina da invencao apresenta um peso molecular
ponderal médio M,, entre 13.400 g/mol e 16.700 g/mol, de preferéncia
entre 13.600 e 16.200 g/mol, com mais preferéncia entre 13.750 g/mol
e 15.900 g/mol e particularmente de preferéncia entre 13.900 g/mol e
15.750 g/mol e com mais preferéncia entre 13.900 g/mol e 15.250 g
/mol.

[0033] O peso molecular ponderal médio M,, é de preferéncia me-
dido em conexdo com a presente invencdo através do método de
"cromatografia de permeacao em gel com espalhamento de luz e de-
teccao de indice refrativo (sistema GPC-RI-MALLS)" descrito a seguir.
[0034] Em uma modalidade adicional, que pode incluir as modali-

dades anteriores, a inulina da invencdo apresenta um grau médio de
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polimerizacéo DP, cpc) medido atraves de cromatografia de permea-
cao em gel (GPC) entre 66 e 89, de preferéncia entre 68 e 85, particu-
larmente de preferéncia entre 70 e 85 e com mais preferéncia ainda
entre 72 e 84.

[0035] O "grau médio de polimerizacdo DP," € medido em cone-
xao com a presente invencdo de preferéncia através do método de
"cromatografia de permeacao em gel com espalhamento de luz e de-
teccao de indice refrativo (sistema GPC-RI-MALLS)" descrito a seguir.
[0036] Em conexdo com a presente invencéao, o termo "grau médio
de polimerizacdo DP," (significa nimero DP) significa o quociente da
massa molecular numérica média M, e da massa molecular do mon6-
mero ligado M, (anidrofrutose = 162 g/mol). A massa molecular nume-

rica média M,, resulta de

¥ NM;,

Mn=
2 N

[0037] onde Ni € o niumero de moléculas com massa molecular M..
[0038] Em uma modalidade adicional, que pode incluir as modali-
dades anteriores, a inulina da invengao apresenta uma distribuicdo de
peso molecular na faixa de a partir de 650 a 48.000, com mais prefe-
réncia 970 a 40.000 g/mol, com mais preferéncia ainda 1.300 g/mol a
34.000 g/mol e com mais preferéncia de a partir de 4.000 g/mol a
26.800 g/mol.

[0039] Ainda em uma modalidade adicional, que pode incluir as
modalidades anteriores, a inulina da invengdo mostra uma massa total
de moléculas de inulina tendo um peso molecular de < 10.000 g/mol
com base na massa total de todas as moléculas de inulina de 20-36%
e uma massa total de moléculas de inulina tendo um peso molecular
de > 20.000 g/mol com base na massa total de todas as moléculas de
inulina de 7-23%. E ainda mais preferido que a massa total das molé-

culas de inulina tendo um peso molecular de < 10.000 g/mol com base
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na massa total das moléculas de inulina seja 25-31% e a massa total
das moléculas de inulina tendo um peso molecular de > 20.000 g/mol
com base na massa total de todas as moléculas de inulina seja 12-
18%.

[0040] A distribuicdo de peso molecular é de preferéncia medida
em conexao com a presente invencdo através do método de "croma-
tografia de permeacéo em gel com espalhamento de luz e deteccgao de
indice refrativo (sistema GPC-RI-MALLS)" descrito a seguir.

[0041] Em uma modalidade da inulina da invengcéo com proprieda-
des particularmente vantajosas, o grau de ramificacdo é 0,5-2,0% em
mol, com mais preferéncia 0,7-2,0% em mol, com mais preferéncia
ainda 0,9 a 2,0% em mol e com mais preferéncia 1,1 a 2,0% em mol.
O grau de ramificacdo é definido aqui como o numero percentual de
mondmeros de frutose beta-2-1-ligada com ponto de ramificacao adi-
cional na posicdo 6 do monémero de frutose (também abreviado para
"2-1,6-" a seguir) com base no numero total de todos os monémeros
de inulina medidos em uma amostra da inulina da invengdo com pesos
moleculares aleatoriamente distribuidos. Na sua posicdo 6, um mond-
mero de "2-1,6-" frutose dentro de uma cadeia de polifrutose € ligado a
outra cadeia de polifrutose, consistindo em pelo menos dois mondme-
ros de frutose beta-2-1-ligada, ou a um mondémero de frutose unico. O
termo "ponto de ramificacdo" designa uma posicao de um mondmero
de frutose, com uma cadeia de polifrutose, ao qual outra cadeia de po-
lifrutose consistindo em pelo menos dois mondmeros de frutose beta-
2-1-ligada ou um monémero de frutose unido € ligada. O grau de rami-
ficacdo é medido através do método de andlise de metilagdo padréo
ou alternativamente através do método de degradacao redutiva apds
metilacdo. Ambos métodos séo descritos em detalhes nos exemplos
apensos.

[0042] Uma modalidade da inulina da invencdo que é particular-

mente vantajosa em suas propriedades e que pode incluir as modali-
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dades previamente descritas apresenta uma distribuicdo de peso mo-
lecular particularmente estreita expressa pelo quociente entre o grau
de peso médio de polimerizacéo e o grau de numero médio de polime-
rizacdo DP,/DP,. Esta quantidade € também referida como um indice
de polidispersidade. Em uma modalidade preferida, o quociente
DP,,/DP,, é inferior a 1,25, em uma modalidade mais preferida é inferior
a 1,20, em uma modalidade ainda mais preferida é inferior a 1,15 e na
modalidade mais preferida € inferior a 1,10. Os valores de DP,, e DP,
sdo nesta conexdo medidos através do meétodo de "cromatografia de
permeacdo em gel com espalhamento de luz e deteccéo de indice re-
frativo (sistema GPC-RI-MALLS)" descrito a seguir. O peso molecular
de um mondémero para calculos de conversao € ajustado igual a 162
g/mol.

[0043] A invencéao se refere ainda a uma pasta aguosa da inulina
da invencdo que € obtenivel através de dispersédo da inulina em agua,
cisalhando a dispersdo resultante até homogénea, armazenando o
produto obtido desta maneira a 4-15C por 12-24 hor as e, apés condi-
cionamento para temperatura ambiente, agitar para dar uma pasta
homogénea. Uma pasta preferida compreende agua e 1-40% em pe-
so, com mais preferéncia 1-35% em peso, com mais preferéncia ainda
1-30% em peso, com mais preferéncia ainda 2-25% em peso, com
mais preferéncia ainda 2-20% em peso e particularmente de preferén-
cia 10-20% em peso de inulina com base no peso total da pasta. O
termo "pasta” € de acordo com a presente invencao equivalente a uma
suspensao de inulina cristalina e/ou amorfa. Deste modo, o termo
"pasta aguosa" deve ser compreendido como uma suspensao de inuli-
na cristalina e/ou amorfa em fase aquosa. A fase aquosa é baseada
em agua que pode opcionalmente compreender substancias dissolvi-
das ou suspensas adicionais, tal como sais, outros carboidratos, prote-
inas, aminoacidos. Em uma modalidade vantajosa a inulina na pasta é

uma inulina seca com pulverizacao, isto é, uma inulina que foi seca
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com pulverizagéo antes da formagéo da pasta.

[0044] A pasta descrita acima pode ser usada como um compo-
nente em sistemas aquosos. Sistemas aquosos preferidos séo géne-
ros alimenticios em base aquosa e cosméticos, onde o termo "género
alimenticio" é definido em outro lugar na presente descricdo. Exemplos
de géneros alimenticios preferidos sao também listados em outro lugar
na presente descricdo. Em géneros alimenticios e cosmeéticos, uma
pasta de acordo com a invencao pode ser usada como componente de
oferecimento de estrutura, agente de espessamento, agente de estru-
turacdo, agente intensificador da estabilidade ou agente de formacéo
de viscosidade, onde a pasta nesta conexdo pode realizar uma ou
mais das fun¢des acima mencionadas. Em géneros alimenticios, uma
pasta de acordo com a invencdo pode ser também usada como um
substituto para gordura, substituto para 6leo, agente prebidtico e/ou
componente de fibra alimenticia, onde a pasta nesta conexdo pode
realizar uma ou mais das funcdes acima mencionadas. O uso mais
preferido € o uso como um 6leo ou substituto para gordura. Os géne-
ros alimenticios mais preferidos onde uma pasta de acordo com a in-
vencao é usada como um componente sdo produtos laticinios tal como
logurte, bebidas de iogurte, creme fresco, coalhada, manteiga, leite,
especialmente leite desnatado, soro de leite, leite azedo, bebida lactea
acida, queijo, tal como queijo cremoso, queijo mole, queijo fatiado,
gueijo duro, soro, leite em po, bebidas a base de leite.

[0045] A inulina da invencdo mostra uma estabilidade surpreen-
dentemente alta a acido. Em particular, uma pasta aquosa da inulina
da invencdo mostra uma alta estabilidade a acido. A estabilidade a ci-
salhamento de uma pasta de inulina aquosa da invencédo é da mesma
maneira excepcional através de comparacdo com produtos comerci-
almente disponiveis.

[0046] A inulina da invencédo é distinguida de outras inulinas co-

mercialmente disponiveis por uma resisténcia de gel surpreendente-
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mente alta. Resisténcias de gel de 4-100 N, mais vantajosamente 10-
100 N, ainda mais vantajosamente 20-100 N e mais vantajosamente
40-100 N, sé@o conseguidas em uma concentracdo de 1-35% (p/p),
com mais preferéncia 1-30% (p/p), com mais preferéncia ainda 2-25%
(p/p), com mais preferéncia 2-20% (p/p), com mais preferéncia cerca
de 20% (p/p) da inulina da invencdo em agua quando inulina é dissol-
vida a 90T e entdo armazenada em temperatura ambie nte (23C) por
um periodo de 24 horas. Resisténcias de gel altas conforme indicado
previamente podem ser conseguidas particularmente bem com inuli-
nas da invengao que sao secas com pulverizacdo e entdo empregadas
para formacdo de gel. Os géis obtidos desta maneira de preferéncia
apresentam um carater de particula (géis de particula). O método de
medicdo para determinagcdo da resisténcia de gel € descrito em deta-
lhes na secdo de exemplos (formacéo de estrutura por inulinas apoés
aguecimento em agua).
[0047] A presente invencéo se refere em um aspecto adicional a
um processo para obtencao de inulina onde

a) raizes de alcachofra sdo moidas,

b) um extrato é obtido através de tratamento das raizes mo-
idas com agua,

c) constituintes de coloragcao séo removidos do extrato obti-

do,
d) inulina é precipitada do extrato,
e) a inulina é reprecipitada pelo menos uma vez.
[0048] O processo € particularmente adequado para obtencdo das

inulinas previamente descritas da invencdo, mas nao é restrito a elas.

[0049] Raizes de alcachofra sdo usadas como material de partida,
mas 0 processo ndo € restrito a uma variedade particular. A moagem €
vantajosamente precedida por remocao de quaisquer contaminantes
aderentes das raizes, por exemplo, através de lavagem vigorosa com

agua com um limpador de alta pressdo. E vantajosamente possivel
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lavar as raizes em estado congelado profundo a fim de minimizar a
perda de massa de material de raiz.

[0050] Se necessario, as raizes sao inicialmente moidas de modo
grosso, por exemplo, cortando. Picadores sdo preferidos para a moa-
gem adicional. O produto obtido é material de raiz moido na forma de
lascas fibrosas.

[0051] Na modalidade mais vantajosa do processo, raizes de alca-
chofra com as caracteristicas que seguem sdo usadas: raizes madu-
ras com relacédo a formacdo de massa seca e inulina. O grau de matu-
racdo pode ser estabelecido a partir da razdo do teor de inulina para
teor de matéria seca e a razdo de teor de frutose para teor de inulina.
O teor de inulina esta de preferéncia na faixa de 30-70% em peso,
com mais preferéncia 40-65% em peso, com mais preferéncia ainda
50-60% em peso, com base no peso total da matéria seca de raizes, e
a razao de frutose/inulina estad de preferéncia na faixa de 3-24% em
peso, com mais preferéncia 3-12% em peso, com mais preferéncia in-
ferior a 6% em peso. O teor de matéria seca das raizes de alcachofra
limpas é de preferéncia 20-50% em peso, com mais preferéncia 30-
40% em peso, com mais preferéncia 30-35% em peso, com base no
peso total de raizes limpas.

[0052] No caso de raizes de alcachofra terem que ser armazena-
das antes de usa-las no processo da presente invencao, as raizes de-
vem ser conservadas a fim de prevenir contaminagéo microbiana, en-
raizamento ou diminuicdo de peso molecular de inulina devido a de-
gradacdo enzimatica. Métodos preferidos para conservacao das raizes
sdo congelamento ou secagem com ar quente de raizes moidas para
armazenamento.

[0053] AplOs a moagem, o material de raiz moido € extraido com
agua, de preferéncia em uma temperatura de 60C a 95T, com mais
preferéncia 80-95T. A extracdo de preferéncia acontece na faixa de

pH neutro a ligeiramente alcalino. Uma temperatura de pelo menos
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60C em pH 7-9 é vantajosa porque neste caso hidrélise enziméatica e
acida é suprimida. A concentracdo de material de raiz moido na agua
€ de preferéncia 10-40% em peso, com mais preferéncia 20-30% em
peso, medida em peso fresco de raizes com base no peso total da
mistura de extracao.

[0054] De preferéncia uma razao entre a matéria seca do material
picado usado e a agua como meio de extracao € estabelecida que leva
a um teor de matéria seca no extrato de 8-12% em peso e um teor de
inulina de superior a 6% em peso, de preferéncia 6-8% em peso, com
base no peso do extrato. Uma escolha correspondentemente adequa-
da de condi¢des de extracdo, tal como a razado de agua para peso de
raiz, pode levar a uma transferéncia de 80-90% em peso da inulina
presente nas raizes para o extrato. As condigfes acima mencionadas
sdo adequadas para atingir uma cristalizacédo favoravel e um alto ren-
dimento da inulina do extrato, com base na observacao que a inulina
de alto peso molecular cristaliza do extrato mesmo em uma concentra-
cao tao baixa quanto 5% em peso, com base no peso do extrato.
[0055] N&o ha nenhuma restricdo especial quanto ao equipamento
de extracdo, e técnicas de extracdo convencionais para material de
planta podem ser aplicadas. E mais preferido de acordo com a inven-
Cao gue a extracdo aconteca em um extrator aquecido com revesti-
mento com agitador. Em outra modalidade altamente preferida uma
tina de filtragem (launter tun) que pode ser aquecida é usada como
extrator agitado. Entdo, a extracdo da inulina das raizes é combinada
com a separacdo do extrato das lascas usadas através de filtragem,
conforme descrito abaixo. O tempo de extracdo apos equilibrio da mis-
tura de raiz/agua é de preferéncia 30 minutos — 4 horas, de preferéncia
1-2 horas. ApGs este tempo, o0 extrato é separado das lascas usadas,
por exemplo, bombeando ou coando ou filtrando.

[0056] Apoés separacdo do extrato das lascas usadas, onde apro-

priado, materiais fibrosos e fragmentos de planta podem permanecer
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como materiais suspensos no extrato. Se presentes, esses materiais
suspensos sao provavelmente removidos do extrato. Nesta variante do
processo, a etapa b) do processo é entdo seguida, antes da etapa c),
por uma etapa onde materiais suspensos, principalmente consistindo
em fibras, sdo removidos do extrato. A quantidade aceitavel de materi-
ais suspensos e se remocao vai acontecer serdao decididas pelo ver-
sado na técnica de caso para caso. Remocado dos materiais suspensos
pode acontecer através de técnicas de separacdo convencionais, com
centrifugacao ou filtragem. Um separador deslodante provou ser parti-
cularmente adequado. Uma tela ou filtro com finura apropriada pode
ser também usada.

[0057] Em uma modalidade altamente preferida, o material sus-
penso pode ser filtrado usando as lascas usadas como o material de
filtro. Nesta modalidade as lascas usadas séo precipitadas no fundo do
recipiente de extracdo equipado com uma peneira no fundo, igual a
uma tina de filtragem. A peneira € de preferéncia uma peneira com
fenda. As lascas usadas precipitadas sdo usadas como um leito de
filtragem através do qual o extrato flui. Usando esta técnica uma remo-
cdo quase quantitativa de material suspenso é possivel sem uso de
etapas de filtragem adicionais antes de refinamento ou abrilhantamen-
to adicional do extrato ou cristalizagao da inulina.

[0058] Os extratos séo coloridos devido ao seu teor de constituin-
tes de coloragcdo e matéria colorizada coloidalmente suspensa. Os
constituintes de coloracao consistem, inter alia, em taninas e flavonoi-
des e geralmente conferem uma cor amarela ou amarelo-amarronzado
e/ou amarronzado-escuro ao extrato. As inulinas que podem ser obti-
das diretamente a partir de tais extratos nao estdo de acordo com as
condicdes necessarias com relacdo a cor neutra. E entdo necessario
remover 0s constituintes de coloracéo do extrato na etapa c) do pro-
cesso. A etapa c) do processo da invencdo para remocao de consti-

tuintes de coloracao dos extratos de planta é geralmente também refe-
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rida como descoloragéo, clarificagcdo ou "abrilhantamento” de extratos
de planta. Esses termos sdo equivalentes no contexto da presente in-
vencao.
[0059] O abrilhantamento pode acontecer de acordo com a inven-
cao adicionando cal e subsequente combinacdo (adicdao de CO,). O
processo de adicdo de cal é conhecido da técnica anterior e é usado,
por exemplo, na obtengédo de sucrose a partir de beterraba agucareira.
Em um processo de abrilhantamento alternativo, os constituintes de
interferéncia sédo removidos usando um trocador de ion.
[0060] Em uma modalidade particularmente vantajosa do proces-
S0, 0s constituintes de coloracdo sdo removidos na etapa c) através de
i) mistura de ions de magnésio (Mg**) ao extrato de planta,
i) mistura de pelo menos um componente alcalino ao extra-
to de planta,
iif) formacgé&o de um precipitado, e
Iv) remocgao do precipitado que se formou do extrato de
planta.
[0061] As etapas i) - iv) nesta variante particularmente preferida
sao subetapas de etapa c) do processo.
[0062] Esta variante de processo torna descoloragcdo mais eficaz
do extrato possivel comparado com o processo de abrilhantamento de
cal. Ainda, os auxiliares empregados, sais de magnésio e alcalis, sédo
de custo baixo. O processo € entdo de menos custo do que ouso de
um trocador de ion. O gasto com aparelho e tempo para realizar esta
etapa do processo € também particularmente baixo. Finalmente, este
tipo de abrilhantamento também remove simultaneamente materiais
causando turbidez do extrato.
[0063] ions de magnésio (Mg*") sdo misturados de acordo com a
invencdo ao extrato de planta aquoso. E possivel em uma variante de
etapa i) adicionar uma solucdo aquosa de um sal de magnésio ao ex-
trato de planta. Em uma variante adicional, mais preferida, um sal de

Peticao 870170092657, de 29/11/2017, péag. 20/93



16/72

magnésio é adicionado diretamente em forma soélida ao extrato de
planta e dissolvido nele.

[0064] Se sal de magnésio for adicionado, é preferido um sal que,
devido ao seu produto de alta solubilidade, é muito prontamente solu-
vel em agua. Sais de magnésio particularmente adequados sao sele-
cionados de cloreto de magnésio, sulfato de magnésio, nitrato de
magneésio, sais de magnésio de acidos graxos inferiores tal como ace-
tato de magnésio e propionato, e suas misturas.

[0065] Um componente alcalino em ii) significa de acordo com a
invencdo um componente que compreende ions de hidroxido (OHY) ou
forma ions de hidroxido no extrato apds combinagdo com o extrato de
planta. O componente alcalino pode ser liquido, sélido ou gasoso. Um
componente alcalino liquido é de preferéncia empregado.

[0066] Quando da adicdo de ions de magnésio e um componente
alcalino conforme descrito nas etapas i) e ii) do processo, um precipi-
tado é formado através de uma reacdo de precipitacdo. As etapas i) e
ii) podem no contexto do presente processo a principio ser realizadas
simultaneamente, especialmente se uma solucao de ions de magnésio
for usada na etapa i) e um liquido alcalino for usado na etapa ii). No
entanto, é preferido realizar a etapa i) primeiro e entdo a etapa ii) do
processo.

[0067] E vantajoso para a etapa c) do processo que ambos jons
de magnésio e o componente alcalino sejam distribuidos o mais ho-
mogeneamente possivel no extrato de modo que a reacdo de precipi-
tacdo no extrato seja também homogénea e o mais quantitativa possi-
vel. E entdo preferido empregar como componente alcalino liquidos
alcalinos aquosos tal como, por exemplo, solucbes alcalinas ou sus-
pensdes alcalinas que podem ser rapidamente e homogeneamente
misturadas no extrato de planta.

[0068] Uma solucéo ou suspensao alcalina compreende de acordo

com a invencdao ions de hidroxido (OH") ou os forma apds combinacao
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com o extrato de planta.

[0069] Em uma variante de processo muito preferida, um sal de
magnésio é homogeneamente dissolvido no extrato primeiro na etapa
1). Subsequentemente, na etapa ii), uma solucéo ou suspensao alcali-
na aquosa € adicionada.

[0070] Em uma modalidade, o componente alcalino é uma solucéo
ou suspensédo aquosa de um hidréxido de metal alcalino ou metal alca-
lino terroso. O hidréxido é de preferéncia selecionado dos hidroxidos
dos metais alcalinos e alcalino terrosos, tal como hidroxido de litio, hi-
droxido de sédio, hidroxido de potéassio, hidroxido de calcio e hidroxido
de bario.

[0071] Em uma variante muito particularmente preferida, o compo-
nente alcalino é uma suspenséao de hidréxido de calcio. A vantagem de
uso de hidréxido de calcio é que uma quantidade particularmente pe-
guena de centrifugado € obtida na etapa iii). Ainda, a precipitacao si-
multédnea de hidroxido de magnésio e sulfato de célcio atinge uma taxa
de sedimentacao maior e uma compressibilidade maior do precipitado.
O precipitado apresenta consisténcia particularmente pouco gelatino-
sa. A ligacao de inulina no precipitado entdao permanece particularmen-
te baixa nesta variante de processo.

[0072] Um componente alcalino adicional que pode ser usado é
amoOnia, de preferéncia em solucao aquosa. Nem é excluido a principio
usar amoénia gasosa, mas isto é menos preferido do que o uso de uma
solucdo aquosa.

[0073] Em uma modalidade adicional, o componente alcalino é
uma solucdo ou suspensdo aquosa de uma base organica tal como
etilenodiamina ou trietanolamina.

[0074] Sais de acidos organicos fracos tal como acetatos de metal
alcalino ou metal alcalino terroso, especialmente acetato de sdadio,
acetato de potassio, acetato de célcio e acetato de magneésio, podem

ser também usados.
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[0075] Hidroxido de magnésio é formado como precipitado. Os
constituintes de coloracao do extrato aquoso permanecem de acordo
com a invencgao no precipitado e sdo entdo separados da fase liquida.
Um extrato substancialmente descolorido € obtido. As quantidades de
ions de Mg** e componente alcalino empregado, e entdo a quantidade
de precipitado formado, determinam inter alia quao quantitativa a des-
coloracdo é. Otimizacdo das quantidades dos reagentes esta dentro
da competéncia de um versado na técnica. No caso de sulfato de
magneésio, a concentracdo preferida esta na faixa de 0,5-3% em peso,
com mais preferéncia 0,5-2% em peso do extrato aquoso.

[0076] Na variante preferida de etapa c), conforme acima descrito,
a razao molar de fons de hidréxido para ions de magnésio OH:Mg** é
de preferéncia de a partir de 2,2:1 a 1,8:1. E mais preferido que a ra-
z40 seja exatamente estequiométrica, isto é, OH:Mg** = 2:1. A quanti-
dade de componente alcalino deve entédo ser escolhida de modo que a
guantidade apropriada de ions de hidroxido esteja presente para 0s
ions de magnésio.

[0077] A dissolucdo do sal de magnésio e mistura do componente
alcalino nas etapas i) e ii) de processo de preferéncia acontecem com
agitacdo a fim de atingir dissolucdo e homogeneizacdo o mais rapido
possivel e entdo uma reacdo rapida. No entanto, ndo ha quaisquer
restricbes adicionais particulares sobre as técnicas de mistura. Entéo,
0 processo pode ser realizado, por exemplo, também através de ou-
tras técnicas de mistura familiares ao versado na técnica.

[0078] Para promover o processo, a etapa i) € de preferéncia reali-
zada em uma temperatura de 60-80C. O tempo de reac do apos adi-
cdo do componente alcalino € geralmente de a partir de cerca de 1 a
15 minutos, em média cerca de 10 minutos.

[0079] A etapa de remocao iv) de preferéncia acontece através de
sedimentacédo ou filtragem. A sedimentacdo pode ser tornada mais ra-

pida através de uma centrifuga, de preferéncia uma centrifuga de dis-
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co, em particular uma centrifuga de deslodamento. No entanto, outras
técnicas de separacao familiares ao versado na técnica podem ser
também usadas. Essas podem ser também realizadas em combinacéo
umas com as outras, por exemplo, deslodamento centrifugo do extrato
abrilhantado com filtragem subsequente do extrato deslodado, por
exemplo, com um filtro de placa.

[0080] A etapa c) toda do processo da invencao pode se necessa-
rio ser também realizada mais de uma vez. Se a variante da etapa c)
preferida previamente descrita com subetapas i) — iv) for usada, é
também possivel que as subetapas individuais i) — iv) sejam realizadas
mais de uma vez.

[0081] ApoOs a etapa c), inulina € um precipitado do extrato na eta-
pa d). A precipitacdo pode ser realizada, por exemplo, adicionando al-
coois tal como etanol, metanol ou isopropanol. Neste caso, dependen-
do da quantidade de alcool adicionada ou da polaridade ajustada da
fase liquida, fracBes de inulina de peso molecular inicialmente alto sdo
precipitadas, de modo que € possivel influenciar, através da quantida-
de de alcool adicionada, quao guantitativamente a inulina presente no
extrato é precipitada e quais fracdes de peso molecular sdo predomi-
nantemente obtidas. Além do é&lcool, é possivel empregar outros liqui-
dos organicos nao-polares que sejam misciveis com agua.

[0082] Para este propésito, em uma modalidade particularmente
vantajosa desta etapa de processo, para limitar o uso de alcool, espe-
cialmente etanol e isopropanol, o extrato preparado € inicialmente
concentrado, de preferéncia para um quarto a um quinto de seu volu-
me inicial. A concentracdo pode acontecer através de evaporacao ou
filtragem em membrana e uma combinagdo de ambos processos. De-
ve-se tomar cuidado neste caso que o concentrado seja mantido quen-
te durante a concentracdo, de preferéncia a 60-95C, a fim de evitar
precipitacdo da inulina. Uma vantagem de filtragem de membrana € a

deplecéo, associada com ela, em substancias de peso molecular baixo
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acompanhando a inulina. A precipitacdo subsequente da inulina do
concentrado pode ser controlada pela escolha de concentracbes de
alcool altas de modo que a inulina é fracionada de acordo com as fai-
xas de tamanho molecular que sao caracterizadas, por exemplo, pelo
grau de peso médio de polimerizacao (DP,). Dependendo da escolha
das condi¢cdes de precipitacédo, o resultado sao fracbes que apresen-
tam o DP,, de acordo com a invencdo. Dependendo da pureza deseja-
da.

[0083] E mais preferido obter inulina esfriando o extrato do que
através de precipitacdo alcodlica. As condic¢des preferidas sdo tais de
modo que o extrato € esfriado para uma temperatura de 2-10C, com
mais preferéncia 2-8C e mantido nesta temperatura durante um peri-
odo de a partir de 6 a 140 horas, de preferéncia 6 a 48 horas, durante
o qual a inulina precipita. A taxa de esfriamento e a temperatura e a
duracéo do esfriamento influenciam a precipitacdo da inulina a partir
do extrato e a largura da distribuicdo de peso molecular e entdo ao
mesmo tempo a quantidade. Escolha de um periodo mais longo e
temperatura menor resulta em precipitacdo de inulinas de peso mole-
cular mais baixo e uma distribuicdo de peso molecular mais ampla e
entdo um peso molecular médio menor da fracdo precipitada. A inulina
precipitada é separada da fase liquida através de técnicas de separa-
¢cao convencionais tal como, por exemplo, centrifugacédo, decantacao,
filtragem.

[0084] Em uma modalidade preferida, inulina é cristalizada pela
primeira vez apés a etapa de extracdo b) e antes da etapa c) do pro-
cesso acima descrito. Tal cristalizacdo é de preferéncia feita conforme
descrito anteriormente. Cristalizacdo antes da etapa c) leva a um au-
mento no rendimento de inulina de peso molecular alto comparado
com abrilhantamento direto do extrato, e economiza o uso dos agentes
de abrilhantamento, isto €, composto de magnésio e 0 componente

alcalino. E vantajoso abrilhantar o extrato apos a primeira cristalizacio
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da inulina como neste caso apenas o0s constituintes de coloracgao liga-
dos aos cristais de inulina apresentam que ser removidos, o0 que leva a
uma quantidade similarmente menor de inulina ligada ao sedimento de
abrilhantamento.

[0085] Uma primeira precipitacdo e remoc¢ao da inulina precipitada
pode ser seguida por esfriamento renovado do extrato ou adi¢cdo de
alcool a fim de obter quaisquer fracées de inulina que estejam ainda
dissolvidas. Uma decisao sobre repeticéo € feita de caso para caso de
acordo com quéao quantitativamente a inulina deve ser obtida das plan-
tas e qual distribuicdo de peso molecular no produto final é desejada.
[0086] A concentracao de inulina no extrato depende substancial-
mente do teor de inulina das raizes e da concentracdo das raizes moi-
das no extrato e é uma variavel adicional que apresenta um efeito so-
bre a precipitacdo da inulina através de esfriamento do extrato. A de-
pendéncia da precipitacdo sobre a concentracdo pode entédo ser utili-
zada a fim de concentrar a fase liquida ap6s a primeira precipitacéo,
por exemplo, através de evaporacédo, a fim de também precipitar as
fracOes de peso molecular baixo se isto for desejado.

[0087] Na ultima etapa de processo €), a inulina precipitada € re-
precipitada. "Reprecipitacdo” significa no contexto da presente inven-
cdo que a inulina solida, resultante da etapa de processo anterior, é
redissolvida e entéo precipitada e/ou cristalizada da solu¢cdo novamen-
te. Entdo, a etapa e) do processo pode ser também expressa como: a
inulina € dissolvida e precipitada e/ou cristalizada novamente, onde
esta etapa é feita pelo menos uma vez. A cristalizacdo difere da preci-
pitacdo pelo fato de que estruturas predominantemente cristalinas sao
obtidas.

[0088] A inulina é de preferéncia dissolvida sob a influéncia de ca-
lor e de preferéncia em &agua. Agua com uma temperatura de 70-
100<C, em particular 90-100<C, é particularmente ad equada.

[0089] A precipitacdo na etapa €) pode acontecer através de pre-
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cipitacdo alcodlica conforme previamente descrito. No entanto, a inuli-
na € de preferéncia obtida esfriando a solucéo para 2-10C, com mais
preferéncia 2-8<C durante um periodo de 6 a 140 hor as, de preferéncia
12-48 horas.

[0090] A precipitacdo da inulina dissolvida na etapa e) pode ser
repetida a fim de obter a inulina ainda restante na fase liquida. Uma
decisé@o sobre repeticdo deve ser feita de caso para caso de acordo
com quao quantitativamente a inulina deve ser obtida das plantas e
gual distribuicdo de peso molecular no produto final é desejada. A fase
liquida pode ser concentrada a fim de simplificar a precipitacéo.

[0091] Apos reprecipitacdo, o solido de inulina resultante é sepa-
rado da fase liquida através de técnicas de separacdo convencionais
tal como, por exemplo, centrifugacéo, decantacao, filtragem.

[0092] A fim de influenciar a distribuicdo de massa molecular e pu-
reza do produto de inulina resultante, a etapa de processo e) pode ser
realizada mais de uma vez. Aconteceu que as médias do peso mole-
cular e as médias do grau de polimerizacdo sdo mudadas para valores
mais altos quando da repeticio da etapa de reprecipitacéo e). E ent&o
possivel ajustar varias médias do peso molecular/grau de polimeriza-
¢ao da inulina da invencéao dentro da faixa reivindicada.

[0093] Se impurezas de particula fina estiverem ainda presentes, é
vantajoso inserir uma ou mais das etapas de filtragem no processo.
Quaisquer impurezas de particula fina presentes sdo removidas na
filtragem. A finura do filtro é escolhida pelo versado na técnica depen-
dendo do tamanho de particula da impureza.

[0094] A(s) etapa(s) de filtragem pode(m) ser inserida(s) em qual-
guer lugar no processo apos obtencdo do extrato. Uma etapa de filtra-
gem diretamente apds obtencéo do extrato na etapa b), por exemplo, é
vantajosa. A etapa de filtragem deve ser distinguida da remocao de
materiais suspensos conforme descrito previamente, porque as parti-

culas removidas pela filtragem s&o mais finas do que os materiais sus-
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pensos, que consistem principalmente de fibras. Em uma modalidade
preferida adicional, a etapa de filtragem é realizada antes da etapa d).
[0095] A etapa de filtragem é de preferéncia combinada com uma
reprecipitacdo conforme descrito para a etapa e) do processo. Isto
confere a inulina sendo dissolvida conforme previamente descrito para
e etapa e), e a solucado entdo sendo filtrada. Apés a filtragem, a inulina
€ precipitada ou cristalizada da solucéo filtrada. A inulina sélida resul-
tante apOs a precipitacdo ou cristalizacdo pode ser separada da fase
liquida através de técnicas de separacdo convencionais, tal como, por
exemplo, centrifugacéo, decantacéo e filtragem.

[0096] Em alguns casos a inulina resultante pode ser descolorida
por substancias que ndo podem ser removidas através de filtragem.
Em tais casos, é preferido remover as impurezas de coloracdo através
de um tratamento com carbono ativado. Em uma modalidade carvao
ativado € suspenso em agua e adicionado a uma solucéo de inulina
em uma temperatura de cerca de 80C, de preferéncia acima de 90<C.
No caso de uma solucéo de inulina de 20% em peso, a quantidade de
carbono ativado esta de preferéncia em uma faixa de 1-10% em peso,
de preferéncia 2-6% em peso, com mais preferéncia 2-3% em peso,
com base no peso da solucao de inulina. ApGs adsor¢cdo das impure-
zas de coloracgéo, o carbono ativado é removido atraves de centrifuga-
cao e/ou filtragem. A suspensdo de carbono ativado pode ser pré-
clarificada através de separacdo centrifuga do sedimento de carbono
ativado e entéo clarificada por filtragem de dois estagios, por exemplo,
com uma combinagcdo de um filtro de diatomito de pré-revestimento e
um filtro de folha. E importante que durante a separagdo do carvao ati-
vado da solucéo de inulina a temperatura seja mantida acima de 80C,
de preferéncia acima de 90T, a fim de manter a inulina em solucgao.
Apods remocédo do carvao ativo, a inulina pode ser precipitada ou crista-
lizada e separada da fase liquida conforme acima descrito.

[0097] Apoés separacdo da fase liquida, o produto final pode ser
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lavado novamente com agua ou uma mistura de agua/alcool. Lavagem
com agua fria em uma temperatura de 2-10C é preferida. Para este
propasito, o precipitado de inulina é transformado em pasta fluida em
agua e ainulina é entdo sedimentada novamente.

[0098] A inulina resultante é de preferéncia seca em uma ultima
etapa de processo, adicional. A secagem pode acontecer através de
secagem por congelamento, secagem por pulverizacdo ou secagem
por tambor.

[0099] Em uma modalidade preferida, a inulina da invencao esta
em forma secada por atomizagcdo. Parametros de secagem por pulve-
rizacdo adequados sdo descritos nos exemplos apensos. E evidente
gue no caso de um processo de secagem por pulverizacdo uma inulina
precipitada ou cristalizada deve ser trazida para suspensdo (em agua
abaixo de 80C) ou em solucédo (em agua acima de 80° C) novamente.
Alternativamente, uma ultima etapa de precipitacdo ou cristalizacéo,
conforme acima descrito, pode ser omitida e a inulina suspensa ou
dissolvida do processo pode ser diretamente secada por atomizagao.
E possivel adicionar inulinas secas com pulverizacdo da invencéo a
produtos alimenticios preparados liquidos para que a viscosidade seja
aumentada particularmente eficazmente. Da adicdo de quantidades
iguais de inulina da invengdo, um aumento maior em viscosidade é
conseguido com uma inulina seca com pulverizacdo comparado com
uma inulina seca de outro modo (por exemplo, secagem por congela-
mento).

[00100] Em ainda uma modalidade preferida adicional, a inulina da
invencdo esta em uma forma granulada por pulverizacdo. Inulina gra-
nulada por pulverizacéo é obtida através de processos conhecidos, por
exemplo, introduzindo um material previamente seco por pulverizacao
como semente de granulacdo e secagem por pulverizagao de inulina
adicional. Uma inulina com um tamanho de particula de 10-100 pm,

por exemplo, pode servir como uma carga inicial. Condi¢bes de granu-
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lacdo por pulverizacdo adequadas sao, por exemplo, uma composicao
de alimentacdo de 70% de agua e 30% de inulina e uma temperatura
de alimentacéo de 90<C.

[00101] A inulina da invencdo apresenta muito particularmente de
preferéncia um diametro de particula médio de 50-350 pm, com mais
preferéncia 80-300 um, com mais preferéncia ainda 100-250 um e com
mais preferéncia 100-200 pum. Tal inulina é entdo um aspecto adicional
da presente invencao.

[00102] O diametro de particula médio pode ser determinado am-
bos através de andlise de peneira de uma amostra seca e através de
espalhamento de luz. O método preferido €, no entanto, analise de pe-
neira de modo que a inulina da invencéo apresenta de preferéncia um
diametro de particula médio de 50-350 um, com mais preferéncia 80-
300 pm, com mais preferéncia ainda 100-250 um e com mais prefe-
réncia 100-200 um, determinado através de analise de peneira.

[00103] Em uma modalidade, a inulina da invencao tendo os tama-
nhos de particula descritos € obtida através de processo de secagem
por pulverizagcdo ou granulacao por pulverizagcdo. Uma inulina secada
por atomizagédo ou granulada por pulverizagédo tendo os tamanhos de
particula previamente descritos é entdo um aspecto adicional da pre-
sente invengao.

[00104] E possivel ajustar o diametro de particula médio preferido
de uma inulina seca por meio de fracionamento por peneira no caso
de, apds secagem, ela eatar ainda fora da faixa preferida. Selecdo do
tamanho de peneira adequado se encontra dentro da competéncia do
versado comum na técnica.

[00105] As particulas de inulina da invencdo de preferéncia apre-
sentam uma fracao cristalina de inferior a 45%, com mais preferéncia
inferior a 40%, com mais preferéncia ainda inferior a 35%. Em uma
modalidade preferida adicional, inferior a 20%, com mais preferéncia

ainda inferior a 10%. Na modalidade mais preferida, o grau de cristali-
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zacgao é inferior a 1%. Os graus declarados de cristalinidade s&o de-
terminados através do método de Ruland-Vonk (W. Ruland, Acta
Cryst., 14, 1180 (1961); C.G. Vonk, J. Appl. Cryst. 6, 148 (1973)). O
método para determinac¢do do grau de cristalinidade € descrito em de-
talhes nos exemplos apensos. Um grau baixo de cristalinidade confere
melhores propriedades de dissolucdo a inulina, o que € vantajoso em
certas aplicacGes de géneros alimenticios.

[00106] Em um aspecto adicional, a invencdo também se refere a
composicdes que compreendem a inulina previamente descrita da in-
vencao e um ou mais ingredientes comestiveis ou farmaceuticamente
aceitaveis. Composicdes tipicas incluem géneros alimenticios para
humanos e animais, bebidas, géneros alimenticios funcionais, medi-
camentos e composicdes farmacéuticas (incluindo composic¢des profi-
laticas e composicdes terapéuticas) e seus intermediarios.

[00107] Um género alimenticio funcional significa no contexto da
presente invencdo um género alimenticio que além de nutrientes tradi-
cionais compreende um ingrediente que podem ter um efeito de pro-
mocdo de saude (definicdo do Institute of Medicine of the National
Academy of Sciences, USA, 1994).

[00108] Os ditos ingredientes comestiveis ou farmaceuticamente
aceitaveis sdo de preferéncia selecionados do grupo consistindo em
acucares (por exemplo, glicose, frutose, sucrose, lactose, galactose,
maltose, isomaltose, polidextrose), polidis (por exemplo, sorbitol, lacti-
tol, maltitol, isomalte, manitol, xilitol), maltodextrinas, adogantes, xaro-
pes de glicose hidrogenada, adicbes a alimentos humanos e animais,
intermediarios para alimentos humanos e animais, produtos alimenti-
cios humanos e animais, liquidos comestiveis, bebidas, fontes dispo-
niveis de animais, veiculoes farmaceuticamente aceitaveis, substan-
cias farmaceuticamente e terapeuticamente ativas, composicoes far-
macéuticas e medicamentos.

[00109] Uma composicao particularmente preferida da presente in-
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vencao inclui a inulina da invengéo na presenca de uma fonte de mine-
rais biodisponivel, comestivel ou farmaceuticamente aceitavel, especi-
almente uma fonte de célcio e/ou magnésio e/ou ferro, tal como, por
exemplo, produto laticinios e sais e complexos de calcio, magnésio e
ferro.

[00110] Conforme acima explicado, o objetivo da presente invengao
era prover uma inulina com propriedades particularmente vantajosas
para uso em géneros alimenticios, com os termos produto alimenticio
e géneros alimenticios sendo equivalentes de acordo com a invencao.
Em um aspecto adicional, a presente invencdo se refere entao tam-
bém a géneros alimenticios e suplementos de dieta que compreendem
a inulina previamente descrita. Os termos géneros alimenticios inclu-
em de acordo com a presente invengcdo ambos géneros alimenticios
para humanos e géneros alimenticios para animal ou alimento para
animal. Os suplementos de dieta incluem suplementos de dieta para
humanos e para animais.

[00111] Um género alimenticio particularmente preferido € selecio-
nado dentre produtos de laticinio, iogurtes, sorvetes, sorvetes a base
de leite, guarnicdes a base de leite, pudins, milkshakes, creme de
ovos, queijo, barras de cereais, barras de energia, barras de café da
manha, doce, produtos de panificacdo, biscoitos finos, bolachas, bis-
coitos, cereais, lanches, cha gelado, sorvete feito de suco de fruta, be-
bidas dietéticas, bebidas prontas, bebidas para desportistas, bebidas
de estamina, misturas de bebida energética para suplementacao dieté-
tica, alimento para crianca e bebé, suco de laranja suplementado com
célcio, pao, croissants, cereais para café da manha, talharins, geléias,
biscoitos e chocolates sem acucar, comprimidos mastigavel de célcio,
produtos a base de carne, maionese, molhos para salada, manteiga de
noz, refeicdes congeladas, molhos, sopas e refeicbes prontas para
servir. O género alimenticio compreendendo a inulina da invengcéo é

com mais preferéncia um produto laticinio, especialmente um iogurte.

Peticao 870170092657, de 29/11/2017, pag. 32/93



28/72

A inulina da invencdo mostra um efeito particularmente bom sobre a
estabilidade, a textura, o corpo e a sensacao na boca de produtos lati-
cinios, especialmente iogurte, possibilidades sendo iogurte ou bebidas
de iogurte agitadas ou fermentadas no pote.

[00112] Outros produtos laticinios Uteis de acordo com a presente
invencdo sao creme, creme fresco, coalhada, manteiga, leite, especi-
almente leite desnatado, soro de leite, leite azedo, bebida lactea &cida,
gueijo, tal como gueijo cremoso, queijo mole, queijo fatiado, queijo du-
ro, soro, leite em po, bebidas a base de leite.

[00113] Um nivel preferido de inulina em géneros alimenticios, es-
pecialmente em iogurte, € 0,2-5% em peso, de preferéncia 0,5-4,5%
em peso de inulina seca, com base no peso total de todos os compo-
nentes do género alimenticio, laticinio ou iogurte.

[00114] Em uma modalidade da invencédo, o género alimenticio é
um género alimenticio fabricado através de um processo de extrusao,
tal como, por exemplo, um cereal de café da manha.

[00115] Em um aspecto adicional, a presente invencao se refere a
preparacdes cosméticas que compreendem a inulina previamente
descrita. A preparacdo cosmética particularmente de preferéncia toma
a forma de cremes, em particular cremes para a pele e face.

[00116] Em um aspecto adicional, a presente invencdo também se
refere ao uso da inulina previamente descrita como adicdo em géneros
alimenticios, géneros alimenticios funcionais e preparacdes cosmeti-
cas. O uso também se refere em particular a todos os géneros alimen-
ticios especificos e preparacdes cosméticas conforme acima mencio-
nado.

[00117] Em ainda um aspecto adicional, a presente invengao se
refere ao uso da inulina da invencao para a fabricacdo de uma compo-
sicao farmacéutica ou medicamento.

[00118] A inulina da invencédo pode vantajosamente ser usada em

géneros alimenticios, géneros alimenticios funcionais, composicdes
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farmacéuticas ou medicamentos que servem para modificar ou regular
a composicao da flora bacteriana no intestino grosso, especialmente
na regido distal do intestino grosso, de humanos, mamiferos e outros
vertebrados.

[00119] E da mesma maneira possivel usar a inulina da invencédo
em géneros alimenticios, géneros alimenticios funcionais, composi-
¢cOes farmacéuticas ou em medicamentos que servem para modificar
ou regular o padrao de fermentacao de inulina no intestino grosso, es-
pecialmente na regido distal do intestino grosso, de humanos, mamife-
ros e outros vertebrados.

[00120] Um uso preferido adicional da inulina da invencéo é o uso
como substituto de gordura ou 6leo e/ou como uma fibra de dieta em
géneros alimenticios, onde o termo "género alimenticio” compreende
pelo menos todos os géneros alimenticios acima mencionados, espe-
cialmente todos os produtos laticinios acima mencionados. E vantajo-
SO gue as propriedades sensoriais, especialmente a sensacao na bo-
ca, sejam excelentes comparado com inulinas convencionais. Entéo,
inulina da presente invencdo pode ser também usada como um au-
mentador de propriedades sensoriais, especialmente como um aumen-
tador de sensacédo na boca, em géneros alimenticios.

[00121] Um uso adicional de inulina da invencdo é o uso como um
agente texturizante, agente intensificador de estabilidade, agentes de
formacdo de viscosidade, especialmente em géneros alimenticios e
cosméticos. O termo "género alimenticio” compreende pelo menos to-
dos os géneros alimenticios acima mencionados, especialmente todos
0s produtos laticinio acima mencionados.

[00122] Finalmente, a inulina da invencao pode ser usada em géne-
ros alimenticios, géneros alimenticios funcionais, composicdes farma-
céuticas ou em medicamentos que apresentam os efeitos vantajosos
gue seguem: efeitos de material 4spero, regulagem de funcéo intesti-

nal, efeito prebiotico e/ou bifidogenicidade, absor¢cdo de minerais au-
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mentada, por exemplo, de célcio, magnésio e ferro, aumento em den-
sidade mineral 6ssea, aumento no teor de mineral do 0sso, aumento
na massa 0ssea maxima, melhora em estrutura 6ssea, reducdo na
perda de densidade mineral 6ssea, reducdo na perda de estrutura 6s-
sea, regulagem de metabolismo de lipideo, estimulacdo do sistema
imune, prevencao de cancer e reducao do risco de cancer, prevencao
de cancer do intestino grosso e reducdo do risco de cancer do intesti-
No grosso e prevencao de cancer de mama.

[00123] A invencdo € explicada abaixo por meio de exemplos que
nao pretendem restringir o conceito inventivo geral.

EXEMPLOS

METODOS GERAIS

1. Determinacdo de Frutano

1.1 Determinacao de frutano através de hidrélise co m exoinuli-

nase
[00124] As solucbes de inulina a serem medidas sao preparadas
pesando 50,0 +/- 5,0 mg de inulina precisamente em um frasco gradu-
ado de 1 mL. 700 pL de H,O deionizada sao adicionados para dissol-
ver. A amostra é entdo agitada a fim de separar o material de amostra
bem como possivel da base do recipiente, e é entdo posta em um ba-
nho de agua quase fervente (~99<C) por 8 minutos. D urante a incuba-
cao, o frasco graduado é agitado a cada 30 segundos. Apos a incuba-
cdo, a amostra é deixada esfriar para temperatura ambiente e é entdo
levada até a marca de 1 mL com H,O deionizada. A solu¢do de amos-
tra apresenta uma concentracao de inulina de 5,0 +/- 0,5%.

[00125] Para determinacdo de acucar antes da digestdo, 200 pL
sdo removidos e congelados a -20C. Antes da medicd o de acgucar,
esta amostra é descongelada em temperatura ambiente, misturada,
dissolvida agitando a 140 rpm em um bloco de aquecimento a 95T
por 5 minutos e centrifugada a 4000 rpm por 2 minutos. Para a hidroli-

se, 50 pL de solucdo de inulina de aproximadamente 5% de resistén-
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cia sao postos na mistura de digestdo consistindo em 50 pL de citrato
de Na a 1M pH 4,6, 25 pL de exoinulinase (Megazyme International
Ireland, Ltd. Wicklow, Ireland, artigo No. E-EXO1, 2,5 U/uL) e 375 pL
de H,O deionizada. A digestdo € misturada e centrifugada a 4000 rpm
por 1 minuto. A digestdo é entdo incubada em um bloco de agueci-
mento a 40C por 4 horas. Todas as amostras digerid as sao congela-
das a -20C. Antes da medicdo de acucar, essas amos tras sao des-
congeladas em temperatura ambiente, misturadas e centrifugadas a
4000 rpm por 2 minutos. Para a medicao de frutose, uma diluicdo 1:10
€ preparada adicionando 10 pL de digestdo a 90 uL de H,O deioniza-
da.

[00126] Para determinar a frutose e a glicose liberadas na digestéao,
uma medicdo fotométrica de glicose e frutose € realizada em todas as
amostras conforme descrito sob "determinacéo de acucar (glicose, fru-
tose, sucrose)". Além de glicose e frutose, também sucrose é determi-
nada na amostra antes da digestao.

[00127] A solucéo de inulina de resisténcia a 5% nao-diluida é usa-
da para medicdo de acucar antes da digestdo. 10 pL desta solucédo
sao adicionados a 200 pL de tampao de medicdo. Para medicao de
glicose nas amostras digeridas, 10 uL das amostras ndo-diluidas sao
adicionados a 200 pL de tampé&o de medicao. Para medic&o de frutose
nas amostras digeridas, 10 pL de amostras diluidas 1:10 sédo adiciona-
dos a 200 L de tampao de medicao.

[00128] O célculo é baseado, como na determinacdo de acucar, em
um coeficiente de extincdo molar de 6,23 1*mmol™**cm™ para a con-
versdo de NADP em NADPH. A concentracao de glicose e frutose pre-
sentes antes da digestdo é subtraida das concentracfes de glicose e
frutose nas amostras digeridas. Da mesma maneira, a glicose e a fru-
tose que seriam liberadas da sucrose hidrolisada presentes na amos-
tra antes da digestdo séo subtraidas.

[00129] As concentracdes de frutose e glicose formadas durante a
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digestédo de inulina sdo entdo obtidas. O teor de frutano € obtido atra-
vés da adicdo dos teores de glicose e frutose e com inclusdo do fator
162/180 para conversdo das hexoses livres medidas nas hexoses li-
gadas no frutano.

2. Determinacdo de acucar (glicose, frutose e sucro ___ se)

[00130] Os teores de glicose, frutose e sucrose foram determinados
através de fotometria em um ensaio enzimatico atraves de conversao
de NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) em NADPH (ni-
cotinamida adenina dinucleotideo reduzida). O carater aromatico do
anel nicotinamida é perdido na reducéo, e entdo o espectro de absor-
cdo € mudado. Esta mudanca no espectro de absor¢cdo pode ser de-
tectada através de fotometria.

[00131] Glicose e frutose sao convertidas por meio da enzima he-
xocinase e adenosina trifosfato (ATP) em glicose-6-fosfato e frutose-6-
fosfato. A glicose-6-fosfato € entdo oxidada pela enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase em 6-fosfogluconato. NADP* é reduzido em
NADPH nesta reacdo, e a quantidade de NADPH formada é medida
através de fotometria. A razdo de NADPH formado para a glicose pre-
sente no extrato é 1:1, de modo que o teor de glicose pode ser calcu-
lado do teor de NADPH usando o coeficiente de extingdo molar de
NADPH (6,23 1 mmol™* cm™) de acordo com a lei de Lambert-Beer.
[00132] Apds a oxidacao da glicose 6-fosfato estar completa, a fru-
tose 6-fosfato que é da mesma maneira produzida na solucdo é con-
vertida pela enzima fosfoglucoisomerase em glicose 6-fosfato, que por
sua vez é oxidada em 6-fosfogluconato. A razdo de frutose e a quanti-
dade de NADPH formada é também 1:1. O teor de frutose € calculado
a partir da quantidade de NADPH formado, conforme descrito para gli-
cose.

[00133] Subsequentemente, a sucrose presente no extrato é clivada
pela enzima sucrase (da Megazyme) em glicose e frutose. As molécu-

las de glicose e frutose liberadas sao entao convertidas pelas enzimas
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acima mencionadas na reacdo dependente de NADP® em 6-
fosfonogluconato. Duas moléculas de NADPH sé&o formadas na con-
versdo de uma molécula de sucrose em 6-fosfogluconato. A quantida-
de de NADPH formado é da mesma maneira medida através de foto-
metria, e o teor de sucrose é calculado a partir dela usando o coefici-
ente de extincdo molar de NADPH.

[00134] Uma solucdo de inulina de 5% de resisténcia conforme
descrito sob "Determinacdo de frutano através de hidrélise com exoi-
nulinase" é usada para a medicdo de acUcar. 10 pL desta solucdo séo
adicionados a 200 pL de tampao de medicdo. A medicdo acontece
como determinacdo duplicata em placas de microtitulacdo usando os
fotdbmetros SPECTRAmax (Molecular Devices). Todas as solucdes de
enzima usadas sao feitas em tampao de medicao consistindo em HCI
de imidazol a 50 mM pH 6,9, MgCl, a 2,5 mM, ATP a1 mM e NADP a
0,4 mM. A conversdo de NADP em NADPH é seguida em um compri-
mento de onda de 340 nm.

[00135] A determinagcao de glicose acontece adicionando 2 uL de
mistura de hexocinase (de levedura, 0,3 U/uL) e glicose-6-fosfato de-
sidrogenase (de levedura, 0,14 U/uL). Apds conversdo da glicose estar
completa, 2 puL de fosfoglicose isomerase (de levedura, 0,14 U/uL) sao
adicionados para determinar frutose. Quando a frutose esta comple-
tamente convertida, 2 pL de sucrase (da Megazyme, 0,2 U/uL) séo
adicionados para clivar a sucrose presente. O calculo de glicose, fruto-
se e sucrose acontece conforme descrito.

3. Analise da distribuicdo de peso molecular

3.1 Cromatografia de permeacao em gel com espalhame nto de luz
e deteccao de indice refrativo (sistema GPC-RI-MALL S)

[00136] As inulinas/frutanos sdo dissolvidos em agua extrapura em
uma concentracédo de 1% (p/v). Entre 5 e 10 mg sao pesados em 2 mL
de recipientes Eppendorf. As solucdes séo aquecidas a 95C em um

agitador térmico (Eppendorf) a 300 rpm por 10 minutos. Apoés esfriar
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para temperatura ambiente, solucbes a 0,5% (p/v) sdo preparadas
através de diluicdo 1:2 com agua extrapura. Filtragem acontece atra-
vés de filtros centrifugos de 0,22 um (Spin-x, Costar) a 4000 rpm por 2
minutos. Os polimeros sédo analisados usando um Dionex System
(Dionex Corporation, Sunnyvale, USA) consistindo nos componentes
gue seguem: Bomba de HPLC P680, Autoamostrador AS50, compar-
timento de coluna termoajustada TCC-100. Um detector de espalha-
mento de luz DAWN-EOS (Wyatt Technology, Santa Barbara, USA)
com AO = 690 nm e 15 detectores na faixa de angulos de 25,9 a 163,3°
e fluxo de célula K5 acoplado a um detector Shodex RI-101 (Shodex
Denko, K.K., Kanagawa, Japéo) € usado para a deteccdo. Os polime-
ros sao fracionados em uma pré-coluna e trés colunas (Suprema 30,
Suprema Lux 1000, Suprema 30000) (Suprema-Gel, PSS Polymer
Standards Service GmbH, Mainz, Alemanha). 90 pL de solucdo séo
injetados. O fracionamento acontece em uma temperatura de 30T e
uma taxa de fluxo de 0,8 mL/minuto com NaNO;z; a 0,05M como eluen-
te. O programa Astra V 5.1.8.0 (da Wyatt Technology, Santa Barbara,
USA) é usado para analisar a distribuicdo de peso molecular das
amostras.

3.2 Cromatografia de permeacao em gel com deteccao de indice

refrativo (sistema GPC-RI)
[00137] As inulinas sao dissolvidas no eluente (DMSO+NaNO; a 90

mM) em uma concentracéo de 1% (p/v) agitando suavemente em um

agitador térmico a 95T por 10 minutos. Apos breve resfriamento, a
solucéo de inulina é diluida para 0,1% com eluente (100 uL de solucéo
de inulina + 900 pL de eluente) e imediatamente posta em um autoa-
mostrador a 60C. Os polimeros sao analisados usand o o aparelho
gue segue: Bomba Dionex P580, autoamostrador AS50, forno de colu-
na Dionex modelo 585 (Dionex GmbH, Idstein, Alemanha), detector
Shodex RI-71 (Shodex/Shoko Co., LTD., Téquio, Japao). Os sistemas
sdo controlados pelo software Chromeleon (Dionex GmbH, Idstein,
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Alemanha). Os polimeros séo fracionados em um PSS GRAM, 10 y,
pré-coluna e a PSS GRAM 3000, 10 p e PSS GRAM 100, colunas de
separagao de 10 p (PSS Polymer Standards Service GmbH, Mainz,
Alemanha). 50 pL da solucdo de inulina a 0,1% sao injetados para a
analise. O fracionamento acontece no forno de coluna em uma tempe-
ratura de 60C e com uma taxa de fluxo de 0,7 mL/min com o eluente
DMSO+NaNO; a 90 mM. Para determinar as massas moleculares, o
sistema é calibrado com os padrbes dextrano que seguem (No. do
produto 31430, Fluka Riedel-deHaen, Seelze, Alemanha): dextrano T1
(M,, 1270), T5 (M,, 5220), T12 (M,, 11600), T25 (M,, 23.800), T50 (M,
48.600), T80 (M,, 80.900), T150 (M,, 147.600), T270 (M,, 273.000),
T410 (M,, 409.800), T670 (667.800). O programa V.6.20 compacto
PSS WInGPC (PSS, Mainz, Alemanha) é usado para analisar a distri-
buicdo de peso molecular das amostras.

4. Determinacdo do teor de agua

[00138] O teor de agua € determinado usando um titulador AQUA
40.00 Karl-Fischer (da analytikiena AG). Hydranal-Coulomat AG (Rie-
del-deHaen, artigo No. 34 863) € usado como anolito. A substancia de
referéncia usada é diidrato de tartrato de sodio dibasico (Riedel-
deHaen, artigo No. 32 323) com um teor de umidade de 15,61-15,71%.
10-20 mg de amostra sao pesados em garrafas de amostra de 5 mL
(N20-5DIN, Machery-Nagel, artigo No. 702 04.36), as garrafas sao fe-
chadas com crimped caps (N20 TS/ao, Machery-Nagel, artigo No. 702
815) e o teor de 4gua da amostra é determinado usando o titulador
Karl-Fischer.

5. Determinacao do grau de ramificacao

[00139] As inulinas séo inicialmente permetiladas e o término da
metilacdo é checado através de espectroscopia ATR-IR (vide abaixo
guanto a aparelho e condices). As amostras foram entdo decompos-
tas por hidrélise acida (analise de metilagdo padrdo) ou alternativa-

mente através de degradacédo redutiva em seus blocos de formacédo de
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mondémero, e a composicdo molar relativa foi determinada atraves de
cromatografia de gas (vide abaixo quanto a aparelho e condicdes) e
espectroscopia de massa por cromatografia de gas (GC-MS, vide
abaixo quanto a aparelho e condicdes) dos alditol acetatos parcialmen-
te metilados e anidroalditol acetatos.

ATR-IR

[00140] Aparelho: Bruker Tensor 27

[00141] Técnica: Diamond ATR

GC:

[00142] Aparelho:Carlo Erba HRGC 5160 Mega Series

[00143] Coluna: Chrompack CPSIlI8CB (25 m) com lacuna de reten-

cao

[00144] (1,5m)

[00145] DI: 0,25 mm FD: 0,25 pm

[00146] Gas veiculo:He (80 kPa)

[00147] Detector:FID

[00148] Injetor: na coluna

[00149] Integrador:Merck Hitachi D-2500 Chromato-Integrator
[00150] Programa de temperatura: 60C (1 min isotér mico),
10C/mina 170%C, 3° /min a 230C, 20C/min a 290C (20 minutos iso-
térmico)

GC-MS

[00151] GC: Aparelho: Agilent 6890 GC

[00152] Coluna:HP-5, 30 m

[00153] Gas veiculo:He

[00154] Injetor:Split 5:1

[00155] Prog. de Temp.: 60C (1 min isotérmico), 10C/min a
170C, 3C/min a 230C, 20C/min a 290C (20 minis otérmico)
[00156] MS: Aparelho:espectrobmetro de campo de setor de foco
duplo JEOL GCmate

[00157] Modo:El, 70 eV
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[00158] Avaliacdo: AMDIS32, Wsearch32

5.1 Permetilacao

[00159] (de acordo com Ciucanu e Kerek/Ciucanu, I. & Kerek, F.
(1984) "A simple and rapid method for the permethylation of carbohy-
drates", Carbohydr. Res. 131, 209-217).

[00160] Cerca de 50 mg de amostra sao dissolvidos em 2,5 mL de
sulfoxido de dimetila. Entdo 3 eg/OH de hidroxido de sodio finamente
moido e 3 eq/OH de iodeto de metila sdo adicionados e agitados em
temperatura ambiente por 24 horas. Entdo metade da quantidade de
cada um dos reagentes é adicionada novamente. As amostras sao
subsequentemente dialisadas contra agua destilada por quatro dias
(Dialysemembran Spectra/Por MWCO 3500, Spectrum Laboratories,
Rancho Dominguez, CA, USA) e secas com congelamento. O término
da metilacdo é checado através de espectroscopia de ATR-IR. A vi-
bracéo de estiramento de OH na faixa de 3300-3400 cm™ deve ter de-
saparecido se houver permetilacao.

5.2 Analise de metilacdo padréo

Hidrdlise

[00161] Cerca de 2 mg de inulina permetilada sdo misturados em
um frasco V de 1 mL com 0,9 mL de &cido trifluoracético a 0,5M e hi-
drolisados através de agitacdo a 90C por uma hora. Apos a solucao
ter esfriado ela é evaporada até secar em uma corrente de nitrogénio.
Residuos de &cido trifluoracético sdo removidos através de codestila-
¢ao com tolueno.

Reducéao

[00162] A amostra hidrolisada € misturada com 500 yL de uma so-
lucdo de NaBD4 a 0,5 M em NH3; a 2M e aquecida a 60C por uma ho-
ra. Apos esfriar, boroidreto de so6dio em excesso € decomposto atra-
vés da adicdo de algumas gotas de acido acético glacial. Borato resul-
tante € removido através de co-destilacdo com &cido acético metandli-

co a 15% de resisténcia.
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Acetilacdo

[00163] Os alcoois de acucar parcialmente metilados resultantes da
reducdo sdo misturados com 200 uL de anidrido acético e 50 pyL de
piridina e acetilados a 90° C por 2 horas. A solucéo é esfriada e entéo
solucdo de bicarbonato de sodio saturada é adicionada até que ne-
nhuma formacgéo de gas adicional seja observada. Ela é entdo extraida
guatro vezes com 15 mL de diclorometano cada vez. As fases organi-
cas combinadas sao lavadas duas vezes com 15 mL de solucéo de
NaHCO; saturada cada vez, uma vez com 20 mL de HCIl a 0,1M frio e
uma vez com 25 mL de agua destilada. A solucdo é entdo seca em
cloreto de calcio e concentrada a vacuo, e absorvida em diclorometano
para a medicéo de GC.

5.3 Degradacao redutiva

[00164] Cerca de 1 mg da amostra permetilada € dissolvido em 500
UL de diclorometano em um frasco de vidro de tampa de atarraxar,
misturado com 6 eg/glicosideo ligado em trietilsilano e 4 eq de triflato
de TMS e agitado em temperatura ambiente por 2 horas. Apés adicao
de 20 uL de anidrido acético, agitacdo € continuada em temperatura
ambiente por 2 horas. A reacdo € entdo parada através da adicdo de
solucdo de NaHCO; aquosa saturada e agitacdo € continuada por 1
hora. Processamento acontece através de extracdo com diclorometa-
no e subsequente lavagem das fases organicas combinadas com so-
lucdo de NaHCO; aquosa saturada e agua destilada. A solucédo é fi-
nalmente seca em cloreto de célcio, concentrada em uma corrente de
nitrogénio e absorvida em diclorometano para a medicao de GC.

5.4 Analise gualitativa e guantitativa

[00165] Os produtos de degradacédo foram analisados quantitativa-
mente através de cromatografia de gas com injecdo em coluna e de-
tector de ionizacdo de chama (FID). As areas de pico foram corrigidas
de acordo com sua resposta de carbono eficaz. Os picos foram desig-

nados com base em seu espectro de massa (GC-MS) e os tempos de
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retencdo de amostras de comparacao conhecidas.

6. Calorimetria de varredura diferencial de inulina

[00166] 40 mL de uma solucédo de inulina de 15% de resisténcia
(p/v) foram preparados em 50 mL de tubos de polipropileno graduados
(30,0 x 115 mm, da Greiner, nimero de ordem 227261). Isto foi feito
adicionando o respectivo p6é a dgua duplamente destilada e agitacao.
Subsequentemente, todas as suspensfes preparadas sao postas em
um banho de agua (95C) e dissolvidas agitando vari as vezes. ApoGs
20 minutos, € estabelecido visualmente que todas as suspensdes fo-
ram completamente dissolvidas. As solugdes preparadas sao entao
divididas em partes iguais para dois tubos de polipropileno graduados
de 50 mL (30,0 x 115 mm, da Greiner, niumero de ordem 227261) e
imediatamente congeladas profundamente em nitrogénio liquido. As
solucdes congeladas foram entdo secas por congelamento por dois
dias (teor de dgua de cerca de 10%) e moidas em um pildo. O teor de
agua das amostras é determinado usando um titulador Karl-Fischer
automatico (vide métodos gerais 4 abaixo).

[00167] Para uma medicado de DSC, cerca de 10 mg de substancia
seca de inulina sédo pesados em um cadinho de ago inoxidavel (volume
de 50 pL), o peso exato € encontrado, e 30 pL de agua destilada sao
adicionados. Os cadinhos s&o entdo hermeticamente vedados. Um
cadinho de aco inoxidavel vazio é usado como referéncia. A amostra €
aquecida em um aparelho de DSC com autoamostrador (Perkin Elmer;
Diamond) de 10-160C em uma taxa de aquecimento de 10C/min. A
analise de dados é realizada pelo programa software PYRIS 7.0 (Per-
kin Elmer, 63110 Rodgau-Jugesheim, Alemanha). Isto conferiu deter-
minacédo de T, (inicio) e a entalpia livre dH.

7. Determinacédo de viscosidade

[00168] Solucbes de inulina aquosa de varias concentracdes (peso
por volume de 4gua destilada) foram preparadas agitando a 98<C, e as

solucBes claras foram medidas imediatamente apdés um tempo de dis-
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solugao néo excedendo 13 minutos. As medi¢cdes foram realizadas em
um BOHLIN Gemini Advanced Rheometer (Malvern Instruments; Her-
renberg, Alemanha) usando o modo de viscosimetria isotérmica (90C)
em uma sistema de cone-placa CP4°/40 mm. A lacuna de medicéo foi
coberta com uma camada de 6Oleo de parafina extraleve. Uma taxa de
cisalhamento de 10 s™* por 60 s com um tempo de relaxamento de 10 s
foi usada para pré-cisalhamento. O cisalhamento foi medido em eta-
pas logaritmicas em um modo de taxa de cisalhamento. A taxa de ci-
salhamento inicial era 20 s, a taxa de cisalhamento final era 30 s™* em
um aumento com um tempo de detencao de 20 s e um tempo de inte-
gracdo de 10 s. Os dados séo baseados nos valores médios na faixa
de a partir de 20 s™* a 30 s e sdo0 as médias de trés medicdes inde-
pendentes por ponto de dados. Todas as medi¢cdes especificadas co-
mo discrepantes ndo séo incluidas nos valores medios. A definicdo de
"discrepante" acontece pelo chamado "método quartile”. Essas discre-
pancias conferidas sendo especificadas como todas as medi¢des que
estdo fora do critério de faixa Q, — k*(Q3-Q;) < nenhuma discrepancia <
Q. — k* (Qs-Q1) (SACHS, Lothar. Angewandte Statistik , 102 edicao,
Springer-Verlag Berlin (2002), pp. 364 et seq.). Q; e Q3 aqui sdo o 1°
guartil e o 3° quartil, respectivamente, e Q, € a média (50% quartile)
dos dados medidos. Um valor de 1,5 foi usado para o fator k.

8. Determinacdo _de resisténcia de gel e comportamen __ to_viscoe-

lastico_

[00169] 70 g de uma suspensdo a 17% em peso de inulina em agua
(destilada) foram postos em um copo de medicdo MV de um viscosi-
metro Haake Rotovisco VT 550. Um agitador de péa foi entdo inserido e
montado no aparelho preaquecido (90T, revestimento de aquecimen-
to). A mistura foi entdo aquecida com agitacao a 128 rpm por 15 minu-
tos.

[00170] Apds 15 minutos, a mistura foi transferida a 90C para um

recipiente que consistia em uma base e uma parede composta de dois
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anéis cilindricos de folha acrilica (cada uma de 20 mm de altura, 30
mm de diametro) que foram postos um em cima do outro e foram uni-
dos por meio de uma fita adesiva (19 mm de largura). A mistura foi in-
troduzida no recipiente sem bolhas até que o nivel fosse cerca de 5
mm abaixo da borda superior. O recipiente foi entdo hermeticamente
coberto com uma folha de aluminio e deixado descansar em tempera-
tura ambiente (23C) da noite para o dia.

[00171] A resisténcia do gel foi medida apés armazenamento em
temperatura ambiente (23C) por cerca de 20 horas usando um anali-
sador de textura TA XT2. Para tornar a medicao da resisténcia de gel
possivel em uma superficie ndo-seca, lisa, primeiro a fita adesiva que
mantida dos dois anéis cilindricos do recipiente juntos foi removida. O
gel foi entdo dividido com uma lamina de barbear entre os dois anéis
de modo que a parte inferior do gel exibia uma superficie lisa.

[00172] A resisténcia do gel foi medida com um analisador de textu-
ra TA XT2 por um uma cupula de nivel (diametro 24,5 mm) penetrando
(2 mm) no gel. Os ajustes no analisador de textura foram como segue:
[00173] Principio de medicao: forca em direcao de presséo

[00174] Velocidade para a frente:2 mm/s
[00175] Velocidade de teste:2 mm/s
[00176] Valor de disparada:0,01 N
[00177]
[00178]

[

00179] O valor maximo com uma penetracdo Unica da cupula em

Velocidade reversa:2 mm/s

Movimento: 1 mm

newtons é indicado.

EXEMPLO 1

CARACTERIZACAO DA INULINA A PARTIR DE RAIZES DE ALCA-
CHOEFRA

1.Cultivo das plantas de alcachofra

[00180] As plantas de alcachofra da variedade Madrigal foram culti-

vadas na vizinhanca de Valéncia, Espanha. As sementes foram seme-
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adas em abril de 2005 e as plantas foram colhidas em agos-
to/setembro 2005. As raizes foram separadas da parte acima do solo,
tiveram solo aderente retirado e secas. As raizes foram entdo trans-
portadas sem esfriamento da Espanha para a Alemanha. As raizes
foram armazenadas a -20<C até que inulina fosse ext raida.
2. Preparacéo de inulina a partir de raizes de alca __chofra

[00181] Raizes de plantas de alcachofra da variedade Madrigal de
cerca de 4-5 meses de vida sao usadas para preparar a inulina, 60 kg
de raizes apresentam os constituintes do solo aderidos a elas retirados
através de lavagem no estado de congelamento profundo com um lim-
pador de alta pressao (Karcher 240) antes delas serem processadas
mais em lascas em um picador (picador de jardim Gloria Universal na-
tura 2800L). As lascas sao postas em um extrator aguecido encamisa-
do com agitador "gate" contendo agua preaquecida para 80-90C. A
guantidade total de agua adicionada é 180 kg. O pH do extrato é ajus-
tado para 9,0 através da adicdo de NaOH. Apds aquecimento rapido
da malha de lasca de 40C a 80-85T através do reve stimento do ex-
trator, a malha é agitada a 80-85C por cerca de 60 minutos a fim de
extrair a inulina das lascas (frutano). Apds este tempo, 0 extrato bruto
€ separado das lascas através de bombeamento.

[00182] O extrato bruto é descolorido em um processo de dois es-
tagios através de formacdo de um total de 0,7 g de Mg(OH,)/100 mL
de extrato. No primeiro estagio, 3400 g de MgSO, * 7 H,O (equivalente
a 0,5 g de Mg(OH,)/100 de extrato) séo dissolvidos em 170 L de extra-
to colorido marrom-escuro com agitacdo durante o curso de 10 minu-
tos. Subsequentemente, 1015 g de Ca(OH), de resisténcia a 96% sao
adicionados como suspensdo em 3 L de 4gua e agitados por 10 minu-
tos. Um pH de 9,4 é ajustado. A mistura de precipitacao toda é quanti-
tativamente clarificada em um separador de placa (tipo GEA Westfalia
SC-606-076) durante o curso de 120 minutos. A solugcéo de extracéo

descoloria apresenta uma cor amarelo-palida e é livre de materiais que
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causam turbidez. Uma fase sélida na forma de uma pasta espessa é
obtida como fragdo de sedimento removido. Toda a etapa de descolo-
racao € repetida na solucdo de extracdo obtida desta maneira e com-
preendendo 150 L com MgSO, * 7 H,O (equivalente a 0,2 g de
Mg(OH,)/100 mL de extrato) de 410 g de Ca(OH), de resisténcia de
96% como suspensdo em 1,5L de agua. Toda a mistura de precipita-
cao é quantitativamente clarificada em um separador de placa durante
o curso de 30 minutos. A solucéo de extracao descolorida com um pH
de 9,4 é clara, apresenta uma cor amarelo palido e € livre de materiais
gue causam turbidez. Um centrifugado na forma de uma pasta espes-
sa é novamente obtido como fracdo de sedimento.

[00183] Inulina sélida é obtida do extrato abrilhantado deste modo
através de esfriamento em uma temperatura de 4C durante um perio-
do de 48 horas. A inulina € obtida como um sedimento tipo lodo atra-
vés de deposicao centrifuga usando o separador de placa.

[00184] O sedimento € purificado mais duas vezes em sucesséao na
mesma concentracdo conforme apresentado no extrato abrilhantado
através de dissolucdo da inulina em agua quente e precipitacdo reno-
vada através de armazenamento a 2C por 48 horas. O sedimento de
inulina finalmente obtido € novamente completamente dissolvido na
mesma concentracdo conforme previamente usado em agua com en-
trada de calor. A solucdo quente é entdo filtrada através de um filtro de
placa com camadas de filtro. A inulina é subsequentemente precipita-
da através de esfriamento da solucdo (2<C, 48 h) e o produto final é
seco com congelamento.

[00185] A Figura 1 mostra uma representacdo diagramatica do pro-
gresso da extracao.

[00186] Durante o processo de extracao, a distribuicdo de polimero
foi analisada apos as etapas de extracéo e purificacdo individuais atra-
vés de cromatografia de permeacdo em gel com deteccdo de indice

refrator e calibragem com padrbes dextrano (GPC-RI, vide Método 3.2
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em "Métodos Gerais"). Como evidente a partir da Figura 2, a distribui-
cado de polimero de extrato (B) apds a extracdo com agua quente €
comparavel com aquela nas raizes lavadas (A). A Figura 2 mostra uma
analise GPC-RI da distribuicdo de polimero nas raizes de alcachofra
lavadas (A) e o extrato apds a extragcdo com agua quente de inulina
(B).

[00187] Analise da distribuicdo de polimero apds o fracionamento a
frio (4C) da inulina mostrou que uma fracdo de inulina de peso mole-
cular alto (C) foi separada de uma fracdo de peso molecular baixo (D)
(Figura 3). A Figura 3 mostra uma analise GPC-RI da distribuicdo de
polimero no extrato apds a extracdo com agua quente de inulina (B),
no sedimento apGs a precipitacdo de inulina a 4C ( C) e na série supe-
rior obtida ap6s centrifugacdo da inulina apés precipitacéo (D).

[00188] Um enriquecimento adicional de inulina de alto peso mole-
cular e uma deplecdo de substancias de baixo peso molecular, espe-
cialmente mono- e dissacarideos, foram conseguidos através de re-
precipitacdo da fracao de inulina de alto peso molecular (Figura 4). A
Figura 4 mostra uma analise GPC-RI da distribuicdo de polimero na
inulina precipitada a 4C (C), na sedimentacdo ap0s a primeira repre-
cipitacdo (F) e na fase clara | apds a primeira reprecipitacéo (E).
[00189] Inulina com um grau menor de polimerizagcdo permaneceu
na fase clara da mesma maneira ap0s a precipitacdo renovada de inu-
lina apos a filtragem em agua quente (Figura 5). A Figura 5 mostra
uma analise GPC-RI da distribuicdo de polimero na solucéo de inulina
apos filtragem (G), a inulina sedimentada apds a cristalizacdo (K) e a
fase clara lll apos a cristalizacao (H).

3. Determinacao da pureza da inulina preparada

[00190] A pureza da inulina de alcachofra obtida na secéo 2 foi de-
terminada através da determinacdo dos teores de frutano e agua do
material seco com congelamento. O teor de agua determinado para a

inulina de alcachofra foi 2,9% (vide método "Determinacdo do teor de
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agua"). O teor de frutano foi determinado através de hidrélise da inuli-
na com a enzima exoinulinase (vide método "Determinacéo de frutano
através de hidrolise com eixoinulinase"). A pureza baseada em matéria
seca (DM) foi encontrada a partir do teor de frutano e o teor de agua.
Pureza = teor de frutano x 100 / (100 — teor de agua).

[00191] Como € evidente a partir da Tabela 1, o grau médio de pu-

reza da inulina de alcachofra preparada é 96% da matéria seca (DM).

Digestéao de exo-inulinase
) Teor de 4gua Frutano Pureza
Material o
[%] [% de peso inicial] [% de TM]
Inulina de alcachofra 2,9 93% + 7% 96%

Tabela 1: Determinacéo da pureza da inulina de alca chofra prepa-
rada

4. Determinacdo de peso molecular através de GPC-RlI -MALLS

[00192] Solucdes aquosas a 0,5% (p/v) foram preparadas a partir
da inulina de alcachofra purificada obtida na secao 2, e das amostras
de referéncia compradas da Raftline HP (da Orafti, batelada:
HPBNH4DNH4) e inulina de tubérculos Dalia (da Sigma, niamero do
artigo 1-3754, batelada: 75H7065) e a distribuicdo da massa molecular
das inulinas foi determinada através de cromatografia de permeacao
em gel (vide método 3.1). Esta distribuicdo € mostrada na Figura 5, e
as massas moleculares (anidrofrutose = 162 g/mol) e comprimentos de
cadeia médios calculados a partir delas foram sumarizados na Tabela
2.

[00193] Analise da distribuicdo de peso molecular usando o sistema
GPC-RI-MALLS resultou em uma massa molecular ponderal média M,,
de 13.995 g/mol e uma massa molecular numérica média Mn de
11.620 g/mol para a inulina de alcachofra. Isto corresponde a um com-
primento de cadeia médio de 86 para DP,, e de 72 para DP,. Os com-
primentos de cadeia da inulina de alcachofra purificada sdo em média

distintamente mais longos do que aqueles de Raftiline HP (DP,,=36,

Peticao 870170092657, de 29/11/2017, péag. 50/93



46/72

DP,=29) e de inulina de Dalia (DP,=41, DP,=33). Isto é também refle-
tido nas massas moleculares minimas e maximas, que sdo distinta-

mente maiores para inulina de alcachofra.

Distribuicdo de
M., M polimero Di idad
Material " . DP,, | DP, Ispersidade
[g/mol] | [g/mol] (min-max) molecular
[g/mol]
Inulina de al-
nuinade a1 14995 | 11.620 | 1.377-33.009 | 86 | 72 1,19
cachofra
Raftiline HP 5.823 4.759 999-15.162 36 29 1,24
Inulina de Délia] 6.678 5.358 1.139-19.569 41 33 1,24

Tabela 2: Distribuicdo de massa molecular de varias inulinas

5. Resultados de determinacdo de glicose, frutose e sucrose

[00194] A proporcao de glicose, frutose e sucrose na inulina de al-
cachofra obtida na secdo 2 foi determinada através de determinacéo
fotométrica dos acucares em solucdes de inulina de 5% de resisténcia
conforme descrito no Método 3 ("Determinacdo de agucar").

[00195] Como € evidente a partir da Tabela 4, os teores de glicose,
frutose e sucrose na inulina de alcachofra purificada sao inferior a
0,1% do pé de inulina.

Glicose Frutose Sucrose

Material (9/100 g de po de |(g/100 g de pé de |(g/100 g de pé de
inulina) inulina) inulina)
Inulina de alcachofra <0,1% <0,1% <0,1%

Tabela 3: Teor de glicose, frutose e sucrose em inu lina de alca-
chofra purificada

6. Grau de ramificacao

6.1 Analise de metilacao padrdo

[00196] O grau de ramificacédo foi medido em uma amostra de inuli-
na da invencao tendo um DP,, de 90 e um DP, de 84.

[00197] Os exemplos comparativos usados foram Raftline HP (da
Orafti, bateladas HBPNO3DNO3 e HPBNH4DNH4) e inulinas de tu-

bérculos Délia (da Sigma, numero do artigo |-3754, batelada:
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022K7045 ou 75H7065) e raizes de alcachofra Jerusalém (Sigma, nu-
mero do artigo 1-2880 bateladas 111H7045 e 88F7220) o grau de rami-
ficacdo foi determinado por meio de analise de metilacdo (vide Méto-
dos Gerais, 5.1).

[00198] Hidrdlise, reducdo e acetilacdo de frutanos 2-1-ligados re-
sultaram em 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil-D-manitol e —sorbitol. Os
radicais frutosila terminais deram 2,5-di-O-acetil-1,3,4,6-tetra-O-metil-
D-manitol e—sorbitol. Uma unidade glucopiranosila terminal resulta em
1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-sorbitol. Blocos de formacéao
adicionalmente ramificados na posicao 6 dao os 1,2,5,6-tetra-O-acetil-
3,4-di-O-metilalditéis.

[00199] Além dos produtos indicando ligacdo 2-1, era possivel de-
tectar em todas as amostras de frutano aqueles dos blocos de forma-
cao de frutose e glicose terminais. Os cromatogramas mostraram adi-
cionalmente dianidrido difrutose (DFDA, aproximadamente 3% em
mol) que € formado da remocédo de TFA em uma corrente de nitrogé-
nio de frutose 2-1 ligada.

[00200] A partir dos espectros de massa foi adicionalmente possivel
identificar produtos resultantes de uma ligacdo 2-1,6 em todas as
amostras. Compostos 1,3- e 1,4-acetilados foram também identifica-
dos, que poderiam surgir com ramificacbes nas posicoes 3 e 4, res-
pectivamente, mas podem também derivar de metilagdo incompleta. A
ocorréncia ndo-especifica de produtos 1,3- e 1,4-acetilados é um indi-
cador de submetilacdo. Supondo que posicao 6 seja afetada por sub-
metilacdo ao mesmo ponto que as posicdes 3 e 4, a proporcado nao-
especifica (média de compostos 1,3-Ac e 1,4-Ac) é subtraida da pro-
porcdo de unidades de frutose ramificadas 2-1,6. A Tabela 4 abaixo

mostra os resultados disto.
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Tabela 4
Amostra 2-1,6-Frutose [% em mol]*
Alcachofra 1,4
) Raftiline HP 0,4
Inulina )
Dalia 0,2
Alcachofra de Jerusalém nao-detectado

[00201] Avaliacdo da andlise de metilacéo revelou um grau de rami-
ficacdo de 1,4% em mol para a inulina de alcachofra. O grau de ramifi-
cacdo desta inulina € entdo distintamente maior do que aquele nas
inulinas das amostras de referéncia de chicoria (Raftiline HP), alcacho-
fra Délia e Jerusalém.

6.2 Degradacao redutiva

[00202] De acordo com a analise de metilacdo padrdo, € possivel
identificar através de clivagem de glicosideo redutiva os produtos cor-
respondentes de glicopiranose terminal (1,5-anidro-2,3,4,6-tetra-O-
metil-D-sorbitol), de frutofuranose terminal (2,5-anidro-1,3,4,6-tetra-O-
metil-D-manitol e —sorbitol) e frutofuranose 2-1 ligada (1-O-acetil-2,5-
anidro-3,4,6-tri-O-metil-D-manitol e —sorbitol) em todas as amostras. E
também possivel para todos os frutanos detectar a partir dos espectros
de massa os produtos resultantes quando uma ligacéo 2-1,6 esta pre-
sente (1,6-di-O-acetil-2,5-anidro-3,4-di-O-metil-D-manitol e —sorbitol).
Ainda, 2,6-di-O-acetil-1,5-anidro-3,4-di-O-metilmanitol acontece, a qual
€ um produto de rearranjo resultante de unidades de frutose 2-1,6-
ligada.

[00203] Mais uma vez, produtos de submetilacdo n&o-especifica
(vide 6.1) foram detectados na GC-MS. Uma pequena proporcao de
alditéis de cadeia aberta ndo-separados também apareceu. Essas pe-
guenas proporcdes foram levadas em consideracdo na ligacdo 2-1.
Subtracdo das proporcdes nao-especificas resulta em um grau de ra-
mificacao (=proporcéo de frutose 2-1,6-ligada) de 1,7% em mol para a
inulina da invencao.

EXEMPLO 2
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PROPRIEDADES DA INULINA DE RAIZES DE ALCACHOFRA

[00204] Todas as investigacdes que seguem referem-se a inulina

de alcachofra da invencao previamente detalhada na Tabela 2. As inu-
linas Raftiline HP e Délia sdo da mesma maneira aquelas detalhadas
no Exemplo 1.

1. Investigacdo de calorimetria de varredura difere ncial de inulina

Andlise calorimétrica de varredura diferencial de inulina (quanto ao
procedimento: vide métodos) mostrou diferencas distintas entre os va-
rios materiais (vide Tabela 5) em relagdo ao comportamento de fuséo.
Ambas amostras de inulina diferenciavam muito em relacéo a entalpia
de fuséo. Isto era acima de 25,2 J/g para inulina de alcachofra e ape-
nas 22,8 J/g para Raftiline HP. As diferencas em Ti o (T,) €ram da
mesma maneira pronunciadas. A temperatura de fusao inicial para inu-
lina de alcachofra era 41,4C que era superior a 3° C maior do que pa-
ra a inulina de chicdria comparativa. Esta estabilidade térmica aumen-
tada de inulina de alcachofra pode ser uma vantagem consideravel em
certos processos térmicos no setor de produtos alimenticios, porque a
inulina de alcachofra é distintamente menos sensivel a altas tempera-

turas do que a inulina de chicoria.

Material T, [°C] Entalpia de fuséo dH [J/g]
Inulina de alcachofra 41,4 25,2
Raftiline HP 37,8 22,8
Tabela 5

2. Viscosidade

Tabela 6: Comparacao da viscosidade dinamica de inu  lina de chi-
coria e inulina de alcachofra em 4gua como uma fun¢  &o da con-
centracao (T=90C)

Viscosidade (mPas)
% de Concentracéo (p/v) Raftiline HP (chicoria) Inu lina de alcachofra
10 2,4 2,3
24 4,3 6,8
26 4,2 7.5
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Viscosidade (mPas)

% de Concentracéo (p/v) Raftiline HP (chicoria) Inu lina de alcachofra
28 4,5 26,3

[00205] Como é evidente a partir da tabela acima, ambas inulinas
mostraram em concentracdes de até 24% (p/v) viscosidades muito
baixas a 90C (dgua = 1 mPas). A inulina da invenc¢a o se tornou visco-
sa em concentracdes de 26% (p/v) e especialmente em 28%, enquan-
to Raftiline HP permaneceu muito similar em sua viscosidade para
agua até 28% (p/v).

3. Tamanho de particula apds secagem por congelamen __to

[00206] A amostra seca por congelamento do exemplo 1 DP,, = 86
foi moida em um moedor de faca (Grindomix GM200, Retsch Techno-
logie GmbH, Haan, Alemanha) e o tamanho de particula foi determina-
do através de analise de peneira (maquina de peneira vibratéria
"Analysette 3" da Fritsch, frequéncia 2.0, auxiliares de peneiramento: 8
bolas de agata (10 mm @)/peneira, tempo de peneiramento 1-2 min,
guantidade carregada cerca de 50 g). O resultado € mostrado na Ta-
bela 7 abaixo. Foi possivel determinar o diametro de particula médio
através de analise de peneira como 108 um. Uma inulina preparada
em analogia ao Exemplo 1 e tendo um DP,, de 93-94 foi também seca
por congelamento, moida em um moedor de faca e investigada atra-
vés de analise de peneira (Tabela 8). Um tamanho de particula médio
de 160 um resultou.

Tabela 7: Andlise de peneira de inulina DP , = 86:

Largura da malha / pm Massa/g %
<63 14,00 28,97
<90 6,35 13,14
<125 7,54 15,60
<160 5,53 11,44
<200 4,75 9,83
<500 10,05 20,79
>500 0,11 0,23
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Largura da malha / pm Massa/g %
Total 48,33 100,00
Tabela 8: Andlise de peneira de inulina DP , = 94:
Largura da malha / pm Massa/g %
<63 8,33 16,74
<90 3,92 7,88
<125 6,17 12,40
Tabela 8: -continuagao-
Largura da malha / pm Massa/g %
<160 6,05 12,16
<200 7,60 15,28
<500 17,62 35,42
>500 0,06 0,12
Total 49,75 100,00

4. Secagem por pulverizacao
[00207]

2, foi, ap6s uma secagem por congelamento intermediaria, redissolvi-

A inulina (DP,, = 86, Tabela 2) preparada no Exemplo 1, No.

da e entdo secada por atomizacdo em uma unidade de secagem por
pulverizacdo de leito fluidizado Glatt GPCG3.1. Para este proposito,
inulina seca por congelamento foi introduzida em agua, aquecida para
85-90C e dissolvida. A solucdo aquecida foi seca com pulverizacao
com temperatura de ar de saida variavel, e as propriedades do pro-
cesso e propriedades do produto foram observadas. A temperatura de
entrada foi mantida constante a 120C.

Tabela 9. Parametros de secagem por pulverizagao

Composicao de Temp. de Umidade residu-
. ~ . - | Temp. de
Teste/Amostra alimentagéo alimentacéo saida/°C al
agua/% |inulina/% °C KFT/%
Teste 1 80 20 85-90 85 3,1
Teste 2 80 20 85-90 80 2,1
Teste 3 80 20 85-90 70 51
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Composicéo de Temp. de Umidade residu-
. ~ . - | Temp. de
Teste/Amostra alimentacéo alimentacéo saida/°C al
agua/% |inulina/% °C KFT/%
Teste 4 70 30 85-90 60 6,1

[00208] Uma granulacao por pulverizacdo (Teste 5) foi também rea-
lizada em adicdo a secagem por pulverizagdo. Os parametros de pro-
cesso relevantes sao detalhados na tabela abaixo. Inicialmente intro-
duzidos como sementes de granulacdo foram 70 g de material seco
por pulverizacdo que foi preparado como segue: secador por pulveri-
zacao Buchi B-191, alimentacdo: 20 g de agua e 4 g de inulina (DPy:
86), T (alimentacdo) = 80-90C, T (entrada) = 120C , T (ar de saida) =
93-94<C, taxa de aspirador 80%, taxa de bomba 10%, bocal de fluxo
de ar 450 I/h. Os granulos resultantes eram de muito boa qualidade em
forma e consisténcia. A granulacdo foi possivel até uma temperatura
de ar de saida de 52<C.

Tabela 10: Granulacao por pulverizagao

Composicao de Umidade
. ~ Temp. de ali- | Temp. de .
Teste/Amostra alimentagéo ~ o o residual
- mentagdo/ "C | saida/°C 0
Agua/% | inulina/% KFT/%
Teste 5 70 30 90 variavel 53

[00209] Uma andlise de peneira conforme acima descrito revelou os
didmetros de particular médios que seguem:

Teste 285 um

Teste 5300 um
5. Cristalinidade

[00210] Amostras de inulina em forma de po6 foram preparadas sem
pré-tratamento adicional em um veiculo de amostra de 2 mm de es-
pessura (padrédo) entre duas peliculas de cobertura de PET. Um veicu-
lo de amostra de 1 mm foi usado para amostra 2 (vide abaixo). As me-
di¢cdes de raios x foram realizadas com um difractébmetro de dois circu-
los D5000 da Bruker-AXS em transmissdes simétricas usando radia-

cdo de Cu-Ka monocromatica (monocromador Ge(111)). Os registros
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foram feitos a 30 mA e 40 kV na faixa de angulo de 26 de 3-29° (largu-
ra da etapa A26 = 0,1°) e 29,5-104 (largura da etapa/A26 : 60 segun-
dos.

[00211] Software baseado no método Ruland-Vonk (WAXS 7, de-
senvolvido pelo Fraunhofer Institut fur angewandte Polymerforschung,
Potsdam (Alemanha), descrito no
http://edocs.tuberlin.de//diss/2003/rihm_rainer.pdf, pp. 19 e seq.) foi
usado para encontrar o grau de cristalinidade x., os tamanhos de cris-
talinidade Dy € 0 parametro de desordem k, que € uma medida da
perturbacao do latice nos cristalitos, dos graficos de difracdo. O grafico
de difracdo para a amostra 2 (vide abaixo) foi usado como arquivo de
background amorfo. Frutose foi usada como base quimica, calculada
com uma densidade de 1,65 g/cm®. Os tamanhos de cristalito D fo-
ram determinados a partir das meias-larguras das reflexdes de raios x
pela férmula Scherrer nas duas primeiras interferéncias principais a 26
=8%e 12°.

[00212] As amostras dos testes de secagem por pulverizagado 1-5
detalhadas acima, e as amostras que seguem, foram medidas:

[00213] Teste 6: Inulina com DP,, = 86, preparada conforme des-
crito no Exemplo 1, No. 2 e secam por congelamento.

[00214] Teste 7: Amostra 1 dissolvida em agua a 80-90C e secada
por atomizacao sob as condi¢des que seguem:

[00215]  Secador por pulverizacdo Buchi 190, T (alimentac&do) = 80-
90C, T (entrada) = 120C, T (ar de saida) = 80C, fluxo de ar 450 I/h,
concentragao de inulina = 20% em peso.

[00216] Teste 8: Amostra 1 suspensa em agua a 25T e secada por
atomizacao sob as condi¢des que seguem:

[00217]  Secador por pulverizacdo Buchi 190, T (alimentacédo) = 80-
90C, T (entrada) = 120C, T (ar de saida) = 80C, fluxo de ar 450 I/h,
concentragao de inulina = 20% em peso.

[00218] Os graus medidos de cristalinidade e parametros de distur-
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bios sao indicados na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11
Cristalinidade P:ir;?riti?se Dy 20 = 8° | Dy 20 = 12°

Xc [%] (102 nm?] [nm] [nm]
Teste 1 amorfa - - -
Teste 2 amorfa - - -
Teste 3 5-10 -- - -
Teste 4 38 2,9 7,0 9,6
Teste 5 45 2,9 6,9 9,4
Teste 6 33 4,4 55 7,1
Teste 7 amorfa - - -
Teste 8 15 3,2 8,1 9,9

6. Formacao de estrutura das inulinas apds aguecimento em agua

[00219] Porcdes de 15 mL de suspensodes de 20% de resisténcia da
inulina em agua foram cada uma constituidas em béqueres de alumi-
nio (béqueres RVA-3d da Winopal Forschungsbedarf GmbH; volume
de cerca de 70 mL, diametro 38 mm), agitadas e equipadas com uma
barra de agitacdo magnética e finalmente cobertas. As suspensfes
foram aquecidas usando um agitador multitérmico (VARIOMAG Mul-
titherm 15 da H+P Labortechnik AG) com agitacdo. A temperatura foi
controlada neste caso usando uma sonda PT 100 (acessorio para o
VARIOMAG Multitherm 15) que ficou em um béquer de referéncia co-
berto com agua destilada no bloco de aquecimento. O agitador multi-
térmico foi preaquecido de modo que a temperatura da amostra de re-
feréncia permaneceu estavel a 90C. As suspensdes a serem aqueci-
das foram postas no agitador multitérmico e agitadas a 90C por 8 mi-
nutos. As amostras foram entdo removidas do agitador multitérmico
armazenadas em temperatura ambiente por 24 horas. A resisténcia
dos géis resultantes foi entdo medida usando um analisador de textura
TA-TX2 (Stable Micro Systems). Esta medic¢&o foi realizada usando o
émbolo de penetracdo SMSP/0,5 R0O76 (Stable Micro Systems) com

um diametro de 12 mm como sistema de medicdo. Os parametros que
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seguem foram aplicados para a medicdo de TA com a célula de medi-
¢ao de 5 kg:

e Opcdes: medir forca em direcéo de pressao

e Teste Unico

e Parametro: velocidade adiante 2,00 mm/s

e Velocidade de teste: 0,50 mm/s

e Velocidade reversa: 0,50 mm/s

e Curso (profundidade de penetracdo): 3 mm

e Forca de disparo: 2 g
[00220] O comportamento de formacéo de estrutura de varias inuli-
nas apos tratamento térmico em agua foi investigado. Ficou evidente a
partir disto que a inulina de chicéria (Raftiline HP® e Beneo HPX®) ndo
forma estruturas do tipo gel sob essas condi¢cbes (Tabela 12). Em con-
traste com elas, as inulinas da invencao (DP,, = 86 ou 94 de secagem
por congelamento) formam estruturas muito fortes. Surpreendente-
mente, a amostra onde a inulina secada por atomizacdo com DP,, = 86
foi usada também formou géis consideravelmente mais fortes do que
as amostras comparaveis onde a inulina foi seca por congelamento.
Isto é particularmente claro a partir do fato de que as resisténcias de
gel encontradas com concentracdo de apenas 15% (p/p) de inulina
empregada foram ainda distintamente maiores do que aquelas com as
amostras comparativas secas por congelamento a 20%.

Tabela 12: Formacdo de estrutura da inulina apés aq uecimento

em agua
Concentracdo de | Resisténcia do . N
o Desvio padrao
inulina, % (p/p) gel [0]
Raftiline HP® DPw = 36 20 Nenhum gel -
Beneo HPX® DPw = 33 20 Nenhum gel -
Inulina DPw = 86 20 353 92**
Inulina DPw = 94 20 493 31*
Inulina DPw = 86, secada
o W L 20 1182 347**
por atomizacgao
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Concentracdo de | Resisténcia do , ~
Desvio padrao

inulina, % (p/p) gel [g]
Inulina DPw = 86 secada por|
uli W 86 p 15 539 93*
atomizacgéo
*n=2
*% _ n = 4

7. Propriedades prebidticas

[00221] O efeito prebidtico de inulina de acordo com a invencéao foi
investigado em um estudo de modelo in vivo em um sistema de fer-
mentacao de trés estagios (modelo de intestino). Os tipos de bactérias
gue colonizam o sistema de fermentacao, e suas atividade metabdli-
cas (formacéo de acidos graxos de cadeia curta), foram averiguados.
1. Materiais e métodos:

a) Sistema de cultura de trés estagios continuo:

[00222] Um sistema de cultura de trés estagios continuo que foi an-
teriormente descrito por Pereira e outros (2003) Appl. Environ. Micro-
biol 69(8), 4743-4752 e Probert e outros (2004) Appl. Environ. Microbi-
ol. 70, 4505-4511, foi usado neste estudo. O modelo de intestino con-
sistia em trés recipientes de cultura V1, V2 e V3 com volumes de tra-
balho de 0,28, 0,30 e 0,30 litro que foram dispostos em série. Cada
recipiente foi provido com um agitador magnético, a temperatura foi
mantida a 37C por meio de um banho de agua e o pH nos recipientes
individuais foi controlado por um controlador de pH Electrolab. O sis-
tema todo (incluindo reservatério de meio) foi operado sob condi¢des
anaerdbicas passando nitrogénio livre de oxigénio esteéril pelo liquido.
O pH nos trés recipientes foi ajustado adicionando a quantidade apro-
priada de HCIl a 0,5M-NaOH a 5,5 (V1), 6,2 (V2) e 6,8 (V3). O recipien-
te 1 simulou as condi¢gOes bacterianas no intestino grosso anterior. Ele
era relativamente rico em nutrientes, tinha um pH relativamente mais
acido e um tempo de residéncia mais curto do que o recipiente 3 com
um pH mais neutro e comparativamente pouco substrato. O recipiente

3 simulou a parte posterior do intestino grosso. O recipiente 2 serviu
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de modelo para a parte transversal, central, do intestino grosso (colo
transverso).

[00223] Nitrogénio livre de oxigénio foi continuamente soprado no
meio de cultura estéril, e ele foi introduzido por meio de uma bomba
peristaltica em V1 que levou sequencialmente a V2 e V3. O meio de
cultura consistia nos componentes que seguem em agua destilada
(g/L): amido de batata, 5,0; pectina (citrus), 2,0; caseina (sal de sédio),
3,0; Raftiline LS (Orafti, Tiene; BE), 1,0; xilano (casca de aveia), 2,0;
arabinogalactano (Fluka), 2,0; goma guar, 1,0; mucina (tipo gastrico de
porco lll), 4,0; triptona (Oxoide), 5,0; agua peptona (Oxoide), 5,0; ex-
trato de levedura (Oxoide); 4,5; sais de bile No. 3 (Oxoide), 0,4; HCI L-
cisteina, 0,8; NaHCO; (Fishcer Scientific), 1,5; hemina, 0,05; NacCl
(Fisher Scientific), 4,5; KCI (Fisher Scientific), 4,5; CaCl,x6H,O (BDH),
0,15; KH,PO, (BDH), 0,5; FeSO,x7H,0 (BDH), 0,005; MgSO,x7H,0
(Fisher Scientific), 1,25. Ainda, 1,0 mL de Tween 80 (BDH) e 10 micro-
litros de vitamina K foram adicionados. Uma concentracédo de 4 mL de
uma solucao a 0,025% (p/v) de resazurina foi adicionada ao meio de
crescimento como indicador de condi¢cBes anaerdbicas. O meio foi au-
toclavado a 121C por 15 minutos e esfriado sob uma atmosfera de
nitrogénio. A menos que de outro modo indicado, todos 0s agentes
guimicos foram comprados da Sigma Chemical Co., UK.

[00224] Coleta e preparacao de material fecal:

[00225] O volume restante de cada recipiente foi composto com
suspensao fecal recém-preparada de um homem de 30 anos de idade
gue nao tinha tomado quaisquer antibioticos por trés meses antes do
teste. A suspenséo fecal fresca a 20% (p/v) foi preparada com solucéo
salina tamponada com fosfato reduzida previamente (PBS) e digerida
em velocidade normal por 2 minutos em um aparelho de digestao (es-
tdbmago). Residuos de comida grandes foram removidos através de um
saco do filtro. Cem mL da suspenséo resultante foram entdo emprega-

dos ao inoculato de cada um dos trés recipientes de fermentacdo. O

Peticao 870170092657, de 29/11/2017, pag. 62/93



58/72

sistema foi inicialmente operado como cultura em batelada usando o
meio de cultura durante 48 horas. Apés 48 horas de fermentacdo de
cultura em batelada, o meio de cultivo complexo que simula a compo-
sicado de fluido intestinal foi introduzido em V1 e entdo em V2 e V3
através da bomba peristéltica. O tempo de residéncia (R) foi calculado
como taxa de diluicao reciproca para cada recipiente. O tempo de re-
sidéncia foi ajustado em 27,1 horas, e o sistema foi operado por 12
dias apos o periodo de equilibrio de 48 horas para assegurar um esta-
do uniforme. O tempo de residéncia total foi o total dos tempos de re-
sidéncia individuais R de cada fermentador.

Amostragem:

[00226] A primeira amostra (5 mL) (dia 0) foi obtida apos fermenta-
cao por 24 horas. A fermentagcao continuou até que um estado unifor-
me fosse atingido (apds 10-12 dias) (SS1). Neste estagio, amostras do
liquido de cultura foram removidas de cada recipiente para analise
subsequente de bactérias e acidos graxos de cadeia curta e usadas
como indicador de SS1. ApGs SS1 ter sido atingido, o substrato de tes-
te foi posto no recipiente 1 cada dia por um periodo adicional de 10-12
dias. A fermentacgédo foi continuada até que um estado uniforme adicio-
nal (SS2) foi atingido e novamente amostras foram obtidas do liquido
de cultura de cada recipiente para analise subsequente.

[00227] Contagem e bactérias em amostras fecais e amostras do
modelo de intestino Através de analise FISH:

[00228] Amostras de recipientes individuais do sistema de fermen-
tacao foram tratadas conforme mostrado abaixo. Preparacdo da amos-
tra: Amostras (375 pL) foram removidas das culturas de batelada, adi-
cionadas a 1125 pL de solucédo de paraformaldeido filtrada 4% (p/v)
(pH 7,2), misturadas e armazenadas a 4C da noite p ara o dia a fim de
fixar as células. As células fixadas foram centrifugadas a 13.000 rpm
por 5 minutos e lavadas duas vezes em solucdo tampao de fosfato fil-
trada e ressuspensas em 150 yL de PBS. Etanol (150 pL) foi adiciona-
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do e a amostra foi misturada e armazenada a -20C até ser usada,
mas n&o por mais de 3 meses.

Hibridizacao:

[00229] As células fixadas (16 pL) foram adicionadas a 264 uL de
tampao de hibridizagéao filtrado preaquecido (forno) (preaquecido em X
(Tris-HCI a 30 mM, NaCl a 1,36 M, pH 7,2, dodecilsulfato de sédio a
0,1% v/v, SDS) e misturadas. A mistura foi adicionada a sonda marca-
da com Cy3 (50 ng/uL) em uma razéo de 9:1 (v/v), misturada e posta
no forno de hibridizacdo em uma temperatura adequada da noite para
o dia.

Lavagem e filtragem:

[00230] A amostra hibridizada (aliquotas adequadas para atingir de
30 a 150 células por campo de visao) foi adicionada a 5 mL de tampao
de hibridizacgao filtrado, preaquecido (Tris-HCI a 20 mM, NaCl a 0,9M,
pH 7,2) junto com 20 pL de DAPI (4’',6-diamono-2-fenilindol, 500 ng/pL)
e deixada na temperatura de hibridizagdo adequada por 30 minutos. A
mistura foi posta em um filtro de membrana preto com um tamanho de
poro de 0,2 um (GTPB 01300, Millipore Corporation). Slowfade-Light
Antifade (Molecular Probes Europe, Leiden, NL) foi posto no filtro a fim
de prevenir desaparecimento da fluorescéncia, e os apoios foram ar-
mazenados no escuro a 4C por um maximo de 3 dias.
[00231] Um minimo de 15 campos de visdo por apoio foi examinado
com um microscopio de fluorescéncia Nikon Microphot EPI (1000 x
amplificacao). O filtro DM510 (550 nm) foi usado a fim de contar as
células hibridizadas, e o filtro de extracdo DM400 foi usado para as
células tingidas com DAPI.
[00232] A férmula que segue foi usada para calcular a concentracao
de células C (células/mL) em cada amostra:

C = N x 15,56 x 14.873,74 x (1000/q)
[00233] N: numero médio de células contadas por campo de visao

[00234] @: volume de mistura de hibridizacdo usada
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[00235] 14.873.74: constante de ampliacéo

[00236] 15,56: fator para todas as diluices feitas

[00237] Sondas de oligonucleotideo direcionadas a rRNA de 16S
especificas de género marcadas com corante fluorescente Cy 3 que
tinham sido previamente projetadas e validadas foram usadas para
contar grupos importantes de bactérias. As sondas usadas foram
Bif164, especifica para bifidobacterium (Langedijk (1995), Appl. Envi-
ron. Microbiol. 61, 3069-3075), Bac303, especifica para bacteroides
(Manz e outros (1996) Microbiology 142, 1097-1106), His150, especifi-
ca para o subgrupo Clostridium histolyticum e Erec482, especifica para
o0 grupo retal Clostridium coccoides-Eubacterium (Franks e outros
(1998) Appl. Environ. Microbiol. 64, 3336-3345), Labl158, especifica
para Lactobacillus/Enterococcus (Harmsen e outros (1999) Microb.
Ecol. Health Dis. 11, 3-12), Ato291, especifica para grupo Atopobium.
O corante de acido nucleico 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) foi usado

para contagem de célula total (Tabela 13).

Tabela 13
T-
Sonda Género-alvo Sequéncia (5’ a 3") hibridizag&o/
°C
Bif 164 | Bifidobacterium spp. | CATCCGGCATTACCACCC 50
Bac 303| Bacteroides spp. CCAATGTGGGGGACCTT 45
Chis 150| G"uPO Clostridium his-| TTTCCYTCTAATTATGGCG- -
tolyticum TATT
Lactobaci-
Lab 158 actobacl GGTATTAGCATCTGTTTCCA 50
llus/Enterococcus spp.
Ato 291 | Grupo Atopobium GGTCGGTCTCTCAACCC 50
Erec 4gp| CO'upo Clostidium - o A GTCARGTACCG 2
coccoides-E. rectale

Analise de acidos graxos de cadeia curta:

[00238] Acidos graxos de cadeia curta (SCFA) em amostras obtidas
de varios recipientes do modelo de intestino foram analisados confor-
me descrito em Pereira e outros, Appl. Environ. Microbiol. (2003)

Peticao 870170092657, de 29/11/2017, péag. 65/93



61/72

69(8), 4743-4752. As amostras foram centrifugadas (6000 g, 10 minu-
tos) a fim de remover bactérias e solidos e entéo filtradas em um filtro
de HPLC de polissulfona com um tamanho de poro de 0,2 um. Entao
200 pL de cada sobrenadante filtrado foram diluidos com 800 pL de
acetonitrila (1:4) que continha &cido 2-etilbutirico a 3,7 uM como pa-
drdo interno. Os &cidos graxos foram determinados através de croma-
tografia de gas usando um sistema de GC HP 5890 série Il provido
com uma coluna capilar envolvida com silica fundida (Permabon
FFAP, Macherey Nagel, DE) (25 m x 0,32 mm, espessura da pelicula
0,25 pm). Hélio foi usado como gas veiculo com um fluxo volumétrico
de 2,42 mL/min. A temperatura da coluna era 140C e a temperatura
do injetor e detector era 240C. 5 minutos apds inj ecdo da amostra, a
temperatura da coluna foi aumentada em etapas de 20C/min para
240C e o sistema foi deixado ativar por mais 5 min utos. A composicao
do géas foi analisada usando um ChemsStation Apg-top Software HP
3365 série Il, Versdo A0.03.34. Os acidos que seguem foram usados
como padrdes externos, cada um com concentracdes na faixa de a
partir de 0,5 a 40 mM: acido acético, acido propiénico, acido n-butirico,
acido n-valérico, acido isovalérico (Fluka), acido isobutirico (Fluka) e
acido n-caproico. A menos que de outro modo indicado, todos os &ci-
dos foram comprados da Sigma e eram mais de 99% puros. As con-
centracOes de SCFA foram calculadas usando uma calibragem padrao
interna e expressas em mM por litro.

2. Resultados

[00239] As inulinas que seguem foram testadas no modelo de intes-
tino descrito abaixo:

[00240] Inulina da invencao: DP,, = 95

[00241] Amostra de comparacéo: Raftiline HP® (Orafti), DP,, = 33
[00242] Comparacao foi feita entre o segundo estado uniforme
(SS2) e o primeiro estado uniforme (SS1) e os dados foram analisados
usando o teste t de Student.
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[00243] A Figura 6 mostra a comparacao da populacdo bacteriana
no recipiente 1 (V1) entre estado uniforme 1 (SS1) e estado uniforme 2
(SS2) apods tratamento com inulina da invencédo. As Figuras 7 e 8
apresentam comparagdes correspondentes para recipientes 2 (V2) e 3
(V3).

[00244] A figura 9 mostra a comparacao da populacao bacteriana
no recipiente 1 (V1) entre estado uniforme 1 (SS1) e estado uniforme 2
(SS2) apods tratamento com a amostra comparativa. As Figuras 10 e
11 apresentam comparagdes correspondentes para os recipientes 2
(V2) e 3 (V3).

[00245] Adicao da inulina da inven¢cdo no modelo de intestino levou
a um aumento significante nas bifidobactérias no recipiente 1 (P<0,05).
Um aumento nao-significante foi observado nos outros recipientes. Um
aumento em bifidobactérias no recipiente 1 foi observado, mas nao foi
significante, com a amostra comparativa. A populacao de lactobacilos
no recipiente 3 foi significantemente maior (P<0,05), mas nenhuma
mudanca foi observada na populacdo de Clostridia. Grupo de bacte-
roides e Clostridium coccoides-E. rectale foi significantemente menor
no recipiente 2 (P<0,05).

[00246] A Figura 12 mostra uma comparacdo da concentracao de
acidos graxos de cadeia curta (SCFA) em todos os recipientes entre
estado uniforme 1 (linha de base) (SS1) e estado uniforme 2 (SS2)
apos tratamento com inulina da invencéo. Os acidos graxos individuais
sao postos em grafico em cada caso como diagrama de bile para cada
recipiente e estado uniforme (por exemplo, V1-SS1). Da esquerda pa-
ra a direita: 4cido acético, acido propibénico, acido isobutirico, acido bu-
tirico, acido isovalérico, acido n-valérico, acido caproico.

[00247] A Figura 13 mostra a comparacdo da concentracdo de aci-
dos graxos de cadeia curta (SCFA) em todos 0s recipientes entre o
estado uniforme 1 (linha de base) (SS1) e estado uniforme 2 (SS2)

apc')s tratamento com a amostra comparativa.
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[00248] Houve um aumento na concentragao propidnica em todos
0s trés recipientes apds adicao de inulina da invencao, e o aumento no
recipiente 2 foi significante. A concentracédo de butirato aumentou nos
recipientes 1 e 2. Adicdo da amostra comparativa ao modelo de intes-
tino levou a um aumento na concentracao de acetato, propionato e bu-
tirato em todos os recipientes, mas isto foi significante apenas no reci-
piente 2.

8. Massa e propriedades de cozedura

Material
[00249] O material usado para os testes de cozedura compreendia
misturas de farinha compostas da farinha de trigo Americana "King Mi-

"® mais Raftiline HP® fornecida pela Orafti ou inulina da invencéo

das
com DP,, = 86, 8% da farinha foram substituidos com inulina. A farinha
misturada e o controle sem substituicdo foram entdo submetidos a
medicOes de reologia de massa e testes de cozedura.

Métodos:

1) Farinograma (obediéncia aos Padrdoes ICC e AACC):

[00250] O farinograma é usado para averiguar a capacidade de ab-
sorcao de agua da farinha e avaliar as propriedades de amassamento
da massa preparada.

[00251] Reagentes: agua destilada

[00252] Equipamento:

[00253]  Farinograph® E com porta USB fornecido pela Brabender,
Alemanha

[00254] Amassador de 10 g com 2 laminas para amassamento
(Brabender)

[00255] Os parametros que seguem foram determinados e avalia-
dos quanto as caracteristicas de qualidade da farinha de teste:

[00256] Absorcdo de agua da farinha: definida como a quantidade
de agua em mL requerida por 100 g de farinha com teor de umidade

de 14% quando a massa atingiu uma consisténcia de massa maxima
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de 500 FU (Unidades Farinograph).

[00257] A consisténcia da massa € a resisténcia da massa em revo-
lugBes constantes (53 rpm), que € mostrada em FU.

[00258] O tempo de desenvolvimento da massa € definido como o
tempo em minutos entre o inicio do teste (adicdo de agua) e o pico
maximo.

2) Teste de cozedura (pao de forma branco):

Equipamento

e Farinograph com camara de amassamento de farinha de
300 g fornecido pela Brabender, Alemanha

e Forno (MIWE gusto, Alemanha)

e Fermentador completamente automatico (Foster RBC
Mk3, da Hobart, Alemanha)

e Maquina pesando 2 kg (Sartorius)

e Amassador (Brabender, Alemanha)

[00259] Ingredientes para a massa:

[00260] 300 g de farinha (com 14% de umidade de farinha)

[00261] 12 g de levedura (fresca)

[00262] 6 g de sal (sal de mesa)

[00263] 15 g de gordura para forno

[00264] 3 g de acucar

[00265] Agua (equivalente & absor¢do de massa menos de 2,5%)
[00266] Processamento da massa:

[00267] As farinhas e os ingredientes foram misturados na camara

de amassamento por 1 minuto e entdo a quantidade apropriada de
agua foi adicionada. Apds amassar por 2 minutos, o equipamento foi
desligado a fim de retornar a massa da parede da camara de amas-
samento para a massa. O processo de amassamento foi continuado
por 6 minutos ou 12 minutos para as farinhas suplementadas com inu-
lina, de acordo com os dados do farinograma (tempo de desenvolvi-

mento da massa em minutos). A temperatura final das massas era
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cerca de 26C. Apds o término no amassamento, a mas sa foi deixada
descansar por 10 minutos e entdo o peso total da massa foi determi-
nado. A divisdo e medicdo do peso dos pedacos de massa acontece-
ram dentro de 10 minutos. A massa foi dividida em dois pedacos de
massa de tamanho igual e amassada em torno do amassador (Bra-
bender) por 10 segundos e entdo amassada em oblongos. Os pedacgos
de massa foram postos nos moldes de cozedura de p&o e levados a
fermentador completamente automéatico (32C, umidade 87%) por 60
minutos (tempo de fermentacdo). O forno foi preaquecido para 250<C.
Os pedacos fermentados de massa foram pulverizados com agua e
postos no forno. Apés um tempo de cozedura de 30 minutos em cerca
de 200C, os paes foram removidos e deixados esfriar em temperatura
ambiente por 1 hora. O volume do pao foi medido através do desloca-
mento de sementes de colza. As propriedades de miolo foram investi-
gadas visualmente e usando o analisador de textura TA-TX2 (Stable
Micro Systems). A resisténcia do miolo foi medida em pedacos de péao
de cerca de 1,5 cm de espessura usando o furador de penetracao
SMSP/0,5 R0O76 (Stable Micro Systems) com um diametro de 12 mm.
Os parametros que seguem foram usados na medicdo de TA com a
célula de medicdo de 5 kg. A medicdo aconteceu apos o ajuste que
segue:

e Opcodes: mede de forca em direcao de pressao

e Teste Unico

e Parametro: velocidade avancada 2,00 mm/s

e Velocidade de teste 0,50 mm/s

e Velocidade reversa 0,50 mm/s

e Curso (profundidade de penetragdo) 7 mm
[00268] Forca de disparo 2 g
Resultados:
[00269] Definicdo de termos:

[00270] Rendimento da massa (DY): é a quantidade de massa de
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100 partes em peso de farinha. E uma caracteristica tornar possivel
comparar a capacidade de absorcao de agua e resisténcias de farinha.
Uma massa feita de 100 kg de farinha e 60 kg de agua com um DY de
160 € um exemplo. O rendimento da massa apresenta varias defini-
coes:

[00271] Rendimento de massa liquido: é a quantidade de massa de

100 partes em peso de farinha e a agua

[00272] Rendimento de massa bruto: € a quantidade de massa de

100 partes em peso de farinha, a agua e os outros ingredientes

[00273] Rendimento de massa pratico: € o rendimento de massa

bruto levando em consideragao processamento, fermentacao e perdas
de peso.
[00274] Perda de cozedura: a perda de cozedura é compreendida

pelo versado na técnica pela perda em peso da massa ou pedacos de
massa durante a cozedura. Isto € principalmente composto de agua
evaporada da massa, e quantidades minimas de outros constituintes
volateis tal como alcool, 4cidos e ésteres organicos; o versado na téc-
nica entdo também fala de "perda de agua" da mesma maneira.
[00275] A perda de peso (= perda de cozedura) é sempre baseada
no peso da massa e representa a razao de peso de massa para peso
de péo. Ela é calculada como segue:

Perda de cozedura = peso da massa — peso do pao x 100

peso da massa
[00276] Perdas de cozedura altas apresentam efeitos desvantajo-
sos sobre o rendimento de produto de padaria e entdo sobre o peso e
namero de produtos assados a serem vendidos. Ainda, as perdas de
agua durante o processo de cozedura apresentam efeitos desvantajo-
sos sobre o frescor dos produtos assados, que entdo se tornam ve-
lhos, isto €, "envelhecidos", logo.

Rendimento de produto (também rendimento de pao):

[00277] O rendimento de pé&o (BY) é a quantidade de produto assa-
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do obtido de 100 partes de farinha. O rendimento de p&o é baseado na
guantidade de farinha processada.

[00278] Exemplo: 40 kg de farina resultam em 60 kg de p&do e um
BY de 150.
Tabela 14: Dados de farinograma
ParAmetro Controle Controle + 8% de | Controle + 8% de
Raftiline HP © Inulina DP , = 86
Umidade da farinha (%) 12,7 12,2 12
Absorc¢do o de agua (%) 63,3 57,7 66,3
Tempo de desenvo.IV|mento 8 12,7 8.7
da massa (min)
Tabela 15: Resultados de cozedura
ParAmetro Controle Controle + 8% de | Controle + 8% de
Raftiline HP © Inulina DP , = 86
Rendimento da massa liquido 161 155 164
(%)
Rendimento da massa bruto 171 164 174
(%)
[ t -
Consisténcia da massa normal evemgn © pega normal
josa
Rendimento do péao (%) 147.6 143 1479
Perda de cozedura (%) 13,7 13,9 14,7
Volume do péao (mL/100 g 616 513 541
farinha)
Vol do pa ifi
olume do péo especifico 4.2 3.6 3.7
(MY/Y pao)
Miolo do péo:

Cor branco branco branco
Elasticidade boa satisfatoria boa
Porosidade uniforme uniforme uniforme

m pouco
Desprendimento Hrm pou delicado lanudo
grosso
Resisténcia do miolo (g):
Fresco 73 132 82
3 dias 181 221 165
7 dias 222 318 211
Teor de 4gua (%):
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ParAmetro Controle Controle + 8% de | Controle + 8% de
Raftiline HP ® | Inulina DP ,, = 86
Fresco 43,2 40,4 44
3 dias 43,2 40,6 42,4
7 dias 41,8 37,6 43,4
Tostamento normal um pouco forte um pouco forte

[00279]

A investigacdo da reologia da massa revelou um aumento

distinto em capacidade de absorcdo de agua da massa com substitui-
cao pela inulina da invencéo (Tabela 14). Ela é quase 9 por cento mai-
or do que aquela da farinha comparativa que continha Ratftiline HP e é
ainda 3% maior do que aquela da farinha comparativa onde nenhuma
substituicao foi feita. O rendimento da massa, que € de interesse co-
mercial particular, € consequentemente claramente maior para a mas-
sa contendo a inulina da invencdo (Tabela 15). Isto € surpreendente
porque a massa a qual Raftiline HP® foi adicionada mostra uma redu-
¢ao maior no rendimento de massa comparado com a massa controle.
A consisténcia da massa com inulina da invencéo é também vantajosa
em comparac&o com a massa com Raftiline HP®. O rendimento de p&o
€ 0 mais alto para o pao com inulina da invencao, enquanto ele é o
menor para o pdo contendo Raftiline HP®. O volume especifico dos
dois paes onde ha substituicdo de farinha é similar, enquanto os outros
parametros de qualidade tal como cor do miolo, elasticidade, porosi-
dade ou desprendimento sdo um pouco melhores para o pdo com inu-
lina da invencdo do que para o pdo comparativo com Raftiline HP® e o
controle sem substituicdo. O péo contendo inulina da invencao mostra
uma vantagem particular em relacdo a manutencédo do frescor. Isto €
melhorado conforme mostrado pela resisténcia do miolo comparado
com o péo controle e o pao contendo Raftiline HP. Uma propriedade
vantajosa adicional é também o teor de 4gua maior do miolo fresco e
armazenado, que esta associado em particular com melhora sensorial
além de um envelhecimento reduzido.

3) Producdo de pasta:
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[00280] Uma aplicacdo adicional das amostras de inulina foi testada
em producao de pasta. Neste caso, 5% e 10% da farinha de trigo fo-
ram substituidos por inulina.

1) Material

[00281] Farinha de trigo Durum

[00282] Inulina da inveng¢do com DP,, = 86

[00283] Raftiline HP®.

2) Preparacao da massa de macarrao:

[00284] A massa de macarrao foi preparada usando 200 g de mistu-
ra de farinha-inulina com adicdo de 34,5 g ou 35% de agua. A massa
controle (farinha de trigo sem substituicdo) foi preparada com adicao
de 34% de agua. Uma vez que as massas com inulina eram ligeira-
mente mais secas do que aquelas do controle, a adicdo de agua foi
consequentemente aumentada. As massas de macarréo foram prepa-
radas usando a maquina de macarrdo "Luna" da HAUSSLER. O tempo
de fabricagdo de massa foi 5 minutos. Pasta larga foi produzida usan-
do um molde com uma largura de 9,5 mm.

3) Método:

[00285] Uma parte dos fios de macarrao recém-extrudados foi, ime-
diatamente apés deixar a maquina, tratados com 3 tempos de cozi-
mento diferentes. A segunda parte foi deixada secar ao ar sob condi-
¢Oes ambientes por 2 dias. Para o teste de cozimento, em cada caso 3
flos de macarrao (frescos) foram pesados e passados por um falcon
(50 mL) carregado com 45 mL de agua fervente. O macarrado foi fervi-
do em cerca de 100C por 2, 3 ou 5 minutos e entdo deixado escorrer
em uma peneira por um tempo constante. Os pesos dos fios de macar-
réo cozidos foram entdo determinados. O inchamento do macarréo foi
determinado a partir dos pesos dos fios de macarrdo antes e apds co-
zimento.

[00286] Os fios de macarrdo que tinham secos por 2 dias foram da

mesma maneira cozidos, mas pelos tempos de 5, 10 e 15 minutos.
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Nesses casos, o indice de inchamento do macarrdo foi também de-
terminado.

[00287] A formula que segue foi usada para calcular o indice de in-
chamento:

[00288] indice de inchamento: (peso apds cozimento/peso antes do
cozimento)

4) Resultado:

[00289] A adicdo maior de agua para preparar a massa de macar-

rdo com inulina suplementada correspondentemente aumentou o ren-
dimento da massa de macarrdo. O aumento no rendimento € vantajo-
SO0 em questdes comerciais. Pode ser também estabelecido do teste
de cozimento que o macarrao com inulina suplementada da invencao
deve distintamente aumentar o inchamento comparado com o controle
e também com o macarrdo suplementado com Raftiline HP®. Este au-

mento esta entre 5 e 20% (vide Tabela 16).

Tabela 16:
Teor de inulina | Ratftiline % Vs controle Inulina DP ,, =86 | % vs controle

Nenhum 2,06 2,09

5% 5 min 2,08 101 2,18 105
10% 5 min 2,09 101 2,38 114
Nenhum 2,7 2,68

5% 10 min 2,73 101 2,9 108

10% 10 min 2,93 109 3,09 115
Nenhum 3,25 3,06

5% 15 min 3,28 101 3,42 112

10% 15 min 3,38 104 3,70 121

9. Producao de ioqurte

[00290] As receitas de iogurte séo listadas na Tabela 17. A inulina
da invencédo (inulina com cadeia muito longa, VLCI) correspondia a
inulina do Exemplo 1/Tabela 2, foi secada por atomizacao sob as con-

dicbes da Tabela 9, Teste 2, e tinha um grau médio de polimerizacao
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DP,, de 86; a amostra comparativa Beneo HP® tinha um DP,, de 34.
Todas as porcentagens se referem & porcentagem em peso com base
na composicao total, a menos que de outro modo indicado.

[00291] Os ingredientes secos foram misturados a fim de facilitar a
dispersdo de inulina e leite em p6 sem gordura, e entdo adicionados
ao leite com cisalhamento moderado a fim de formar a base de iogur-
te. A base padronizada foi mantida a 4C por 3 horas de modo que o
leite em pb sem gordura pudesse dissolver completamente. Cada ba-
telada foi pasteurizada a 80C por 30 minutos, rapi damente esfriada
para 44C e inoculada com Yo-Flex 88 ( Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii, da Chr. Hansen Inc.) em uma concentracao
de 3,6 g/l. Para iogurte fermentado de pote (iogurte estilo creme de
ovos), base inoculada foi vertida em embalagens finais antes da incu-
bacdo. As misturas de base foram incubadas a 44<C p or 4-6 horas até
gue atingiram pH 4,5 (pH inicial de cerca de 6,8). Quando o iogurte
atingiu pH 4,5, as amostras de iogurte tipo creme de ovos foram esfri-
adas para 4C e mantidas ai por 48 horas a fim de atingir a viscosida-
de maxima. A viscosidade foi medida com um viscometro Brookfield
com um adaptador helipath.

[00292] A Tabela 17 mostra os resultados com iogurte fermentado
em pote (estilo creme de ovos). Inulina secada por atomizacao a 2,5%
da invencédo causou um aumento maior na viscosidade do que 4,5%
de inulina do exemplo comparativo. O iogurte com inulina da invengcao
também tinha uma viscosidade maior do que o iogurte comparativo

com um teor de produtos de gordura de 3,35%.

Tabela 17
Exemplo |
comparativo Exemplo Exemplp Exemplo_ com-
459 2.5% de inulina | comparativo parativo
f 0
o secada por 1,5% de gor- | 3,35% de gor-
de inulina

) atomizacao dura dura
comercial
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a) Dados sobre os in-
gredientes individuais

Leite integral - - - 95,91
Leite 2% - - 71,85 -
Acucar - - - -
Tabela 17 -continuagao-
Exemplo | | |
comparativo Exemplo Exemp 9 Exemp o- com-
4,50 2.5% de inulina | COmparativo parativo
,0%0
de inuli secada por 1,5% de gor- | 3,35% de gor-
€ nu 'r_]a atomizacao dura dura
comercial
Leite desnatado 91,51 93,44 24,06 -
Leite em pd sem gordura 3,21 3,28 3,37 3,37
Estabilizador CC723 0,69 0,70 0,72 0,72
Beneo HPX® 4,59 - - -
Inulina DP,, =-86 s~ecada 3 258 3 3
por atomizagao
b) Dados sobre os sdli-
dos
Sélidos do leite 11,14 11,37 11,67 11,67
Inulina 4,59 2,58 - -
Gordura - - 1,44 3,36
Sélidos totais 15,73 13,95 13,11 15,03
Viscosidade (centipoise) 302500 335000 281250 320000
pH 4,34 4,45 4,57 4,55

[00293]

exceto viscosidade e pH.
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REIVINDICACOES

1. Inulina, caracterizada pelo fato de que apresenta um
grau médio de polimerizacdo DP,, entre 83 e 103, determinado por
GPC-RI-MALLS, e que é secada por atomizacao.

2. Inulina, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que apresenta um grau médio de polimerizacédo DP,, entre
85 e 95, determinado por GPC-RI-MALLS.

3. Inulina, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracteri-
zada pelo fato de que o quociente DP,,/DP,, determinado por GPC-RI-
MALLS, é inferior a 1,25.

4. Inulina, de acordo com qualquer uma das reivindicactes
1 a 3, caracterizada pelo fato de que esta na forma de particulas com
um diametro médio de 50-350 um, determinado pela analise de penei-
ra.

5. Processo para obtencao de inulina, como definida em
gualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que:

(a) raizes de alcachofra sdo moidas na forma de lascas fi-
brosas,

(b) um extrato é obtido através de tratamento das raizes
moidas na forma de lascas fibrosas com agua a uma temperatura de
60 a 95°C por 30 minutos a 4 horas, e separando o extrato das lascas
usadas,

(c) constituintes de coloracao sao removidos do extrato ob-
tido,

(d) inulina é precipitada do extrato,

(e) a inulina é reprecipitada pelo menos uma vez,

(f) dissolver e filtrar a inulina obtida na etapa (e),

(9) precipitar e separar a inulina obtida na etapa (f) da solu-
cao filtrada, e

(h) secar a inulina obtida na etapa (Q).

Peticao 870170092657, de 29/11/2017, péag. 78/93



2/4

6. Processo, de acordo com a reivindicacao 5, caracteriza-
do pelo fato de que a inulina é secada por atomizacao na etapa (h).

7. Processo, de acordo com a reivindicacao 5, caracteriza-
do pelo fato de que os constituintes de coloracdo sao removidos na
etapa (c) por:

(i)mistura de fons de magnésio (Mg®*") ao extrato de planta,

(imistura de pelo menos um componente alcalino ao extra-
to de planta,

(imformacéo de um precipitado, e

(iv) remocao do precipitado que se formou do extrato de
planta.

8. Processo, de acordo com a reivindicagao 7, caracteriza-
do pelo fato de que um sal de magnésio é misturado na etapa (i).

9. Processo, de acordo com a reivindicacao 8, caracteriza-
do pelo fato de que o sal de magnésio € selecionado dentre cloreto de
magnésio, sulfato de magnésio, nitrato de magnésio, acetato de mag-
nésio e propionato de magnésio.

10. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 7 a 9, caracterizado pelo fato de que a etapa (i) é realizada em
uma temperatura de 60 a 80C.

11. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cOes 7 a 10, caracterizado pelo fato de que a quantidade de compo-
nente alcalino é escolhida de modo que o ajuste da razdo molar de
OH:Mg** é 2,2:1 —1,8:1.

12. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 7 a 11, caracterizado pelo fato de que o componente alcalino é
uma solucédo ou suspensao aquosa de um hidroxido de metal alcalino
ou hidréxido de metal alcalino terroso.

13. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindica-

cbes 7 a 12, caracterizado pelo fato de que o componente alcalino é
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uma suspensao de hidréxido de calcio.

14. Género alimenticio, caracterizado pelo fato de que
compreende inulina, como definida em qualquer uma das reivindica-
cOes 1 a 4.

15. Género alimenticio, de acordo com a reivindicacao 14,
caracterizado pelo fato de que é selecionado dentre produtos de latici-
nio, iogurtes, sorvetes, sorvete a base de leite, guarnicbes a base de
leite, pudins, milkshakes, creme de ovos, queijo, barras de cereais,
barras de energia, barras de café da manha, doce, produtos de panifi-
cacao, biscoitos finos, bolachas, biscoitos, cereais, lanches, cha gela-
do, sorvete feito de suco de fruta, bebidas dietéticas, bebidas prontas,
bebidas para desportistas, bebidas de estamina, misturas de bebida
energética para suplementacdo dietética, alimento para crianca e be-
bé, suco de laranja suplementado com calcio, pdo, croissants, cereais
para café da manha, talharins, geléias, biscoitos e chocolates sem
acucar, calcio mastigavel, produtos a base de carne, maionese, mo-
Ihos para salada, manteiga de nozes, refeicdes congeladas, molhos,
sopas e refeigcdes prontas para servir.

16. Suplemento alimentar, caracterizado pelo fato de que
compreende inulina, como definida em qualquer uma das reivindica-
cOes 1 a 4.

17. Preparacdo cosmética, caracterizado pelo fato de que
compreende inulina, como definida em qualquer uma das reivindica-
cOes 1 a 4.

18. Uso de inulina, como definida em qualquer uma das rei-
vindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que é como adicdo a gé-
neros alimenticios.

19. Uso, de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado
pelo fato de que é como adicdo com propriedades prebioticas, agente

de texturizacdo, agente intensificador de estabilidade, agente de for-
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macéo de viscosidade e/ou fibra alimenticia.

20. Uso de inulina, como definida em qualquer uma das rei-
vindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que é como adicdo em
preparacdes cosméticas.

21. Uso, de acordo com a reivindicacédo 20, caracterizado
pelo fato de que é como agente de texturizacdo, agente intensificador
de estabilidade e/ou agente de formacéao de viscosidade.

22. Pasta aquosa de inulina, caracterizada pelo fato de que
é de inulina secada por atomizacdo, como definida em qualquer uma
das reivindicacoes 1 a 4.

23. Uso de uma pasta aquosa, como definida na reivindica-
cao 22, caracterizado pelo fato de que é como componente de propor-
cionamento de estrutura, substituto de gordura, substituto de dleo,
agente de texturizacdo, agente intensificador de estabilidade e/ou
agente de formacao de viscosidade em géneros alimenticios ou prepa-

racdes cosméticas.
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