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PROCESSO DE PRODUCAO DE UM EXTRATO DERIVADO DE CANA
DE ACUCAR QUE POSSUI CARACTERISTICAS DE REDUCAO DE INDICE
GLICEMICO

Campo da Invencéo

[001] A presente invencdo refere-se a extratos

derivados de cana de acUcar que compreendem uma mis tura de um
ou mais polifendis, um ou mais carboidratos, um ou mais minerais

e um ou mais acidos organicos. Adicionalmente, a pr esente
invencao refere-se a um processo de refino de extra tos derivados
de cana de acucar, bem como outros extratos fitoqui micos.

Antecedentes da Invencgéo

[002] No presente relatério descritivo, ao indicar- se
ou discutir-se um documento, ato ou item de conheci mento, essa
referéncia ou discussao ndo € uma admissao de que o documento,
ato ou item de conhecimento, ou qualquer de suas co mbinacodes,
era, na data de prioridade, disponivel ao publico, conhecido do
publico, parte de conhecimento geral conmum ou conhecidamente
relevante para uma tentativa de solucéo de qualquer problema a

que se refira o presente relatorio descritivo.

Refino de cana de acucar

[003] ApOs ser colhida mecanicamente, a cana de

acucar é transportada para um moinho e moida entre rolos
serrados. A cana de acUcar picada é prensada em seg uida para
extracao do suco de acglcar bruto, enquanto o bagaco (material
fibroso remanescente) é utilizado para combustivel. O suco
bruto é aquecido até o seu ponto de ebulicdo parae Xtrair todas

as impurezas, adiciona-se cal e agentes branqueador eseolodo
da moagem é removido. O suco bruto é aquecido adici onalmente
a vacuo para concentracdo e aumento do valor Brix. O xarope
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concentrado é semeado para producdo de cristais de acucar
brutos e um xarope espesso conhecido como melado. Os dois séo
separados por meio de uma centrifuga e o fluxo residual de
melado é recolhido para uso como racdo animal de baixo grau.

Um fluxograma deste processo é incluido abaixo.

c: na suco de e de cristais de
e . aclicar ;
. agucar bruto T agucar
agucar < clarificado

bagago lodo de moagem melago

[004]0 processo de refino de acucar gera, portanto,
uma grande quantidade de produtos, que incluem suco bruto,
bagaco, lodo de moagem, suco clarificado etc.

[005]0s cristais de aclUcar brutos do processo acima
sdo adicionalmente refinados para elaborar muitos produtos de
acucar disponiveis comercialmente. O refino adicional pode
incluir, por exemplo, mistura dos cristais de acucar brutos
com um xarope concentrado quente para amolecer o revestimento
externo sobre os cristais. Os cristais sé&o recuperados em
seguida por meio de uma centrifuga e subsequentemente
dissolvidos em &dgua quente, uma etapa que as vezes é denominada
afinacdo. Este xarope de acucar ¢ purificado adicionalmente em
seguida por meio de carbonacdo ou fosflotacdo, filtragem,
descoloramento e, em seguida, semeado com cristais de aclcar
finos. Apbds o crescimento dos <cristais até o tamanho
necessario, eles sdo separados do xarope por meio de uma
centrifuga, secos, classificados e embalados em seguida. Pode
haver varias repeticdes de recuperacdo de cristais de acucar

do xarope de acucar. O xarope de acglUcar escuro que resta apds
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(O

a recuperacdo de todos os cristais de acucar também
denominado melado.

[006] Quase todo o aclUcar fabricado comercialmente é
branco e granulado. O agucar refinado branco contém 99,5% de
sacarose e é composto de cristais de 0,6 mm em média. Acucar
para calda possui tamanho médio de cristal de O, 3 mm. O acucar
para sorvete é produzido moendo-se acucar branco em um moinho
especial para produzir um pdé fino.

[007] Existe também uma série de produtos de acucar
ndo brancos que incluem os seguintes:

(a) aclUcar de café é um cristal saboroso marrom em
grdos grandes que é produzido utilizando o xarope remanescente
apés a extracdo dos cristais de aclcar branco;

(b) aclcar bruto é um acucar granulado com cor de
palha produzido a partir de xaropes de sacarose que contém
alguma cor e sabor residual da planta de cana de acgucar - ele
é especialmente selecionado e manipulado para garantir um
produto higiénico;

(c) aclcar demerara ¢é um acucar bruto de alta
qualidade produzido a partir de xaropes selecionados qgue
fornece um rico sabor de caramelo ao alimento; e

(d) aclucar mascavo & um cristal tmido, com granulos
finos e saboroso produzido por meio de cristalizacdo adicional
dos xaropes de sacarose com coloracdo escura extraidos e
produzidos nas etapas de separagdo do processo de refino.

[008] 0 xarope remanescente apds a remocdo do acucar
é utilizado para fabricar xarope dourado e melaco. Esses
xaropes sdo fabricados de uma forma similar, com a diferenca
de gque o xarope dourado é descolorido, enquanto o melaco néo

o é.
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Composicdo da cana de acucar

[009] A composicdo de produtos e fluxos residuais de
cana de acucar é complexa e bastante variavel; em que a
composicdo quimica é determinada principalmente pela fonte
geografica da cana de acucar e pelo método de processamento.
A Figura 1, por exemplo, estabelece os elementos de composicdo
basicos para aglucar bruto e mascavo a partir das vinte fontes
comerciais a seguir:

- 1 a 4: actGcar bruto comercial marca 1;

- 5 a 8: aclcar mascavo comercial marca 1;

- 9: cristais de actcar de café marca 1;

- 10 e 11: actcar mascavo escuro marca 1;

- 12 a 15: acutucar bruto comercial marca 2;

- 17: actGcar bruto comercial marca 3;

~e

- 18: acucar bruto moido primario, amostra 1

- 19: actcar bruto moido primério, amostra 2

~e

- 20: actcar bruto moido primdrio, amostra 3.

[0010] Refino de produtos de acucar:

Melados e outros produtos do processo de refino de
aclcar, especialmente sucos e xaropes espessos, sdo misturas
de substancias complexas. Tipicamente, elas sdo de dificil
refino adicional e existem frequentemente substdncias nas
composicdes que envenenam materiais separadores padrdo.
Melados e os demalis sucos e xaropes espessos compreendem
tipicamente polifendis, polissacarideos, peptideos e
proteinas, minerais, acidos orgdnicos e mono e dissacarideos.

Melado, xarope dourado e melaco vém sendo utilizados
como alimento saudavel desde o inicio do Século XX e tem havido
reivindicacdes de que eles sdo boas terapias ou curas para uma

ampla variedade de disturbios. O sabor forte, entretanto,
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torna-os nédo palataveis ©para muitas pessoas e a alta
viscosidade de melado e melaco dificulta a sua manipulacédo e
incorporacdo a outros alimentos. AclUcares escuros, tails como
aclucar mascavo e mascavo claro, podem ser produzidos por meio
de pulverizacdo de melaco sobre acglUcar refinado branco. Devido
ao teor de aclcares redutores, corantes e umidade, estes
produtos terminados aglomerados na armazenagem sao
higroscépicos, o que limita o uso comercial e industrial e
descoloram muitos alimentos. Seria desejavel um aclcar com
altas quantidades de melado e produtos de fluxo residual de
moagem de acucar para promover a saude com reduzidas
propriedades higroscépicas, fluxo aprimorado e coloracgdo mais
clara.

[0011] Os demais produtos de refino de cana de
acucar, tais como bagaco e lodo de moagem, conhecidamente
incluem substédncias potencialmente Uteis, mas a sua natureza
até aqui intratdvel significou que eles normalmente sé&o
descartados na forma de residuo. Seria desejavel ter um método
de incorporacdo desses extratos de fluxo residual valiosos em
produtos terminados que incluem, mas sem limitar-se a aculcar.

[0012] O Pedido de Patente Internacional anterior
dos inventores n°® WO 2005/117608 ensina um método de extracdo
de extratos uteis dos produtos de fluxo residual e em
processamento de fabricacdo de acglcar. Os métodos descritos
naquele pedido produzem um extrato gque contém alto teor de
polifendis e que é Util para uso em métodos tais como o descrito
no Pedido de Patente Internacional n® PCT/AU2006/000769. Este
extrato, entretanto, nem sempre reflete a complexidade do
contetido da matéria prima.

[0013] Lista de abreviacdes
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BDL Abaixo do limite detectéavel

CE Equivalentes de catequina

DW Peso seco

GAE Equivalentes de &cido

GI Iindice glicémico

IC ou ICUMSA Comisséo Internacional de

Métodos Uniformes de Anadlise de Acucar

ME Microfiltragem

N/D N&o detectado

N/T N&o testado

XAD Separacdo de troca de ions.
[0014] Embora o relatério descritivo refira-se ao

uso da marca de resinas XAD, a presente invencdo ndo é limitada
a esta marca de resina e é possivel utilizar qualguer marca de
resina que possa ser empregada em separacdes de troca de ions.

Descricdo Resumida da Invencéo

[0015] A presente invencdo fornece extratos
derivados de cana de aglUcar e um processo de sua producgdo.

[0016] Segundo um primeiro aspecto da presente
invencdo, é fornecido um extrato derivado de cana de acucar
que possuil caracteristicas de reducdo de GI ou velocidade de
queima, em que o extrato compreende uma mistura de um ou mais
polifendis, um ou mais carboidratos, um ou mais minerais e um
ou mais &acidos organicos.

[0017] O nivel atual de polifendis no extrato de
cana de acucar dependerd do método preciso utilizado para a
sua fabricacdo e da batelada de cana de acucar utilizada como
matéria prima. Um extrato produzido utilizando XAD apds o
fracionamento por peso molecular, por exemplo, conteria de 15

a 30% de polifendéis em peso. Por outro lado, um extrato
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produzido wutilizando wultrafiltragem e microfiltragem (sem
nenhum XAD) conteria de 1 a 3% em peso de polifendis.

[0018] Em uma realizagdo preferida, os polifendis
no extrato de cana de aglUcar sdo selecionados a partir do grupo
que consiste de acido p-coumédrico, acido ferulico, acido
siringico, acido cafeico, acido clorogénico, (-)epicatequina,
apigenina, (+)catequina, quercetina, diosmina, rutina e suas
misturas.

[0019] O extrato de cana de aclUcar compreende
alguns carboidratos que aprimoram o seu sabor, mantendo ao
mesmo tempo as suas caracteristicas de reducdo de GI.
Tipicamente, o extrato compreende carboidratos tais como
monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos solUveis e insoluveis. o extrato pode também
conter mono, di, tri e oligossacarideos derivados de xilano,
tais como xilobiose, xilotriose e xilose. 0O extrato pode
incluir carboidratos que possuem caracteristicas de aumento de
GI, tais como sacarose e glicose. Entretanto, a quantidade de
carboidratos gque aumentam GI no extrato ndo é suficiente para
prejudicar significativamente as caracteristicas redutoras de
GI do extrato como um todo. Além disso, o extrato pode
compreender alguns carboidratos e manter a sua utilidade para
aplicacdes tais como redistribuicdo da composicdo do corpo,
conforme descrito no Pedido de Patente Internacional n°® PCT/AU
2006/000769.

[0020] O extrato de cana de aclUcar compreende
mineralis que incluem complexos minerais. Tipicamente, o0s
minerais s&o selecionados a partir de magnésio, potéassio,
calcio e suas misturas. Outros minerais que podem estar

presentes incluem anions tais como fosfato, sulfato e cloreto.
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[0021] O extrato de cana de aclUcar compreende
acidos organicos. Tipicamente, os acidos orgédnicos sé&o
selecionados a partir do grupo que consiste de acido c-
aconitico, acido citrico, éacido fosférico, acido glucdnico,
dcido mélico, &cido t-aconitico, &cido succinico, A&cido
ladctico e suas misturas.

[0022] Em uma realizacdo preferida, é fornecido
um extrato derivado de cana de acucar que possui
caracteristicas de reducdo de GI ou velocidade de queima, em
que o extrato é um pd gque compreende de 1, 5 a 2, 5% em peso
de um ou mais polifendis, 50 a 80% em peso de um ou mais
carboidratos, 1 a 3% em peso de um ou mais minerais e 1 a 3%
em peso de um ou mais &cidos orgdnicos.

[0023] Em uma outra realizacdo preferida, ¢é
fornecido um extrato derivado de cana de acucar que possuil
caracteristicas de reducdo de GI ou velocidade de gqueima, em
que o extrato é um xarope que compreende de 3,5 a 6 g de CE/1
de um ou mais polifendis, 80 a 220 g/l de um ou mais
carboidratos, 3 a 5,5 g/1 de um ou mais minerais e 3 a 6 g de
t-aconitico/l de um ou mais &cidos orgénicos.

[0024] Tipicamente, o extrato de acordo com a
presente invencdo compreende ainda componentes adicionais tais
como policosandis, fitoesterdis, 1lipidios, fosfolipidios,
proteinas, antioxidantes, fitoesterdis tais como 1-
octacosanol, campesterol, estigmasterol, B-sitoesterol,
oligossacarideos tais como rafinose, l-cestose, teanderose, 6-
cestose, panose, neocestose e nistose, alcoois aliféticos,
vitaminas, gomas e lipidios polares e neutros, flavonoides
(oito subgrupos: Flavondis (tais como quercetina, caempferol,

miricetina e isorramnetina); Flavonas (tais como luteolina,
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tricina e apigenina); Flavanonas (tais como hesperetina,
naringenina e anderiodictiol); Flavan-3-6is (tais como
catequina, galocatequina, epicatequina, epigalocatequina, 3-
galato de epicatequina, 3-galato de epigalocatequina e
teaflavina); Antocianidinas (tais como cianidina, delfinidina,
malvidina, pelargonidina, peonidina e petunidina) ;
Antocianosideos; Curcuminoides; e Proantocianinas) e seus
derivados, que 1incluem, mas sem limitar-se a conjugados
naturais e sintéticos tais como glicosideos, glucosideos,
galactosideos, galacturonideos, éteres, ésteres,
arabinosideos, sulfatos e fosfatos; aldopentoses (xilose,
arabinose), aldo-hexoses (manose), cetopentoses, ceto-hexoses
(frutose), cestoses, gomas soluveis, &lcoois alifédticos (e
complexos), ceras (e complexos), polissacarideos e fibras
(soltveis e insoluveis), oligossacarideos, compostos néo
nitrogenosos, complexos minerais (ferro orgédnico e outros
minerais), complexos fitoquimicos (qué incluem, mas sem
limitar-se a glucosideos, glicosideos, glicosilatos, ésteres,
glucopiranosideos etc.), clorofila, fitoesterdis (e
complexos), fitoestandis (e complexos), celuloses hidrolisadas
e fosfolipidios. O termo "policosandis", dentro do escopo da
presente invencdo, designa a familia de &lcoois aliféticos e
seus derivados, complexos ou anadlogos gque sdo encontrados
naturalmente na cana de acucar. Exemplos incluem dlcoois graxos
de cadeia longa tais como octacosanol, triacontanol,
dotriacontanol, tetracosanol, hexacosanol, tetratriacontanol,
hexatriacontanol e docosanol.

[0025] Em uma realizacdo preferida, o extrato é
um xarope derivado de melado e o extrato possui a composicédo

a seguir:
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Componente Faixa Pre fEi do |

Polifendia 3,5 = 4 = 5
g CE/1) 6,0 |

Antioxidante 1,2 - 1,5 - 1,8 |
(g GAE/1) 2,4 ]

Acidos | i - & 4 - 5
orgianicos tg/1}
(Acide t-aconitico)

Total de | i - 5,8 4 - 5
minerais (g/1)

Carboidratos an - 120 = 170
ﬁﬂ.ﬂ"l? 220

Cor 5 = 10 & — 8
(absorgdo a 420 nm)

Brix (graus) 15 - 27 20 - 24

[0026] A tabela acima refere-se a um extrato

preferido que existe no equipamento de fabricagdo. Este extrato
pode ser modificado antes da sua 1inclusdo em produtos
comerciais. Os niveis serdo alterados, por exemplo, a medida
que o extrato é concentrado para formar um xarope com Brix
mais alto ou um pdb. Todos esses extratos concentrados séao
incluidos no escopo da presente invencéo.

[0027] O extrato pode ser derivado de qualquer
produto deriva do de cana de acuUcar que inclui o processo de
moagem de cana de acucar, o processo de refino de cana de
acucar para fabricacdo de agucar e outros processos que utiliza
m produtos de cana de acglUcar tais como a fabricacdo de etanol
a partir de melados como parte da fabricacdo de rum. O extrato
pode ser derivado da matéria prima, produtos intermedidrios do
processo, subprodutos, produtos finais e fluxos de residuos.
O produto derivado de cana de aclUcar pode ser, por exemplo, ©
fluxo de alimentacdo de suco de cana de acucar bruto, suco
clarificado e xarope de suco concentrado, melaco, melado
(obtido de uma refinaria ou moinho primario), xarope dourado,
acucar mascavo, bagaco, BioDunder® (vinhaca), lixo de campo,

extremidades em crescimento, polpa, residuos de cana, medula
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e lodo de moagem. Preferencialmente, o extrato é derivado de
melado.

[0028] Em uma outra realizacdo, o extrato pode
ser uma combinacdo de extratos de produtos de cana de acucar
diferentes. O perfil fitoquimico desejado pode ser obtido, por
exemplo, por meio BioDunder® (vinhaca). Todos esses extratos
combinados encontram-se dentro do escopo da presente invencgdo.

[0029] As caracteristicas fisicas dos extratos de
acordo com a presente invencdo dependerdo da sua composicdo
quimica geral. Dependendo dos métodos de processamento
aplicados, o0s extratos podem ser concentrados por meio de
evaporagdo, gerando um xarope ou, alternativamente, o extrato
poderd ser totalmente seco para produzir um pd. Esta capacidade
de preparacdo de extratos que possuem propriedades fisicas
diferentes aumenta a utilidade <comercial dos extratos.
Dependendo das suas caracteristicas fisicas e composicéao
quimica, os extratos serdo apropriados para varias
utilizacdes.

[0030] Método de preparacdo dos extratos de
acordo com a presente invencdo

[0031] Em uma realizacdo preferida, o extrato é
produzido utilizando um método que compreende, como uma das
suas etapas, um fracionamento por tamanho e peso molecular.

[0032] O fracionamento por peso molecular mantém
no extrato final a mistura natural de fitoquimicos que existe
na proépria cana de acucar. Métodos anteriores utilizaram
processos de separacdo gue removeram a maior parte dos
carboidratos, minerais e 4cidos orgdnicos e o extrato
resultante n&o foi representativo do equilibrio natural que

existiu na cana de acucar.
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[0033] Os extratos de acordo com a presente
invencdo s&o derivados do produto de cana de acgucar,
preferencialmente melado dos processos de refino de cana de
acucar. O extrato pode ser obtido do produto de cana de aclucar
por meio de varios métodos ou combinacgdes de métodos, tais
como:

- extracdo com solvente e contracorrente, utilizando
solventes aquosos ou ndo agquosos;

- separagdo de componentes que se enquadram em uma
faixa de pesos moleculares especificos por meio de métodos de
processamento de exclusdo de tamanhos, tais como cromatografia
de permeacdo de gel ou ultrafiltragem; ou

- separacdo dos componentes com baixo e alto peso
molecular, utilizando métodos cromatograficos ou combinacdes
de métodos tais como cromatografia de troca de ions,
cromatografia hidrofdébica e cromatografia de troca de ions
utilizando eluicdo fracional por meio de aumento escalonado do
PH ou com solventes tais como etanol.

[0034] Os extratos ©podem ser adicionalmente
processados por meio de métodos padrao, tais como
microfiltragem, osmose reversa, permeacdo de gel, evaporacgdo
a vacuo e secagem por congelamento, secagem por pulverizacdo
e secagem por tunel.

Método de filtragem

[0035] Em uma realizacgdo preferida da presente
invencdo, o extrato é preparado por meio de um método que
compreende as etapas de:

a. aquecimento de uma solucdo do produto derivado
de cana de acucar;

b. ajuste do pH da solucgdo em >7;
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precipitacdo de sais da solucgdo ou matriz;

d. separacdo do precipitado da solugdo ou matriz;

e. fracionamento da solucdo ou matriz por
meio de ultrafiltragem ou processo similar para isolar extratos
desejados.

Método de permeacdo de gel

[0036] Em uma realizacdo preferida da presente
invencdo, o extrato é preparado por meio de um método de
permeacdo de gel que compreende as etapas de:

a. agquecimento de uma solucdo do produto derivado
de cana de aculcar;

b. ajuste do pH da solucdo em >7;

precipitacdo de sais da solucgdo ou matriz;

d. separacdo do precipitado da solucdo ou matriz;

e. passagem da solucdo ou matriz por uma coluna
cromatogrédfica e coleta de fracdes eluidas.

[0037] As condig¢bdes preferidas para as etapas (a)
a (d) s&o essencialmente as mesmas descritas com relacdo ao
método de filtragem. Tipicamente, a etapa (e) seria conduzida
sob uma temperatura de 15 a 25°C, preferencialmente 20 a 25°C.

Usos do extrato

[0038] Os extratos de acordo com a presente invencdo
representam produtos novos que sdo economicamente Uteis e podem
ser utilizados em uma ampla variedade de aplicacdes. Os
extratos descritos no presente podem ser utilizados em uma
capacidade terapéutica, a fim de tratar e/ou prevenir as muitas
condigdes que sdo consideradas reagcdes a antioxidantes,

incluindo, mas sem limitar-se a doencas cardiovasculares,
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arteriosclerose, hipertensdo, trombose, diabete do tipo 1T,
obesidade, deméncia, céncer, HIV AIDS, condicdes degenerativas
associadas ao envelhecimento, doencas causadas por lesdes
oxidativas e alteracdo da composicdo do corpo conforme descrito
no Pedido de Patente Internacional n°® PCT/AU 2006/000769.
Espera-se que esses extratos naturais sejam melhor absorvidos
e possam exibir eficacia aprimorada em comparacdo com fontes
convencionais dos componentes. Em populacdes que séo
consideradas "de alto risco" para CVD ou quaisquer dos
disttrbios relativos a oxidacao, contempla-se que as
composicdes e os alimentos aos quais os extratos séao
adicionados poderédo ser utilizados em programas de tratamento
primadrios, secunddrios e terciédrios.

[0039] As doses dos extratos variarao,
dependendo, entre outros fatores, do modo de fornecimento (ou
seja, como e em gqual alimento, bebida, nutracéutico, cosmético
ou farmacéutico sdo por fim incorporados), o tamanho e a
condicdo dos pacientes, o resultado a ser atingido, bem como
outros fatores conhecidos dos técnicos no assunto de aditivos
alimenticios e agentes medicinais. Também se reconhecerd que
o fornecimento de doses didrias muito maiores dos derivados
ndo ¢é prejudicial ao hospedeiro animal, pois o excesso
simplesmente passard através de canais de excrecdo normais.

[0040] A dose pode depender, por exemplo, da
reducdo desejada de GI. Para reduzir GI em aglucar, por exemplo,
o teor total de polifendis necessita variar de 25 a 30 mg/100
g de actcar. O extrato de acordo com a presente invencédo pode
ser utilizado para preparar os produtos com baixo teor de GI
descritos no Pedido de Patente Internacional n° WO 2005/117608,

que incluem aqueles em que o extrato é utilizado em conjunto

Peticdo 870210017097, de 22/02/2021, pag. 27/103



15/82

com outros compostos redutores de GI tais como galactose,
arabinose, cestose, oligofrutose ou celulose.

[0041] Os extratos de acordo com a presente
invencdo podem ser incorporados diretamente e sem modificacgdes
adicionais a um alimento, nutracéutico, cosmético ou bebida
por meio de métodos tais como mistura, infusdo, injecéo,
combinacdo, dispersdo, emulsificacdo, mistura com concha,
extrusdo, 1imersdo, pulverizacdo, revestimento e amassamento.
O extrato pode ser utilizado para impregnar ingredientes
alimenticios comumente utilizados tais como fibras (chicéria,
bagaco de cana de acglUcar e outras fibras de grau alimenticio)
e farinhas preparadas a partir de uma série de fontes de
cerealis. Alternativamente, estes extratos podem ser aplicados
diretamente sobre um alimento ou em uma bebida pelo consumidor
antes da ingestdo. Estes sdo modos de fornecimento simples e
econbmicos.

[0042] Os extratos de acordo com a presente
invencéao podem também ser incorporados em produtos
alimenticios, utilizando os sistemas de fornecimento descritos
no Pedido de Patente Internacional n® PCT/AU 2006/000761.

Formas de dosagem cosméticas e farmacéuticas

[0043] Contempla-se dentro do escopo da presente
invencdo que os extratos de acordo com a presente invencao
podem ser 1incorporados em varias preparacdes e formas de
dosagem farmacéuticas e cosméticas convencionais tais como
tabletes (planos e revestidos) para uso oral, bucal ou
sublingual, capsulas (duras e moles, gelatina, com ou sem
revestimentos adicionais), pds, grédnulos (incluindo grénulos
efervescentes), pelotas, microparticulas, solugdes (tais como

micelas, xaropes, elixires e gotas), pastilhas expectorantes,
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pastilhas, ampolas, emulsdes, microemulsdes, ungientos,
cremes, supositdérios, géis e emplastros transdérmicos, outros
métodos de fornecimento transdérmico que envolvem transporte
ativo e passivo, preparacdes de deposicédo, solugdes enterais,
preparacdes parenterais, solugdes intravenosas, formas de
dosagem de liberacdo modificadas Jjunto com excipientes
costumeiros e/ou diluentes e estabilizantes.

[0044] Os extratos podem também ser impregnados,
misturados, emulsificados, pulverizados ou revestidos sobre
veiculos tais como celulose, metilcelulose, dextrose,
ciclodextrose, ciclodextrina, maltitol, fibra e fibra que
contém biocativos para aprimorar o fornecimento. O fornecimento
pode também ser aprimorado com uma sSérie de tensoativos,
lipidios, complexos, solventes e sistemas de fornecimento
farmacéutico co-solventes conhecidos na técnica farmacéutica
para aumentar a biodisponibilidade, absorcdo e eficéacia.

Alimentos/bebidas/nutracéuticos

[0045] Da forma utilizada no presente, o termo
"alimento" ou "produto alimenticio" inclui qualquer produto
comestivel, tal como, mas sem limitar-se a confeitos,
suplementos, lanches (doces e saborosos), alimentos que contém
cacau, aromatizantes, bebidas, suplementos alimenticios e
formulacdes gque incluem suplementos utilizados em sautude e
nutrigcdo animal. Ingredientes adicionais desejados no produto
alimenticio resultante podem ser adicionados em qualquer ponto
do processo. Em uma realizacdo da presente invencdo, o0s
extratos encontram-se na forma de xaropes due podem ser
utilizados como substitutos para xaropes de milho com alto
teor de frutose e glicose regular de trigo, milho, agave,

stevia etc., como uma opgdo com Indice Glicémico (GI) mais
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baixo.

[0046] Os extratos de acordo com a presente
invencdo podem ser incorporados em alimentos, bebidas e
nutracéuticos, que incluem, manteiga, sem limitacdes, o0s
seguintes:

- produtos alimenticios: tais leite e outras bebidas
lacteas, como queijos, espalhantes e misturas lacteas, sorvete
e ilogurte;

- produtos com base em gordura: tais como margarinas,
espalhantes, maionese, coberturas, o6éleos de cozimento e de
fritura e molhos;

- produtos com base em cereais: que compreendem graos
(tais como pdo e massas), sejam esses produtos cozidos, assados
ou processados de outra forma;

- confeitos: tais como chocolate, doces, goma de
mascar, sobremesas, coberturas ndo lacteas, sorvetes, gelos e
outras coberturas;

- produtos de nutricdo esportiva, que incluem péds,
misturas prévias, sucos, barras energéticas, bebidas
isotdénicas e gelatina, geleias de pectina ou com base em amido;

- bebidas: quentes ou frias (bebidas com base em
extratos de café, chéa, cacau, cereal, chicdéria e outras
plantas), alcodlicas ou ndo alcodlicas, incluindo colas e
outros refrigerantes, sucos, suplementos alimentares, misturas
prévias instantdneas e bebidas de substituicdo de refeicdes;

- produtos diversos: incluindo ovos e produtos de
ovos, alimentos ©processados tais como sopas e massas
previamente preparadas.

[0047] De forma similar, ingredientes com grau

alimenticio tais Ccomo fibra soluvel (tais como
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oligofrutossacarideo), fibra insoltvel (tal como fibra de cana
de aclcar, farelo de aveia), farinha, amido, amido modificado,
gelatina ou outros alimentos, ingredientes farmacéuticos ou
cosméticos impregnados com o extrato de acordo com a presente
invengcdo ou que o contém podem produzir um ingrediente
alimenticio Unico com niveis mais altos de polifendis,
policosandis, fitoesterdis e outros fitoquimicos derivados de
cana de aclUcar. O fornecimento pode também ser aprimorado com
uma série de tensoativos, lipidios, emulsificantes, complexos,
solventes e sistemas de fornecimento de alimentos e cosméticos
co-solventes conhecidos na técnica para aumentar a disperséo,
absorcdo e eficéacia.

[0048] O extrato de acordo com a presente
invencdo ¢é ©particularmente Util para aumentar o teor
fitoguimico ativo de produtos de café sem aumento do amargor.
A torracdo de grdos de café causa o desenvolvimento da grande
série de sabores de café desejados. A torracdo também causa o
sabor amargo do café, que é relacionado ao aumento do nivel de
antioxidantes lactonas de &cido clorogénico e fenilindanos.
Quanto mais grdos de café sdo torrados, mais lactonas
clorogénicas e fenilindanos s&o produzidos. O extrato de acordo
com a presente invencdo pode ser utilizado para aumentar o
nivel de fitoquimicos ativos (tais como polifendis) em produtos
de café que elaboram os produtos de café Uteis para aplicacdes
tais como as descritas no Pedido de Patente Internacional n°
PCT/AU 2006/00076.

[0049] A presente invencéao inclui produtos
alimenticios que compreendem um extrato de acordo com a
presente invencdo isoladamente como o ingrediente ativo ou em

combinacdo com outros ingredientes ativos.
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Produtos com baixo GI

[0050] Em uma aplicacéo particularmente
preferida, os extratos de acordo com a presente invencdo podem
ser utilizados em uma estratégia de formulacdo dirigida a
reducdo de GI. O extrato de acordo com a presente invencdo
pode ser utilizado para preparar produtos com baixo GI, tais
corno os descritos no Pedido de Patente Internacional n° WO
2005/117608, mas que contém um teor de antioxidante mais alto
e melhor sabor que os extratos exemplificados naquele relatdrio
descritivo. Os extratos de acordo com a presente invencdo na
forma de um extrato liquido podem ser pulverizados sobre acucar
padrédo (seja derivado de cana de aclUcar ou de beterraba) para
produzir um aclUcar com baixo GI. Os extratos de acordo com a
presente invencdo na forma de um extrato liquido podem também
ser pulverizados sobre outros veiculos, tais como farinha,
amido ou fibra, de forma a aumentar os niveis de biocativos
nesses ingredientes alimenticios. O extrato utilizado para
esta aplicacdo contém preferencialmente teor de sacarose
suficiente para assistir a adesdo do extrato aos cristais de
acucar padrdo e para minimizar a obstrucdo do sabor do acucar.

[0051] Para um produto com baixo GI, é preferivel
ter baixos niveis de glicose. O teor de glicose do melado ou
outros produtos gerados no fluxo de processamento de aclcar
pode ser reduzido utilizando enzimas tais como glicose oxidase
(GO) que digerem glicose. Os técnicos no assunto saberdo que
uma combinacdo de glicose oxidase e catalase é tipicamente
utilizada para garantir a remocdo de todo o perdxido de
hidrogénio e a utilizacdo pela GO do oxigénio para reduzir os
niveis de glicose. O método de acordo com a presente invencéo

pode também incorporar qualquer outro método de reducdo de
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glicose no melado e outros produtos gerados no fluxo de
processamento que ¢é reincorporado em seguida no processo de
fabricacédo para reduzir o GI do produto de acucar ou utilizado
isoladamente como um alimento, suplemento alimenticio ou
produto farmacéutico. Este pode incluir, mas sem limitar-se a
fermentacdo ou incentivo da digestdo de glicose por meio de
outras reacdes quimicas e/ou térmicas antes, durante ou depois
dos processos de ultrafiltragem e troca de ions. Xarope de
afinacdo e outros processos de refino de aclUcar ou fluxos de
residuos que contém pequenas quantidades de acucares redutores
sdo fontes particularmente Uteis como estoques de alimentacédo
para a elaboracdo de produtos com baixo GI. Os subprodutos de
fermentacdo e destilacdo também sdo estoques de alimentacéao
Uteis.

[0052] O método de acordo com a presente invencdo
pode também ser utilizado para preparar métodos e produtos
descritos no presente produtos Pedido invencdo pode para uso
nos de Patente Internacional n® WO 2005/117608 ou no Pedido de
Patente Internacional n® PCT/AU 2006/00076.

Processo de refino

[0053] Conforme um segundo aspecto da presente
invencdo, é fornecido um processo de producdo de um extrato de
cana de aclUcar, que compreende as etapas de:

a. aquecimento e diluic¢cdo de um produto derivado
de cana de aclUcar até que a viscosidade da solugcdo ou matriz
resultante seja menor ou igual a cerca de 0,1 Pa-'s (100
centipoise) sob uma temperatura na faixa de 40 a 60°C;

b. (i) centrifugacdo do produto da etapa (a);

ou, alternativamente,

b. (ii) ajuste do pH do produto da etapa (a) com
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uma base;

c. aquecimento do produto da etapa (b) até uma
temperatura na faixa de 70 a 80° C e, em seguida, sua manutencéo
aquela faixa de temperatura por um periodo de tempo até a
formacdo de um precipitado de sais de calcio e magnésio
insoluveis;

d. remocdo do precipitado e material particulado
grande do produto da etapa (c); e

e. tratamento do produto da etapa (d) com um
fracionamento por peso molecular e tamanho para isolar extratos
desejados.

[0054] Preferencialmente, a temperatura
utilizada na etapa é de cerca de 50°C. Preferencialmente, a
viscosidade atingida encontra-se na faixa de 0,05 a 0,1 Pa s
(50 a 100 centipoise). Tipicamente, utiliza-se &gua para a
diluicdo na etapa (a). Quando o produto derivado de cana de
acucar for melado, é tipicamente utilizada uma razdo de 1:0,8
a 1,2 entre melado e &gua para fornecer a razdo desejada. A
viscosidade preferida pode também ser ajustada por meio de
medicdo de Brix, em que a faixa é preferencialmente de 30 a 50
Brix e, de maior preferéncia, de 35 a 45 Brix.

[0055] Preferencialmente, ao ajustar-se o pH como
na etapa (b) (i), o pH final encontra-se na faixa de 7, 2 a 9,
5. 0 ajuste do pH pode ser realizado utilizando qualguer base
apropriada, tal como hidrdéxido de sbédio, carbonato de sdédio
(NazC03), carbonato de potassio (K2C03), borbulhamento com
didéxido de carbono gasoso (COz) ou uma combinacdo de todos os
acima. Preferencialmente, o ajuste do pH ocorre utilizando uma
solucdo de hidréxido de sdéddio.

[0056] Preferencialmente, ao centrifugar-se o
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diluente, este ¢é conduzido wutilizando wuma centrifuga de
desobstrugdo continua, em que o sobrenadante ¢é processado
diretamente através de uma membrana cerdmica ou de aco
inoxidavel (tipicamente, 0,10 micron a 1,5 micron,
preferencialmente 0,1 a 0,5 micron) utilizando uma pressdo de
cerca de 4 Bar (0,4 MPa), velocidade de fluxo de cerca de 30
a 100 1/hora e sob temperatura de 30 a 60°C, preferencialmente
35 a 50°C.

[0057] Preferencialmente, a temperatura da etapa (c)
¢ de cerca de 75°C. Preferencialmente, o periodo de tempo
encontra-se na faixa de dez a trinta minutos, de maior
preferéncia cerca de vinte minutos.

[0058] Quando necessario para o equipamento
utilizado na etapa (d), a mistura da etapa (c) é resfriada
antes da etapa (d).

[0059] A etapa (d) pode ser atingida utilizando
qualguer método conhecido dos técnicos no assunto para remocdo
de um precipitado. Tipicamente, ela é conduzida utilizando uma
centrifuga de desalojamento ou outros métodos de filtragem que
incluem terra diatomédcea, musselina fina ou material similar.
A mistura pode passar, por exemplo, através de uma membrana
cerdmica ou de aco inoxidavel (0O, 10 micron a 1, 5 micron,
preferencialmente 0,1 a 0,5 micron) utilizando uma pressdo de
4 Bar (0,4 MPa), velocidade de fluxo de 30 a 100 1/hora e
temperatura de 30 a 60°C, preferencialmente 35 a 50°C. O retido
(tipicamente, o precipitado da etapa (d) e material particulado
grande) é descartado (tipicamente apds lavagem com agua que
possui pH na faixa de 7,2 a 7,5) e permeado é recolhido. Em
algumas aplicagdes, o retido ndo é lavado, mas é completamente

descartado. Alternativamente, centrifugacdo continua sob alta
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velocidade poderd ser utilizada para remover o precipitado e
material particulado grande.

[0060]Em uma realizacdo preferida, a etapa (e) é
realizada utilizando um ou mais filtros de fracionamento ou
membranas selecionadas a partir do grupo gue consiste de
ultrafiltragem, nanofiltragem e suas misturas, para isolar
extratos desejados. Os filtros ou membranas de fracionamento
sdo conhecidos dos técnicos no assunto de processamento de
alimentos. O produto da etapa (d), por exemplo, pode ser
tratado por meio de sua passagem através de uma combinacdo de
membranas de ultrafiltragem (UF) enroladas em espiral com uma
exclusao de tamanho na faixa de 100kDa a 1kDa,
preferencialmente de 30kDa a 50kDa e/ou lkDa. Fracionamento
adicional pode ser atingido em seguida com uma membrana de
nanofiltragem de 0,5kDa. Os técnicos no assunto saberdo que a
selecdo de membrana utilizada dependerd do produto final
desejado, velocidade de fluxo, pH, pressédo, temperatura e
eficiéncia ao longo de uma série de condigdes.

[0061] Tipicamente, a etapa (e) incluiréa
diafiltragem e tanto o retido gquanto o permeado serdo
recolhidos. Tipicamente, a etapa (e) ocorrerd sSob uma
temperatura na faixa de 30 a 60°C, mais tipicamente 35 a 50°C.

[0062] Em uma outra realizacdo da presente
invencdo, a etapa (e) é realizada utilizando permeacdo de gel.

[0063] Em uma realizacdo da presente invencdo, a
etapa (e) é seguida por etapas de refino adicionais que podem
incluir troca de ions, cromatografia hidrofdébica com
ultrafiltragem ou nanofiltragem adicionais, permeacdo de gel
ou osmose reversa.

[0064] O produto derivado de cana de aclUcar
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utilizado como material inicial para este processo pode ser
qualquer produto derivado de cana de acucar, incluindo produtos
do processo de moagem de cana de aclUcar, processo de refino de
cana de aclUcar para a fabricacdo de acglUcar e outros processos
que utilizam produtos de cana de acglUcar tais como a fabricacéo
de etanol a partir de melados como parte da fabricacdo de rum.
O produto derivado de cana de acguUcar pode ser matéria prima,
produtos intermedidrios do processo, subprodutos, produtos
finais e fluxos de residuos. O produto derivado de cana de
acucar inclui, por exemplo, o fluxo de alimentacdo de suco de
cana de acucar bruto, xarope clarificado e xarope concentrado,
melaco, melado (moagem primdria e refinaria), xarope dourado,
acucar mascavo, bagaco, Vinhaca, lixo de campo, cortes de cana,
medula, extremidades em crescimento, polpa e lodo de moagem.
Preferencialmente, o produto derivado de cana de acucar é
melado.

[0065] O uso de xarope de afinacdo, melado ou
outros produtos residuais do processo e refino como material
de partida fornece um retido apds o uso de uma membrana de 30
kDa que contém polifendis grandes, polissacarideos, peptideos
e proteinas e o permeado conterd polifendis menores, minerais,
dcidos orgdnicos e mono, di e polissacarideos. O processo de
acordo com a presente invencdo permite a producdo de um extrato
de melado que contém até cerca de 90% dos antioxidantes
contidos do melado original. O permeado pode ser adicionalmente
tratado em seguida utilizando troca de ions, resina hidrofdbica
ou ultrafiltragem adicional para produzir um extrato que contém
o perfil desejado de polifendis, minerais, acidos orgénicos e
carboidratos. Utilizando o processo de acordo com a presente

invencdo, é possivel minimizar qualquer efeito prejudicial da
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resina, pois as substdncias que envenenariam a resina foram
substancialmente reduzidas.

[0066] Os filtros ou membranas de fracionamento
sdo capazes de separar o material recolhido na etapa (e) em
uma série de xaropes de aclUcar funcionais que contém uma série
de polifendis conforme especificado anteriormente e diferentes
razdes de sacarose, glicose e frutose em combinagdo com uma
mistura de minerais (tais como magnésio e potassio) em razdes
similares as de suco de cana de aglUcar natural, dependendo do
estoque de alimentacdo inicial.

[0067] Os xaropes recolhidos utilizando o método
de acordo com a presente invencdo podem ser empregados como
adocantes funcionais em Dbebidas, sorvetes e confeitos
congelados e em produtos de confeitaria que incluem, mas sem
limitar-se a fondants, nlUcleos de creme fondant para produtos
de chocolate, trufas, caramelos, doces, gelatina, gomas e
geleias com base em amido e pectina e doces e caramelos com
alta ebulicdo. Esses xaropes podem também ser utilizados em
qualquer aplicacdo alimenticia em que s&o utilizados xaropes
de glicose com base em trigo ou milho ou xaropes de glicose
com alto teor de maltose. O processo de fracionamento pode ser
manipulado de forma que a razdo entre monossacarideos e
sacarose seja suficiente para inibir a <cristalizacdo de
sacarose nessas aplicacgdes. Os xaropes, embora funcionem como
adocantes e inibidores da cristalizacdo, podem também fornecer
propriedades antioxidantes e minerais naturais adicionais aos
produtos.

[0068] Em uma realizacdo da presente invencdao,
apds a recuperacdo das fracdes do método de acordo com a

presente invencdo, elas podem ser adicionalmente concentradas
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por meio de uma combinacdo de nanofiltragem que
preferencialmente remove &nions monovalentes, osmose reversa
e/ou processos tradicionais de evaporacdo em alto vacuo. o
teor final de sbélidos dos xaropes pode variar de 65% a 80% p/v
com atividades em adgua na faixa de 0,2 a 0,3. Esta concentracdo
adicional pode resultar em xaropes gue possuem uma vida util
de até seis meses quando armazenados sob condic¢des apropriadas,
tais corno de 5 a 25°C.

[0069] O método de acordo com a presente invencédo
pode também ser utilizado para a preparacdo de produtos para
uso nos métodos e produtos descritos no Pedido de Patente
Internacional n°® WO 2005/117608 ou no Pedido de Patente
Internacional n°® PCT/AU 2006/00076. o Pedido de Patente
Internacional n® WO 2005/117608 descreve um método de
preparacdo de um produto com baixo GI que utiliza
ultrafiltragem com uma membrana de 300 kDa e extracdo de
solvente, mas este processo extrai somente cerca de 50% dos
antioxidantes presentes no produto de cana de aglucar. O método
de acordo com o segundo aspecto da presente invencdo recupera
um percentual mais alto dos antioxidantes presentes no produto
de cana de aculcar.

[0070] O método de acordo com a presente invencédo
pode ser utilizado para refinar extratos fitoquirnicos obtidos
de outras fontes.

[0071] Segundo um terceiro aspecto da presente
invencdo, ¢é fornecido um método de refino de um extrato
fitoguimico que compreende as etapas de:

(a) aquecimento e diluicdo de um fitoguimico que
contém extrato até que a viscosidade da solucdo ou matriz

resultante seja menor ou igual a cerca de 0,1 Pa s (100
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centipoise) em uma temperatura na faixa de 40 a 60°C;

(b) (i) centrifugacdo do produto da etapa(a);

ou, alternativamente;

(b) (ii1i) ajuste do pH do produto da etapa (a) com
uma base;

(c) aquecimento do produto da etapa (b) até uma
temperatura na faixa de 70 a 80°C e, em seguida, manutencéo
aquela faixa de temperatura por um periodo de tempo até a
formacdo de um precipitado de sais de cédlcio e magnésio
insoltveis;

(d) remocdo do precipitado e material particulado
grande do produto da etapa (c); e

(e) tratamento do produto da etapa (d) com um
fracionamento por peso molecular e tamanho para isolar extratos
desejados.

[0072] O extrato fitogquimico pode ter como fonte uma
série de fontes vegetais das quais sabe-se que podem ser
extraidos fitoquirnicos tais como polifendis. Fontes tipicas
incluem, mas sem limitar-se a grdos de cacau, residuos de cha,
cascas de vagens, grdos de café, residuos de café, bagaco de
uva, cereais (tais como cevada, trigo sarraceno, milho, milho
branco, aveia, arroz, centeio, sorgo, trigo), legumes (tais
como feijdes e oleaginosas), nozes (tais como améndoas, nozes
de areca, castanhas de caju, avelds, amendoins, pecds, nozes),
oleaginosas (tais corno colza, canola, soja, borragem, semente
de algoddo, primavera noturna, semente de linho, sementes de
gergelim, girassol, &éleo de oliva, 6leo de palma, 6leo de
farelo de arroz), frutas (tais como bagas, drupas, pomos,
frutas tropicais), legumes (tais como cenouras, cebolas,

pastinaca, batatas, beterraba, batata doce, aspargo, aipo,
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endivia, alface, espinafre, abacate, tomate, pimenta), bebidas
(tais como chéa, café, cacau, cerveja, vinho, cidra) e produtos
herbaceos (tais como equindceas, ginseng, ginkgo biloba, erva
de Sé&o Jodo, valeriana, kava kava, palmito da Flérida,
cimifuga, garra do diabo, hidraste, crataegos, gengibre,
alcacuz, cardo mariano).

[0073] Estes extratos ricos biocativos podem ser
utilizados para aumentar o nivel de bioativos em uma série de
produtos alimenticios tais como sucos de frutas e frutas secas
e processadas. Um exemplo de sistema de fornecimento que pode
ser utilizado com estes extratos é descrito no Pedido de
Patente Internacional n°® PCT/AU 2006/000761.

Breve Descricédo das Figuras

[0074] A Figura 1 exibe a composicdo de vinte
aclcares brutos e mascavos comerciais.

[0075] A Figura 2 exibe a anadlise do extrato
obtido apdés a filtragem por membrana de melado, Grupo 1 do
Exemplo 4.

[0076] A Figura 3 exibe a andlise do extrato
obtido apdés a filtragem por membrana de melado, Grupo 1 do
Exemplo 4.

[0077] A Figura 4 exibe a analise do extrato
obtido apdbdés a filtragem por membrana de melado, Grupo 2 do
Exemplo 4.

[0078] A Figura 5 exibe a analise do extrato
obtido apdés a filtragem por membrana de melado, Grupo 2 do
Exemplo 4.

[0079] A Figura 6 exibe a filtragem de gel de
melado sobre Bio-Gel P-2 que exibe A420 e a atividade

antioxidante para a Conducdo 3 do Exemplo 6.
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[0080] A Figura 7 exibe a filtragem de gel de
melado sobre Bio-Gel P-2 que exibe A420 e o total de fendlicos
para a Conducdo 3 do Exemplo 6.

[0081] A Figura 8 exibe a filtragem de gel de
melado sobre Bio-Gel P-2 que exibe A420 e sacarose para a
Conducdo 3 do Exemplo 6.

[0082] A Figura 9 exibe a filtragem de gel de
melado sobre Bio-Gel P-2 que exibe A420 e glicose + frutose
para a Conducdo 3 do Exemplo 6.

[0083] A Figura 10 é uma fotografia do
fracionamento de melado obtido sobre Bio-Gel P-2 (Conjuntos 1
a 5 do Exemplo 6).

[0084] A Figura 11 exibe a filtragem de gel de
melado sobre Bio-Gel P-2 que exibe perfis A420 utilizando
tampdo de formato e acetonitrila com pH 5,0 e tampdo Tris HC1
com pH 7,5 do Exemplo 6.

[0085] A Figura 12 exibe a comparacdo dos tracgos
de UV dos extratos da extracdo com acetato de etila (fracéo
dcida) (trago preto) e a extracdo com SPE (60% MeOH (traco
vermelho) da amostra unida por XAD a 280 nm (a), 320 nm (b) e
370 nm (c) do Exemplo 7.

[0086] A Figura 13 exibe as concentracdes de
compostos selecionados nas trés amostras pesquisadas conforme
determinado por meio de RP-HPLC com detecgcdo de UV. Os
resultados foram obtidos por meio de expressdo contra uma curva
de calibragem externa de adcido p-coumarico. Fatores de resposta
individuais ndo foram calculados a partir do Exemplo 7.

[0087] A Figura 14 é um resumo das informacdes
produzidas ©pelos experimentos de LC-MS para compostos

selecionados a partir do Exemplo 7.

Peticéo 870210017097, de 22/02/2021, pag. 42/103



30/82

[0088] A Figura 15 exibe os cromatogramas de ions
MS/MS especificos de produto e SRM que exibem tricina e
compostos que contém tricina detectados no extrato de XAD-
acido do Exemplo 7.

[0089] A Figura 16 exibe o cromatograma de ions
MS/MS especifico de produtos (parental m/z 299) que exibe
varios compostos que contém diosmetina no extrato de XAD-acido
do Exemplo 7.

[0090] A Figura 17 exibe a composicdo de fluxos de
processamento de aglUcar da Batelada 1 do Exemplo 9.

[0091] A Figura 18 exibe a composicdo de fluxos
de processamento de aglcar da Batelada 2 do Exemplo 9. A Figura
19 exibe a composicdo de fluxos de tangque de tampdo em
diferentes bateladas do Exemplo 9.

[0092] A Figura 20 exibe a composicdo de fluxos
de lodo de moagem em diferentes bateladas do Exemplo 9.

[0093] A Figura 21 exibe a composigdao de
filtrados de lodo de moagem em diferentes bateladas do Exemplo
9.

[0094] A Figura 22 exibe a composicdo de extratos
de lodo de moagem em diferentes bateladas do Exemplo 9.

[0095] A Figura 23 exibe a composicdo de fluxos
de melado em diferentes bateladas do Exemplo 9.

[0096] A Figura 24 exibe a composicdo de aclcares
brutos em diferentes bateladas do Exemplo 9.

[0097] A Figura 25 exibe a composicdo de fracdes
de melado por meio de ultrafiltragem de membranas do Exemplo
9.

[0098] A Figura 26 exibe a composigdo de extratos

de lodo de moagem em diferentes bateladas do Exemplo 13.
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Exemplos

[0099] Varias realizacdes e aspectos da presente
invencdo serdo agora descritos com referéncia aos exemplos néo
limitadores a seguir.

Exemplo 1

[00100] Neste exemplo, melado foi tratado
utilizando o método de acordo com o segundo aspecto da presente
invencéao.

Método

[00101] Etapa 1: melado foi diluido com &gua em
uma razdo 1:1, teve o seu pH ajustado em 7,2 com solucédo de 5%
NaOH e foi aquecido a 75°C. A mistura foi mantida em repouso
por trinta minutos a 75°C até a formacdo de um precipitado de
sals de Ca e Mg.

[00102] Etapa 2: a mistura da etapa (1) passou
através de uma membrana cerdmica ou de aco inoxidavel com um
tamanho de poros de 0,1 a 0,5 micron sob uma temperatura de 35
a 50°C e o retido de sais de Ca e Mg insollveis e material
particulado grande do melado foi descartado.

[00103] Etapa 3: o permeado da etapa (2) passou
através de uma membrana de ultrafiltragem de 30 kDa sob uma
temperatura de 35 a 50°C, o retido foi diafiltrado e o retido
(R1) e o permeado (Pl) foram recolhidos. O retido (R1l) continha
polifendéis grandes, polissacarideos, peptideos, proteinas etc.
e o permeado (Pl) continha polifendis menores, minerais, acidos
orgédnicos, mono e dissacarideos. O retido (R1l) foi colocado de
lado para trabalho adicional posterior.

[00104] Etapa 4: o permeado Pl passou através de
uma resina hidrofdébica e todo o material desunido foi retirado

por meio de lavagem com agua. O eluente (El) foi recolhido e
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concluiu- se que ele contém acgucares, Aacidos orgénicos,
polifendis e minerais.

[00105] Etapa 5: o material wunido (hidrofdbico)
sofreu dessorcdo com etanol (70% v/v). Concluiu-se que O
eluente dessorvido recuperado (E2) contém polifendis, alguns
minerais, componentes menores etc. O etanol foil removido por
meio de destilacdo e condensagcdo e o concentrado aquoso
restante foi seco por congelamento para produzir um pd de
polifenol (PP1l).

[00106] Etapa 6: em uma realizacdo adicional, o
eluente E2 passou em seguida através de uma membrana de
ultrafiltragem de 0,5 kDa e o retido (R2) foi diafiltrado. o
produto recuperado continha polifendéis e foi concentrado por
meio de secagem por congelamento para gerar um pbd (PP2).

[00107] Etapa 7: o eluente El passou através de
uma membrana de ultrafiltragem de 0,5 kDa, foi diafiltrado e
o retido R3 foi recolhido. O retido R3 foil concentrado em
seguida por meio de evaporacdo, gerando um PL1 ligquido rico em
polifendéis (que poderad ser utilizado para pulverizacdo sobre
aclucar para enriquecer o teor de antioxidantes e fabricar um
acucacrom baixo GI, de acordo com WO 2005/117608) ou,
alternativamente, totalmente seco para produzir um pd
enriquecido com polifendis PP2. O permeado de O, 5 kDa P2 foi
recolhido e concentrado para recuperar um xarope de acgucar SY1
enriquecido em polifendis, antioxidantes e minerais.

[00108] Etapa 8: em uma outra realizagdo, o
material gque passa através da membrana inicial cerdmica ou de
aco inoxidavel foi tratado sobre uma membrana de 0,5 kDa,
produzindo um retido que foi diafiltrado para produzir R3.

Descobriu-se que este retido contém de 80 a 90% dos polifendis
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originais e antioxidante do melado e 60 a 90% da sacarose, mas
tem significativamente esgotados frutose, glicose e céations
monovalentes. Este retido foi concentrado por meio de
evaporagdo e podera também ser utilizado para pulverizacéo
sobre aclcar para enriquecer o teor de antioxidantes e fabricar
um acuUcar com baixo GI de acordo com WO 2005/117608 ou,
alternativamente, totalmente seco para produzir um pd
enriquecido em polifendis PP2. O permeado deste processo
possuila uma composicdo muito similar a exibida para SY1.
Resultados Tabela 1

Composicdo de Xarope de Permeado de Membrana de 30

kDa (P1)

Componente Concentracio

| Sacarose 420 - 480 g/litro
Glicose 100 - 140 g/litro
Frutose 100 - 140 g/flitro
Folifendis 12 - 16 g/CE/litro
Entioxidantes 4 = 5,5 gfGAE/litro
Cdlcio 2864 mg/l
Magnésio 1510 mg/1
Potassic 12895 mg/l
Sédio 194 mg/l

[00109] Tipicamente, os monossacarideos, glicose

e frutose constituem de 25 a 35% do total de acucares das
fracdes recuperadas de 30 kDa e existem em uma razdo de 68:
16: 16 (média) para sacarose, glicose e frutose. Esta razédo é
similar a qgue ocorre nos melados originais, mas possui
coloracgédo significativamente reduzida (cerca de 27 a 30%). Os
niveis de cédlcio e magnésio também sdo significativamente
reduzidos com relacdo aos do melado original. Apenas 40 a 50%
dos polifendis de melado original s&o recuperados nesse xarope,
mas encontram-se em uma faixa e perfil diferentes (que séo

menores) que os encontrados no melado original.
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Tabela 2

Composicdo de Xarope a Partir de Retido de 0,5 kDa

(PL1)
Componente Concentracgao
Sacarose 480- 520 g/litro
Glicose 80 -120 g/litro
Frutose 800- 120 g/litro
Polifendis |16- 25 g/CE/litro
Antioxidantes| 5 9 g/GAE/litro
Calcio 2003 mg/1
Magnésio 1118 mg/1
Potéassio 8002 mg/1
Sédio 114 mg/1
[00110] Os monossacarideos, glicose e frutose

representam de 20 a 30% do total de acucares do retido de 0,5
kDa PL1.
Tabela 3

Composicdo de Xarope a Partir de Permeado de 0,5 kDa

(SY1)

Componente Concentracgao
Sacarose 80 - 120 g/litro
Glicose 280 - 320 g/litro
Frutose 280 320 g/litro

Polifenéis |12 - 15 g/CE/litro

Antioxidantes|3,5 - 7 g/GAE/litro

Céalcio 560 mg/1
Magnésio 333 mg/1
Potéassio 6226 mg/1

Sédio 98 mg/1l
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[00111] Os monossacarideos, glicose e frutose
representam de 80 a 88% do total de actcares em SY. E evidente
a partir destes resultados que pode ser extraido do melado um
xarope de aglUcar com alto teor de glicose e frutose. O método
de acordo com a presente invencdo permite, portanto, a producédo
de um xarope de acucar valioso que pode ser utilizado em
produtos alimenticios e obtém importéncia adicional de um
produto de residuo.

[00112] Em um processo alternativo, as etapas 4 e
5 foram omitidas e o permeado com 30 kDa (Pl) foi tratado de
acordo com a etapa 6 acima.

Conclusao

[00113] Este exemplo demonstra claramente gque um
estoque de alimentacdo dificil, tal como melado, pode ser
fracionado por meio de filtragem de membrana e cromatografia
de troca de ions, a fim de produzir fracdes que sdo ricas em
polifendéis e antioxidantes em associacdo com niveis variéaveis
de mono e dissacarideos e cations mono e divalentes.

[00114] Por meio da combinacdo de filtragem de
membranas utilizando membranas de 30 kDa e O, 5 kDa, melado
bruto de cana ou beterraba pode ser fracionado em xaropes de
acucar que diferem na composicdo de sacarose, glicose, frutose,
minerais, dnions e cdtions mono e divalentes tais como Cl, S04,
PO4, acidos orgédnicos (tais como acidos eis e trans aconitico,
citrico e malico) e polifendis (4cidos fendlicos, flavondides,
antocianinas, antocianidinas etc.).

[00115] Estes xaropes podem ser utilizados
individualmente ou combinados para produzir uma série de
adocantes funcionais ricos em minerais e polifendis (atividade

antioxidante) para uso em uma ampla variedade de sistemas
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alimenticios. Utilizando a filtragem por membrana de melado,
produtos com teor reduzido de minerais livres de material
particulado grande podem ser utilizados como estoque de
alimentacdo para fracionamento adicional sobre resinas
tipicamente utilizadas para troca de ions e cromatografia
hidrofdébica. Esse estoque de alimentacdo melhora o desempenho
(menos envenenamento e vida Util mais longa) dessas resinas.
Desta forma, podem ser produzidos xaropes adocantes
diferenciados e refinados adicionais e pds com alto teor de
polifendis que possuem ampla aplicacéo em Sistemas
alimenticios e para uso como nutracéuticos.

Exemplo 2

[00116] Como exemplo da forma em gque 0S Xaropes
podem ser misturados para produzir um xarope adocante funcional
diferente (mono e dissacarideos, cations mono e divalentes),
quatro partes do permeado da filtragem de 30 kDa e uma parte
do permeado de filtragem de 0,5 kDa do Exemplo 1 foram
misturadas para produzir um adogante com uma razdo de sacarose,
glicose e frutose de 5:2:2 em comparacdo com o permeado de 30
kDa original (razdo de 68:16:16) e permeado de 0,5 kDa original
1:3:3. Essas misturas também produzirdo diferentes niveis de
polifendis, antioxidantes e minerais cuja intensidade de
coloracédo variarad conforme medido pela absorcdo a 420 nm.

Exemplo 3

[00117] O retido de 0,5 kDa do Exemplo 1 continha
de 80 a 90% dos polifendis originais e atividade antioxidante
encontrada no estoque de alimentacdo de melado. Apds a
concentracdo desse retido até um teor de polifendis de 20 a 50
g de CE (equivalentes de catequina) por litro, ele foi

pulverizado sobre a superficie de cristais de acglucar para
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produzir um agucar com baixo GI.

Exemplo 4

[00118] O processo de acordo com o segundo aspecto
da presente invencdo foi aplicado a melado para ilustrar as
capacidades de fracionamento de diferentes membranas.

Métodos

[00119] A instalacdo de filtragem com membrana
(dimensdes aproximadas de 1200 mm x 1200 mm x 1600 mm de
altura) foi fornecida pela GEA Liquid Technologies Australia.
A unidade foi equipada com uma membrana de aco inoxidéavel
(tamanho de poro de 0,1 pm) e um abrigo para acomodar membranas
enroladas em espiral (970 mm x 98 mm de didmetro). As membranas
enroladas em espiral (Syndner 3838) possuiam tamanhos de poros
de 0,5, 1,0 e 30 kDa. Também foi utilizada uma membrana de
osmose reversa enrolada em espiral (Dow-Filmtech 3838).

[00120] Fornecimento de 4&gua deionizada: &gua
deionizada foi fornecida por um sistema de troca de ions
alugado da IBC Water e transportado de Brisbane. O sistema com
trés leitos consistiu de um filtro prévio e trés cilindros de
troca de 1ons conectados em série: trocadores de cations,
dnions e misturados de céations e &anions. Os cilindros foram
conectados a rede publica de agua e &agua deionizada fluiu
diretamente para a instalacdo de MF.

[00121] Melado: melado quente (70-80 °C) foi obtido
diretamente de um tanque de producdo e misturado com um volume
igual de &agua deionizada. Este melado diluido (80 1) teve o
seu pH ajustado para 7,5 com 5 M NaOH (900 ml) e foi agquecido
a 80°C por vinte minutos em latas de aluminio. A instalacédo de
MF foi previamente aquecida a 80°C com agua, gque incluiu um

volume adicional de cerca de quinze litros e um volume de
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manutencdo de cerca de 25 litros. O melado com pH ajustado
circulou em seguida através da instalacdo a 75-80°C antes da
filtragem prévia através de uma membrana de aco inoxidavel de
0,1 pm. Com base em uma densidade estimada de 1, 3 g/ml para
melado quente e quarenta 1litros de &agua na instalacédo, a
concentracdo estimada de melado aplicada ao filtro prévio foi
de cerca de 43% (p/v).

Testes do Grupo 1

[00122] Filtro prévio de 0,1 upm: melado diluido
(cerca de 43% (p/v)) foil previamente filtrado através de uma
membrana de aco inoxidavel de 0,1 um a 70°C utilizando uma
pressdo de alimentacdo de 1 Bar (0,1 MPa) e pressédo de
recirculacdo de 3 Bar (0,3 MPa).

[00123] Nanofiltragern a 0,5 kDa: o permeado do
filtro prévio de O, 1 um foi aplicado a uma membrana enrolada
em espiral com tamanho de poro de 0,5 kDa. A filtragem foi
conduzida a 40°C utilizando uma pressdo de alimentacdo de 20
Bar (2 MPa) e pressdo de recirculacdo de 21 Bar (2,1 MPa). O
retido desta conducdo foi diafiltrado com sessenta litros de
dgua deionizada e armazenado congelado para possivel uso no
revestimento de acucar bruto.

[00124] Osmose reversa: o permeado de
nanofiltragem passou através de uma membrana de RO a 40 °C
utilizando uma pressdo de alimentacdo de 25 Bar (2,5 MPa) e
pressdo de recirculacdo de 25,5 Bar (2,55 MPa). O retido foi
armazenado congelado para uso em testes de confeitaria.

Testes do Grupo 2

[00125] Os testes do Grupo 1 foram repetidos com
uma etapa de membrana adicional utilizando uma membrana de 30

kDa apdbds filtragem prévia com a membrana de aco inoxidavel de
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0,1 pm. A conducdo com a membrana de 30 kDa foi conduzida a 45
°C utilizando uma pressdo de alimentacdo de 4 Bar (0,4 MPa) e
uma pressdo de recirculacdo de 5,5 Bar (0,55 MPa). Etapas
subsequentes foram realizadas como para o Grupo 1. Amostras de
laboratério (100 ml) foram recolhidas do estoque de
alimentacdo, permeados (final e composto) e retidos. Amostras
a granel adicionais foram as seguintes:

Relacdo de Amostras a Granel

Grupo Amostra a granel Valume
de amostra (1)
1 Permeado de 0,5 4
kDa (P2)
1 Retido ' 1,20
diafiltrado de 0,5 kDa
1 Eetido de RO 10
e Permeado de 3g 4
|kDa (p2)
2 Recido 1,15
- | diafiltrade de 0,5 kDa
2 | Retido de RO 1,15
[00126] As amostras codificadas como Pl e RI1

representaram amostras de permeado e de retido tomadas ao final
de cada conducdo. O cdédigo P2 representou permeado de composto
antes da diafiltragem; PW foi o permeado de composto recolhido
apds diafiltragem e PWC foi a combinacdo de P2 e PW (Figuras
2 a b).

[00127] Nas figuras:

- O numero antes de / é o corte de membrana (kDa);
/O é& o estoque de alimentacdo para aquele tamanho de membrana.

- P = permeado; R = retido; W = apds lavagem com
adgua; PWC = composto de permeado total e permeado de
diafiltragem.

- Para membrana de aco inoxidavel com 0,1 kDa, volume
adicional (+) inclui cerca de quinze litros de &agua adicionada

para aquecimento prévio e cerca de 25 litros de volume de
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manutencdo na instalacéo.

- Para membranas de aco inoxid&vel ndo com 0,1 kDa,
volume adicional (+) é de cerca de 25 litros de volume de
manutencdo na instalacé&o.

- Analises: as amostras foram analisadas para
determinar os componentes a seguir: total de fendlicos, perfis
de HPLC de fase reversa, antioxidantes, mono e dissacarideos,
dcidos eis e trans-aconiticos, cétions/&nions, total de
s6lidos, cinzas, condutividade, pH, coloracgdo (As) e °Brix.
Seis amostras foram analisadas para determinar os
polissacarideos.

Componentes Analisados e Método de Anéalise

Componente | Método
Total de Procedimente  colorimétrico de
fendlicos Folin-Ciocalteu. Resultados expresscs como
gramas de equivalentes de categuina por
litro.
Pexfil de HFLC RP, coluna C18 (Luna 3 um,
polifendis FPhenomenex) & 30 *C, gradiente linear de 3 a

21% de acetonitrila por doze minutos, 21 a
E0% por um minuto e 21 & &0% por trés
minutes. Detecgdo a 214 nm,

Atividads Substrate de ABTS. Resultados
antioxidante expresscs como gramas de eguivalentes de
Acido gldlico por litro.
Mono ] HFLC RF, coluna de HH; a 40 =C,
disgacarideos eluigio isocrdtica com 88% de acetonitrila a
1 ml/min por vinte minutcs. Detecgdo de RI.
Boidos cis e HPFLL de partigdo moderada por
trang-aconiticos ions, columna Aminex HPX-87H  (Bio-Rad).

Eluigdo isccrdtica com 0,004 M de H;S0; a 0,6
ml/min por guarenta minutos a 30 9C.
Detecglo de UV,

Total de Forno a wacuo a 70 *C  por
s&lidos dezesseis horas.
Cinza Secagem em forno a 100 *C e
fornalha a 550 °C por dezesseis horas.
Condutividade Medidor de condutividade TPS
(medelo 2102R) eguipado com uma célula de
pipeta. Resultados expresscs como  NaCl
molar.
Coloracac Absorcdo a 420 nm sobre amostras
(R420] diluidas em 5533. deionizada.
“Brix Refratdmetro ABBE a 20 °C.
Polissacarideos Medigdo de polissacarideocs

soliveis. Precipitagic de polissacarideos
com etanocl a 100%, lavagem com etanol a 80%,
digestfo de precipitade em dcide sulfidrico a
1% e mediglio do total de agiicares redutores
por  Acido  fenolsulfirico a 485 onm  com
glicose Como referéncia. Resultados
eXpressos como gramas de polissacarideo por
litro.

¥a, K, Ca, Mg, Plasma aceplade indutivamente -
POy, 504 espectroscopia de emissioc otica (ICP-0OES] em
instrumento Varian Vista Pro em UD.
Cl hnalisador colorimétrice
automético (Seal RQ2Z), Método EFA (EPA-124-
A

[00128] Paré@metros de filtragem: velocidades de
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fluxo, temperaturas e pressdes foram registradas para cada
membrana. Os coeficientes. de rejeigdo (r) para cada analisado
foram calculados conforme segue:

_'C:l_Cp/CR

em que Cp = concentracdo de analisado em permeado;
Cr = concentracdo de analisado em retido ao final de cada
conducéao.

[00129] Os dados ©percentuais de permeacdo séao

calculados como Cp/concentracdo de estoque de alimentacéo
inicial.

Resultados

Grupo 1

[00130] Operacdo da instalacdo: a velocidade de
fluxo para a membrana de aco inoxidéavel foi muito baixa (méximo
de 21 1/h), muito embora a temperatura de operacdo fosse de
70°C. Descobriu-se ao final do Grupo 1 que as pressdes medidas
foram lidas como cerca de 0,5 Bar (0,05 MPa) baixas demais, o
que resulta em velocidades de fluxo mais baixas gque poderiam
haver sido atingidas no primeiro grupo. Os niveis de presséo
foram ajustados no Grupo 2. Para a membrana de 0,5 kDa, as
velocidades de fluxo foram razoavelmente altas (>40 1/h) para
0s primeiros quinze minutos, mas cairam para 20 a 30 1/h para
o restante da conducdo. Altas velocidades de fluxo (>230 1/h)
foram atingidas com a membrana de osmose reversa.

[00131] Composicgédo: os resultados analiticos para
fluxos de filtragem de membranas do Grupo 1 sdo exibidos nas
Figuras 2 e 3. N&do foi retirada amostra do melado diluido
original (50% (v/v)). Com base em dados anteriores (tais como
fendlicos, total de sdbé6lidos), o melado recirculado, antes da

filtragem prévia com membrana de 0,1 upm, possuili uma
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concentracdo estimada de cerca de 43%. Houve pouca alteracéo
na maior parte dos analisados no permeado de filtragem prévia.
A coloracdo (A420), entretanto, foi reduzida em 13%, com uma
reducdo similar da atividade antioxidante. Esta reducdo da
atividade antioxidante foi alta em comparacdo com o Grupo 2 a
5 1!!,,0 ¢« O total de fendlicos caiu em 2% no permeado, acido

transaconitico em 8% e polissacarideos em 53%.

[00132] Para nanofiltragem, as permeacdes de
sacarose (7%) e lons divalentes foram Dbaixas, mas o0s
monossacarideos foram altos a 60-80%. A permeacdo de

fitoguimicos foi de 15 a 17%, mas os acidos aconiticos foram
de menos de 2%. O retido diafiltrado (0,5 RW), que podera ser
utilizado para o revestimento de aclcar bruto, apresentou Brix
de 25° e necessitaria ser concentrado pelo menos duas vezes
para ter teor de sdbélidos adequado para secagem @ por
pulverizacdo. A coloracdo deste retido era preta e visualmente
comparavel com melado. O tratamento de osmose reversa do
permeado de 0,5 kDa (0,5/PWC) aumentou a concentracdo da maior
parte dos analisados em duas a trés vezes.

[00133] Os coeficientes de rejeicdo calculados
para Pl e Rl para cada membrana sdo exibidos na Tabela 4. Um
alto coeficiente (prdéximo de um) representa baixa permeacdo ou
alta rejeicdo pela membrana, enquanto um baixo coeficiente
(préximo de zero) representa alta permeacdo ou baixa rejeicédo
pela membrana. Os resultados da Tabela 4 geralmente refletem
observacgdes anteriores referentes a composicdo dos fluxos de
filtragem de membranas.

Tabela 4

[00134] Coeficientes de Rejeicdo para Membranas

Utilizadas na Filtragem de Melado (Grupo 1)
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‘ Componente Membrana
0,1 i ) 0.5 kDa
| |a¢D inoxidavel espiral
‘ Total de | 0,14 0,50
fendlicos
| Antioxidantes | 0,15 0,86
Frutose | -0,12 0,57
Glicose 0,10 0,47 |
Sacarose 0,02 0, 95 |
Total de 0,01 | 0,82
aglicares
fcido cisg- | 0,08 0,99
aconitico
Acido  trans- 0,15 0,99
aconitico
Coloracao a,3s 0,99
(aaz20)
Brix 0,08 0,79
SGdio (Na) 0,02 0,07
Potdssic (K) 0,03 0,10
Cédlcio (Ca) 0,22 0,80
Magnésioc (Mg) 0,13 0,76
Ferro (Fe) 0,32 Q,99
Cloreto (Cl) 0,20 -0,51
Fosfato (POy) 0,56 0,96
Sulfato (S04) 0,03 0,89
[00135] Perfis de HPLC RP: foram medidos os

perfis de HPLC RP dos fluxos de filtragem de membrana para o
Grupo 1.

[00136] Filtragem prévia através de O,lum né&o
apresentou efeito sobre o perfil de polifenol do permeado.
Para a membrana de 0,5 kDa, entretanto, ndo houve permeacdo de
polifendéis na extremidade hidrofdébica do perfil (>8 min).
Osmose reversa forneceu uma concentragdo dos componentes
observados no perfil do permeado de 0,5 kDa.

Grupo 2

[00137] Operacdo da instalacdo: o melado inicial
para o Grupo 2 foi amostrado de material a granel que havia
estado em repouso ao longo do fim de semana quando o

processamento foi desligado. A composicdo desse melado pode
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ser levemente diferente do Grupo 1. Velocidades médias de fluxo
(apbs uma hora e meia) para a membrana de aco inoxidavel de
0,1 pm foram cerca de 65% mais altas que as do Grupo 1, mas
ainda baixas demais a 15 1/h para processamento eficiente. As
particulas finas de sais de calcio e magnésio insoluveis
produzidos por meio de aquecimento sob pH 7,5 podem haver
contribuido para alguma falha da membrana. Altas velocidades
de fluxo (> 120 1/h) foram atingidas para a membrana de 30
kDa, para a membrana de 0,5 kDa (360 1/h apds cinco minutos)
e para a membrana de RO (350 1/h).

[00138] Houve uma queda no pH nos fluxos de 30 kDa
de pH 7,85 para material filtrado previamente para pH 5,04 no
estoque de alimentacdo de 30 kDa recirculado. Como ndo se
utilizou detergente 4cido no enxague prévio da membrana de 30
kDa, considera-se que houve um problema com o fornecimento de
dgua deionizada e que o estoque de alimentacdo foi recirculado
inicialmente com agua sob baixo pH. Infelizmente, o medidor de
pH apresentou mau funcionamento no Grupo 2, de forma que o
teste de pH do fornecimento de &gua ndo foi conduzido. E
possivel que o leito de troca de dnions possa haver se exaurido
e deixado de neutralizar a agua com baixo pH do trocador de
cations, no qual ions de H unidos por resina s&do substituidos
por cations de dureza tais como cadlcio e magnésio.

[00139] Composicdo: os dados de composicdo para o
Grupo 2 sdo exibidos nas Figuras 4 e 5. Da mesma forma que
para o Grupo 1, a maior parte dos analisados permeou a membrana
de O, 1 pm, exceto por polissacarideos (34% de permeacdo). A
permeacdo através da membrana de 30 kDa foi de 60% para
polifendis e antioxidantes, 90% para acidos aconiticos e mais

de 72% para aclUcares individuais.
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[00140] A membrana de 0,5 kDa apresentou
desempenho um pouco melhor que o Grupo 1, com apenas 10 * 2%
de polifendis e antioxidantes. A permeacdo de monossacarideos,
entretanto, foi surpreendentemente baixa a 11-12% em
comparacdo com 59 a 80% para o Grupo 1. Isso pode haver ocorrido
devido a efeitos osmbéticos ou ao uso de estoque de alimentacédo
com baixo pH (pH 5, 3) . Sacarose exibiu 1% de permeacdo pela
membrana e acidos aconiticos, menos de 3% de permeacdo. Cations
monovalentes (Na, K) também exibiram menos permeacdo gue no
Grupo 1. Conforme esperado, ions divalentes foram em grande
parte rejeitados pela membrana de 0,5 kDa. Um resumo de
coeficientes de rejeicdo para o Grupo 2 é exibido na Tabela 5.
A 1incidéncia de alguns coeficientes negativos deve-se a
resultados andmalos para permeados ou retidos.

(a) Perfis de HPLC RP

[00141] Foram medidos os perfis de HPLC RP dos
fluxos de filtragem de membrana para o Grupo 2. O permeado de
3 o kDa exibiu uma reducdo notavel dos niveis de dois picos na
extremidade hidrofdébica do perfil (> 11 min). Quanto ao Grupo
1, o permeado de 0,5 kDa exibiu uma perda de picos da regiéo
hidrofébica do perfil (apds oito minutos). Em seguida a este
estudo, uma pesquisa de uma membrana de 100 kDa em escala de
laboratdério exibiu uma reducdo geral das alturas de pico para
o permeado, mas menos reducdo na extremidade hidrofdbica que
para a membrana de 30 kDa. A permeacdo de atividade
antioxidante pelo permeado de 100 kDa (68%) foil levemente mais
alta que para o permeado de 30 kDa (60%) produzido.

Tabela 5

Coeficientes de Rejeicdo para Membranas Utilizadas

em Filtragem de Melado (Grupo 2)
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Componente Membrana
o, E E
1 uM ago | spiral 30 | spiral 0,5
inoxidavel kda kDa
Total de o, 0 0
fenélicos 16 + 56 ;20
Antioxidantes o, o Q
17 . 2% 87
Frutose 0, "] 4]
20 |, 28 , 80
Glicose - 0 Q
2,15 50 , 80
Sacarose a, - 1
03 0,21 , 0
Total de Q, 0 0
aglicares 04 .05 , 95
Acido cis- Q, 0 o
{;ccniticn 0& . 20 .97
~ Acidc trans- a, [\ 0
aconitico 11 (22 , 99
Coloragie o, 0 0
(A420) 36 ., BB , 98
Brix 0, 0 0
05 .25 , 89
Sédic (Ha) = ] 4]
0,14 15 , 25
- Potassio (K) - 0 0
0,15 15 , 28
Calcio (Ca) 0, a 1]
06 31 | .91
Magnésic (Mg) o, 0 | 1]
05 .25 ,93
Ferro (Fe) o, ] 0
B 39 , 84 , 87
Cloreto (Cl} 0, 0 -
16 L 11 4
Fosfato (PO 0, 0 0
45 , 56 , 97
Sulfato (50,} - i 0
0,09 .27 , 39
Conclusdes
[00142] A filtragem prévia de uma mistura de

melado a 43% (p/v) utilizando uma membrana de aco inoxidéavel
de 0,1 pm foi eficaz, mas lenta, gerando velocidades de fluxo
estabilizadas de 15 1/h. A maior parte dos componentes permeou
facilmente a membrana de 0,1 um, exceto por polissacarideos.

[00143] Nanofiltragem (0,5 kDa) rejeitou
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adequadamente os fendlicos, atividade antioxidante, sacarose,
acidos aconiticos e ions divalentes ao utilizar estoque de
alimentacdo de membranas de 0,1 pm e 30 kDa. A permeacdo de
monossacarideos por 0,5 kDa, entretanto, foi consideravelmente
mais alta quando utilizados apds a membrana de 0,1 pm que apds
a membrana de 30 kDa.

[00144] Ultrafiltragem (30 kDa) utilizando estoque
de alimentacdo da membrana de 0,1 pm exibiu niveis de permeacéo
satisfatérios para a maior parte dos analisados, com a rejeicédo
mais alta para coloracdo a 420 nm (r = 0,86) e ferro (r =
0,84). A inclusdo de uma membrana de 30 kDa antes de uma
membrana de O, 5 kDa possul as vantagens de velocidades de
fluxo mais altas para nanofiltragem subsequente e reducdo da
coloracdo em retidos de 0,5 kDa. A principal desvantagem é a
perda de fitoquimicos (40%) no retido de 30 kDa.

[00145] Tratamento com osmose reversa dos
permeados de 0,5 kDa aumentou a concentracdo da maior parte
dos analisados duas a trés vezes no retido.

[00146] Este exemplo demonstra que pode ser
utilizada uma série de membranas e métodos para produzir
extratos de acordo com o primeiro aspecto da presente invencdo
que possuem uma série de caracteristicas.

Exemplo 5

[00147] A filtragem de melado por membranas
necessita que o estoque de alimentacdo seja diluido para 40-
60% (p/v) com Aagua quente e filtrado previamente ou
centrifugado para remover a carga de 1 a 2% (v/v) de sedimento.
Antes de prosseguir para nanofiltragem sobre uma membrana de
0,5 kDa, prefere-se uma etapa de ultrafiltragem intermediéaria,

a fim de manter velocidades de fluxo satisfatdérias sobre a
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membrana de nanofiltragem e remover componentes poliméricos
tais como ©polimeros Maillard e ©polissacarideos. Testes
conduzidos utilizando uma membrana enrolada em espiral de 30
kDa apds a filtragem prévia com uma membrana de ag¢o inoxidavel
de 0,1 pm demonstraram altas velocidades de fluxo de 120 a 150
1/h pela membrana de 30 kDa.

[00148] O exemplo atual investiga se uma membrana
de 100 kDa ofereceu quaisquer vantagens no fracionamento de
componentes em comparacdo com uma membrana de 30 kDa.
Especificamente, uma membrana de 100 kDa em escala de
laboratério (VivaFlow 50) foi testada para determinar as suas
capacidades de fracionamento utilizando melado a 40% (p/v) a
50 °C.

Métodos

[00149] Melado diluido (40% p/v) foi centrifugado
a 6000 g por uma hora a 10 °C e filtrado através de um filtro
de fibra de vidro de 1,6 um (Whatman GF/A). O melado diluido
(40% p/v) mantido a 50 °C foi filtrado através de uma membrana
de polietersulfona de 100 kDa (107 mm x 84 mm x 25 mm, Vivaflow
50, Sartorius) a 1 Bar (0,1 MPa) e 2,5 Bar (0,25 MPa) em
experimentos separados utilizando novos conjuntos. Foi
realizada uma conducdo adicional (Conducdo 2) sobre uma
membrana regenerada a 2 Bar (0,2 MPa) apds a primeira tentativa
a 1l Bar (0,1 MPa).

[00150] Andlises: foram conduzidos os testes a
seguir sobre o estoque de alimentacgcdo, permeados e retidos
para cada conducgdo: total de fendélicos, atividade
antioxidante, &cidos aconiticos, polissacarideos, coloracédo
(A420) pH, condutividade e perfis de HPLC.

Resultados
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[00151] A Tabela 6 exibe as alteracdes de
coloracédo e composicdo apds filtragem através de membrana de
fluxo cruzado Vivaflow 50 (100 kDa MWCO). A conducdo 1 foi
realizada sob pressdo de 1 Bar (0,1 MPa) e a conducgdo 3 a 2,5
bar (0,3 a 0,25 MPa), utilizando novas membranas para cada
condugdo. A pressdo mais baixa na Condugdo 1 serviu para
compensar vazamentos em conexdes de tubulacdo. A Conducdo 2
utilizou uma membrana regenerada apds a Conducdo 1, mas o
fornecer informou que ndo era recomendada a reutilizacdo da
membrana.

Tabela 6

Composicdo de Melado Apds a Filtragem de Membranas
Sobre um Conjunto de Fluxo Cruzado Sartorius Vivaflow 50 com

Corte de Peso Molecular a 100 kDa

Total .
§ Cilg- Trans-
de Ativ. de Polis Cand.
Cond hmogt A420 | fencl RfOx Fu:r:ni heonit . pE  |INaCl,
: . (a/1) y {g/1} M}
taf1) 1
{g/1) alf {g/1) B
1 | Alim. 33,4 | 2,33 2,65 1,80 | 6,80 | 10,17 | 5,58 | 0,1%
Perm. |17.8 | 5,89 1,88 1,68 | 6,46 | 1,12 | 5,56 ] 0,21
1
RE; 37,1 | 8,42 2,59 1,83 | 6,89 | 10,64 | 5,57 | 0,20
alim, 34,7 | 8,11 2,61 1,78 | 6,68 | 10,35 | 5,58 | 0,20
) perm, |10,0 | 4,91 1,59 1,58 | 6,04 8,72 | 5,57 | 0,21
Re;ld 37,4 | 8,14 2,71 1,80 6,73 11,04 | 5,58 | 0,1%
r" Alim. |30,3 | 7,19 2,29 1,53 6,03 9,25 | 5,64 | 0,18
, Perm. |11.1 | &,90 1,26 1,41 | S, &8 D,B3 | 5,62 | 0,20
| “E;ld 35,5 | 7,88 2,38 1,58 | 617 | 11,43 |5,63 | 0,19
[00152] Para as Conducgdes 1 e 3, houve uma perda

significativa de coloragdo nos permeados (48% e 03%,
respectivamente) A permeacdo de fendlicos e antioxidantes para
a Conducdo 1 foi de 71%. Para a Condugdo 3, gue possuia uma
contrapressdo levemente mais alta, a permeacdo de fendbdlicos e

antioxidantes foi de 68% e 64%, respectivamente. A permeacdo

Petic&o 870210017097, de 22/02/2021, pag. 62/103



50/82

de acidos eis e transaconiticos para as Conducdes 1 e 3 foi
alta a 92-95%, enquanto os polissacarideos foram baixos a 9-
11%. Os perfis de HPLC de. fase reversa das amostras foram
medidos para cada conducgdo. Embora as alturas de pico fossem
reduzidas nos permeados correspondentes, ndo houve perda de
nenhum pico individual nessas amostras.

[00153] A Tabela 7 exibe dados recolhidos de
testes de filtragem de membrana utilizando estoque de
alimentacédo de cerca de 43% de melado. Houve pouca reducdo dos
fitoguimicos ou acidos aconiticos apdés filtragem de 0,1 um. O
estoque de alimentacdo para a membrana enrolada em espiral de
30 kDa foi consideravelmente diluida pelo volume inicial da
instalacdo de filtragem. A diluicdo estimada (dos niveis de
componentes reduzidos no estoque de alimentacdo de 30 kDa) foi
de 1,57 vezes. Isso fornece um nivel estimado de
polissacarideos no estoque de alimentacdo de 30 kDa de 2, 2
g/l. A perda de coloracdo no permeado foi mais alta que para
a membrana de 100 kDa. A permeacdo de fitoquimicos através da
membrana de 30 kDa foi de 60% para fitoquimicos, 89% para
dcidos aconiticos e 95 para polissacarideos. Nestes testes, a
queda notavel do pH para 5, O* no estoque de alimentac&o de 30
kDa possivelmente deveu-se a uma falha do cartucho de troca de
dnions.

Tabela 7

Composicdo de Melado Apds Filtragem com Membrana
Através de uma Membrana de Aco Inoxidavel (SS) de 0,1 um e uma

Membrana Enrolada em Espiral de 30 kDa
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Amostra B4Z | Total Ativ. de | Cis- Trans- Polissa | pH | Condu
i de B Boonitico aconftico | . TiHaC
fendlic | (g/1) (/1) g/l lg/1] 1, M)
08
ig/l)
Antea da 51, | 6,3B Z,42 1,59 7,02 10,3 B,110,21
membrana 1
de 52 de
0,14m |
Formeado 40, | 6,684 i | 1,7 6, T3 3,5 1,7 D E2
da ]
membtana
de 55 de
0,1 um ]
Estoque de | 20, | 4.6 146 1,03 4,24 N/T 5.0 (0,19
alim, para | 2 {est,
| 30 kDa 2,2
Fermeads | 4,8 | 2,78 b, Ba a,%83 e 0,20 5.3 (0,18
de 30 kha
Conclusdes
[00154] Este exemplo demonstrou que a permeacdo do

total de fendlicos e antioxidantes utilizando uma membrana de

100 kDa (64 a 71%) foi levemente mais alta que a de uma membrana
de 30 kDa (60%). A permeacdo de &cidos aconiticos (89 a 95%)

e polissacarideos (9 a 11%) foil similar para as duas membranas,

ou seja, a membrana de 100 kDa gerou permeacdo levemente mais

alta de fitogquimicos (fendlicos e antioxidantes), mas

permeacdo similar de &cidos aconiticos e polissacarideos. A

reducdo da coloracdo foi maior com a membrana de 30 kDa.
[00155] recomendada

Consequentemente, é uma

membrana de 100 kDa para maior permeacdo de fitoquimicos, mas
ela ndo oferece vantagem sobre uma membrana de 30 kDa para
remocdo de polissacarideos e coloracédo.
Exemplo 6
[00156] Este exemplo pesgquisa o uso de permeacéo
de gel para produzir extratos de acordo com o primeiro aspecto

da presente invencéo.
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Métodos

[00157] Filtragem de gel preparativa sobre uma
coluna Bio-Gel P-2 foi utilizada para fracionar melado diluido
(50% p/v) na faixa de peso molecular de 100 a 1800 daltons
(Da) . Cinco fracdes de peso molecular de cinco condugdes de
cromatografia foram reunidas e secas por congelamento. As
fracdes foram analisadas para determinar a atividade
antioxidante, total de fendlicos, perfil de HPLC e acglcares.

[00158] O melado foi diluido até 50% (p/v) em
tampdo de filtragem de gel (20 rnM de formato de arndnio, pH
5,0, contendo 10% de acetonitrila) e centrifugado a 6000 g por
uma hora a 10°C. O sobrenadante foi filtrado através de um
filtro GF/A de 1,6 pum (Whatman) e congelado em parcelas de 30
rnl a -80°C para uso em cromatografia de filtragem de gel.

Filtragem de gel

[00159] Uma coluna de vidro (26 mm x 1000 mm) foi
cheia com Bio-Gel P-2 (BioRad, U. S. A.) até uma altura de
leito de 910 mm sob velocidade de fluxo de 60 ml/h. o leito
foi equilibrado a 30 rnl/h a temperatura ambiente em tampdo de
20 rnM formato de arndnio, pH 5,0, contendo 10% de
acetonitrila. Aplicou-se melado diluido (20 rnl de 50% p/v) a
coluna e foram recolhidas fracdes de 5 rnl. Seis conducdes de
filtragern de gel foram realizadas sobre um total de 120 rnl
de melado diluido. Fracdes das trés primeiras conduc¢des foram
analisadas para determinar a coloracdo (A420), total de
fenbélicos e atividade antioxidante. Para as trés uUltimas
conducgdes, os testes com antioxidantes foram omitidos. Fracdes
de volume foram determinadas gravirnetricarnente por meio de
pesagem de cerca de vinte tubos por conducdo e determinacdo do

volume de fracdo médio utilizando uma densidade de 1 g/ml.
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[00160] A coluna de filtragem de gel foi calibrada
(663 kDa)

(kDa)

com trés padrdes: sacarose (360 kDa), NADH e vitamina

B12 (1355 kDa). O coeficiente de distribuicéo para cada

padrédo foi calculado como kDa Ve-Vo/VT-Vo. O volume vazio

foi determinado com albumina de soro bovino. A faixa de
fracionamento de Bio-Gel P-2 é de 100 a 1800 Da (BioRad).
[00161] Fragcbes a granel liofilizadas:

para cada conducdo de filtragem de gel, fracdes individuais
foram reunidas em cinco fracdes principais de acordo com os
perfis de coloracdo (As0), total de fendlicos e antioxidantes.
As fracdes reunidas para cada conducdo sdo exibidas na Tabela
15.

Tabela 8

Relacédo de Fracdes Reunidas para cada Conducgdo

Cond. n® Valume Fragbes reunidas ]
de Comj. 1 Conj. 2 Conj. 3 |Conj. 4 Conj. 5
fragdo
{ml)
1 4,88 34-50 51-645 67-82 83-100 101-120
2 4,74 35=54 25=72 Ti-83 B4=-104 105=-120
3 4,95 35-52 £3-68 E9-T73 BO-100 101=-120
4 4,65 35-53 E4-T71 T2-81 B2=-100 101-120
5 4,52 37-56 57-T76 77-87 BE-103 104-120
G 4,71 35-51 2a=71 T2=81 __E-E-E"E" }_1&0-12[}1
Vvol. 447 438 270 452 470
Total
| (ml} 1 |
[00162] Apds seis condugdes de filtragem com gel,

as sels amostras em cada conjunto

(Conjuntos 1 a b5)

combinadas. Uma amostra de 10 ml foi retirada de cada conjunto

final e o restante foil seco por congelamento.

[00163] Coloracdo (As2): fracdes de filtragem com
gel foram diluidas com agua ultrapura (Arium Modelo 611,
Sartorius) e a absorcdo foi 1lida a 420 nm sobre um
espectrofotdbmetro Helios A. (Unicam).
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[00164] Total de fendlicos: o total de fendlicos
foi determinado por meio de um procedimento colorimétrico
Folin- Ciocalteu (Kim et al, 2003). A 50 pl de amostra diluida
em um tubo de ensaio de 75 mm, adicionou-se 650 pl de agua
deionizada. Reagente Folin-Ciocalteu ndo diluido (50 nl) foi
adicionado a cada tubo. A solucdo foil misturada e mantida em
repouso por cinco minutos a temperatura ambiente. Por fim, 500
pl de NazCO3 a 7% foram misturados com a solucdo de reacdo e a
absorcédo a 750 nm foi lida apds noventa minutos a temperatura
ambiente. O teor total de fendlicos foi expresso em ug de
equivalentes de catequina por ml de amostra ndo diluida. Os
padrdes de catequina foram preparados na faixa de 0 a 250
pg/ml.

[00165] Atividade antioxidante: inicialmente, um
substrato que contém volumes iguais de 14 mM de ABTS (sal de
diamdénio de adcido (2,2'-azinobis)3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico e 4,9 mM de persulfato de potassio fol preparado e
armazenado por uma noite no escuro a temperatura ambiente.
Antes do teste, esta solucdo foi diluida por cerca de sessenta
vezes com agua ultrapura e ajustada para gerar uma absorcédo a
734 nm de 0,99 a 1,01. Substrato de ABTS (1 ml) foi previamente
incubado em tubos de ensaio de 75 mm a 26 °C por cinco minutos
em um banho de adgua e adicionou-se 50 pl de amostra ou padréo.
A solucdo foil misturada e mantida a 26 °C por 45 minutos quando
a absorcdo foi medida a 734 nm. A atividade antioxidante foi
expressa em ug de equivalentes de 4acido galico por ml de
amostra ndo diluida. Os padrdes de &cido galico foram
preparados na faixa de 0 a 25 pg/ml.

[00166] Perfis de HPLC RP: impressdes digitais

qualitativas de extratos de melado foram obtidas em um sistema
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Shimadzu equipado com um controlador de sistema (ModelojSCL—
10AVP), bombas duplas (Modelo LCl0-AD), detector de conjuntos
de fotodiodos (PDA) (Modelo SPD-M10AVP) e software Class Vp
versdo 6 .14 para obtencdo e andlise de dados. Amostras (10
pl) foram eluidas a 30°C sobre uma coluna Cl8 (2) de 3 um Luna
de 30 x 4,6 mm (Phenomenex). A velocidade de fluxo foi de 1,5
ml/min. As fases mbveis foram: fase A, 0,1% (v/v 4&cido
trifluorocacético (TFA) em agua e fase B, 60% acetonitrila em
0,085% TFA. O perfil de gradiente foi de 5 a 35% B por doze
minutos; 35 a 1 00% B por um minuto e 100% B por trés minutos,
1 00 a 5% B por O, 3 min e re-equilibrio a 5% B por 4,7 min.
Os picos eluidos foram detectados por um detector de PDA gue
mede o espectro de absorcdo de 200 a 400 nm em etapas de
comprimento de onda de 4 nm e canais individuais a 214, 254,
280, 340 e 400 nm, com o cromatograma de 214 nm relatado
rotineiramente. Amostras de filtragem de gel foram preparadas
a partir de cinco conjuntos liofilizados e continham
concentracdes iguais de fendlicos totais (1 de equivalentes de
catequina por ml) . A amostra de melado utilizada para filtragem
de gel continha 2 mg de CE/ml.

[00167] Andlise de aclUcar: mono e dissacarideos
foram analisados por meio de HPLC de fase reversa utilizando
um sistema Shimadzu equipado com um controlador de sistema
(Modelo SCL-10AVP), Dbomba (Modelo LC-10ADVP), detector de
indice de refracdo (Modelo RID-10A) e software Class Vp 6.12.
Amostras (10 pl) foram injetadas em uma coluna Supelcosil LC-
NH2 de 5 pm (250 mm x 4, 6 mm, Phenomenex) em operacdo a 40°C.
A fase mdével foli acetonitrila a 85% e a velocidade de fluxo
foi de 1 ml/min. Amostras foram eluidas isocraticamente por

vinte minutos e analisadas em duplicata. Foram preparadas
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curvas padrédo para glicose, frutose e sacarose na faixa de 0,3
a 1,2 mg/ml, utilizando quatro solucdes padrdo que contém as
mesmas concentracdes gravimétricas dos acucares
correspondentes. Injecdes triplicadas foram realizadas para
cada solucdo padrdao.

[00168] SDS-PAGE: eletroforese por meio de SDS-
PAGE foil realizada sobre géis de acrilamida a 12% utilizando
o} sistema mini-Protean II slab-gel (BioRad) . Amostras
liofilizadas de filtragem de gel foram dissolvidas em &agua
(200 mg/ml) e 30 npl foram digeridos em um volume igual de
tampdo de carregamento. Um volume de 15 pl (1,5 mg de sé6lidos)
foi carregado sobre o gel. A eletroforese foil suspensa quando
a tintura azul de bromofenol atingiu o fundo do gel. O gel foi
manchado em azul de Coomassie a 0,25% e varrido em um scanner
de mesa (Scanjet 5400C, Hewlett Packard).

Resultados

[00169] Calibragem de Bio-Gel P-2: foli preparada
uma curva de calibragem para determinar os pesos moleculares
sobre a coluna de Bio-Gel P-2.

Perfis de filtragem de gel

[00170] Os perfis de filtragem de gel para
coloracdo (Asz0), antioxidants e total de fendlicos de melado
(Conducao 3) sado exibidos nas Figuras 6 e 7. O perfil de
coloracdo de As20 exibiu um pico perto do volume vazio da coluna
e um pico agudo na fracdo 62 (MW 832 Da). A absorcdo foi
gradualmente reduzida em seguida até a linha base. Os perfis
de antioxidantes e total de fendlicos coincidiram de perto
entre si. Os dois primeiros picos de antioxidantes/fendlicos
coeluiram com os picos de Ag20. Um pico de antioxidante/fendlico

amplo na fracdo 80 (MW 352), entretanto, ndo correspondeu a um
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pico de coloracdo. Este pico, que compreende as fracgdes 69 a
100, possui uma faixa de peso molecular de 135 a 599 Da e pode
ser uma mistura de flavonoides com baixa coloracdo e &cidos
polifendlicos.

[00171] Os perfis de sacarose e monossacarideos
(glicose + frutose) sdo exibidos nas Figuras 8 e 9,
respectivamente. A coluna foi capaz de resolver parcialmente
sacarose e monossacarideos. Sacarose foi eluida sobre a
extremidade frontal do pico de antioxidante (fracido prévia 80)
e monossacarideos sobre a extremidade final (fracgdo posterior
80). Desta forma, o pico de antioxidante com baixa coloracéo
contém todos os acucares simples de melado.

[00172] Para aplicacdes de filtragem de membrana,
nas quais é necessdrio um produto antioxidante com baixa
coloracdo, seria necessario dirigir a regido do peso molecular
abaixo de 600 Da. A separacdo dos antioxidantes dos acucares
deverd ser possivel por meio de cromatografia de exclusido de
ions.

Conjuntos de filtragem de gel a granel

[00173] Os cinco conjuntos para cada uma das seis
conducdes de filtragem de gel foram descongelados e combinados
antes da secagem por congelamento. A Figura 10 exibe as cores
dos conjuntos combinados (Conjuntos 1 a 5) antes da secagem
por congelamento. Os Conjuntos 1 e 2 foram ambos muito escuros;
o Conjunto 1 foi levemente turvo e o Conjunto 2 era
translticido. Os Conjuntos 3 a 5 exibiram coloracdo decrescente
de marrom claro para amarelo claro.

[00174] A Tabela 9 exibe a composicao dos
conjuntos combinados antes da secagem por congelamento e a

faixa de peso molecular médio para cada conjunto. A partir dos
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calculos de massa, o pico de antioxidante com baixa coloracdo
e fendlico (Figuras 6 e 7) continha 49% da atividade
antioxidante e 50% dos fendlicos, respectivamente. O pico com
coloracdo escura em eluicdo no volume vwvazio (Conjunto 1)
continha 14% da atividade antioxidante e o pico agudo com
coloracédo escura (Conjunto 2) continha 28%. A recuperacdo da
atividade antioxidante da coluna foi de 70%.

Tabela 9

Composicdo de Conjuntos Combinados a Partir de

Filtragem de Gel Sobre Bio-Gel P-2 Antes da Secagem por

Congelamento
Componente —_ |conj. 1_|Comj. 2 [Conj. 3 |Comj. & |Conj. 5
Volume (ml} 437 425 250 442 460
Total ds gb6lidos | 0,56 1,38 7.3 3,24 0,15
{9,100 ml)
Total de fenflicoe | 324 555 Tel 550 . 141
{ug CE/ml})
Atividade 92 183 229 173 49
antioxidante Lug ] i
GRAE/mLl}
Frutose {mg/ml} BOL EDL 4,0 5,1 BOL
Glicoge (mg/ml) BDL BDL 5,1 4,2 BOL
Sacarcee [(mg/ml) BDL 0,70 50 12 BDL
Total de sOlidos | 2,45 5. 78 18,598 14,32 0,69
ig) N R
Tortal de fendlicos | 142 FET 158 243 &5
(=g CE}
Antioxidantes (mg | 40 T8 10} T8 23
GAE)
Faixa de peso | =16800- 1377-636 604-373 356-156 150-65
molecular médic 1444

Composicdo de melado de carga: total de sbélidos =
35,6 g/100 ml; Asxo= 43,7.

Total de fendlicos: 10340 ug/rnl; atividade
antioxidante = 3390 pg/ml.

Volume total de melado por seis condugdes = 120 ml.

[00175] A Tabela 10 exibe a composicdo de conjuntos
combinados apds secagem por congelamento. Com relacdo a

propriedades fisicas, o Conjunto 1 era um produto fofo e
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diferiu consideravelmente do Conjunto 2, gque possula uma
textura crocante dura. Os Conjuntas 3 e 4 eram crocantes,
higroscépicos e continham 71% e 64% de agucares,
respectivamente. O Conjunto 5 era escuro, pegajoso e de dificil
remocdo da Dbandeja de secagem, o0 que resulta em perda
significativa de produto. Com base em sdélidos (rng GAE/g de
s6élidos), houve uma perda significativa da atividade
antioxidante sobre a secagem por congelamento do Conjunto 2
(26%) e Conjunto 5 (34%).

Tabela 10

Composicdo de Conjuntos Combinados de Filtragem de

Gel Sobre Bio-Gel P-2 Apds Secagem por Congelamento

Componente Comj. 1L | Conj. 2 Conj. 3 Conj. 4 Conj. 5

Pego de produte | 2,62 B, 23 18,17 13,74 0,5

seco gl

Total de | 5,80 4,1 0,95 1,70 .42

fendlicos 1g/100

gl

Atividade 1,6 0,98 0,28 0,55 2,1

antioxidante

{g/100 g}

Frutose [g/100 g} | BDL BDL 5,0 16 BDL

Glicose [g/100 g} BDL BOL 7.1 114 BDL

Sacarose {g/100 | BDL 6,7 59 34 BDL

gl

Total de | 147 214 180 234 L 27

fendlicos (mg CE} - [

Entioxidantes (mg | 42 52 53 T6 | 11

GARE}

Textura Fofo Crocante Crocante Crocante Pegaj.

Coloracio Freto Freto Marrom Mazrom Preto
claro claro

Composicdo de melado de carga: total de sbélidos =
35,6 g/100 ml; A420 = 43,7.

Total de fendlicos = 10340 upg/ml; atividade
antioxidante = 3390 pg/ml.

Volume total de melado por seis condugdes = 120 ml.

[00176] Perfis de HPLC RP: foram examinados perfis
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de HPLC de fase reversa de conjuntos de filtragem de gel
liofilizados (perfis b-f). Houve diferencas notaveis entre
todos os perfis que puderam ser utilizadas para caracterizar
os conjuntos. O Conjunto 1 exibiu um perfil de elevacdo gradual
com apenas um pico menor. Presumivelmente, esta amostra contém
material polimérico heterogéneo que ndo poderd ser resolvido
em picos individuais pela coluna de HPLC. O Conjunto 2
representa a faixa de peso molecular de 636 a 1377 Da e inclui
0 pico agudo de material marrom escuro. Este conjunto exibiu
o material mais hidrofilico em eluigdo por menos de um minuto
e um numero de picos bem resolvidos sobre o gradiente. Os
Conjuntos 3 e 4 representam o pico de antioxidante com baixa
coloracdo e exibiram diferencas considerdveis entre os seus
perfis correspondentes. O Conjunto 5 exibiu uma série de picos
que poderdo representar Aacidos fendlicos com baixo peso
molecular e um composto com peso molecular mais alto que tenha
sido unido fracamente a coluna e ndo foram eluidos de acordo
com Os seus pesos moleculares. A proporcdo de material
hidrofilico neste conjunto era baixa, o que resulta em alturas
de pico maiores na regido hidrofdébica do perfil. A amostra de
carga de melado permite a coincidéncia entre alguns picos e
certas faixas de pesos moleculares nos conjuntos, também
exibindo quais picos de melados sdo unidos fracamente ao gel
e eluidos no Conjunto 5. Todas as amostras exibiram um pico
significativo apdés 14, 5 min, o que ndo é relevante para a
cromatografia, e representa um fluxo de acetonitrila para
remover todo o material unido da coluna ao final da conducéo.
De forma interessante, este pico que representa os compostos
mais hidrofdébicos em melado é reduzido com o peso molecular

dos conjuntos.
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[00177] SDS-PAGE: a desnaturacdo de eletroforese dos
conjuntos liofilizados foi utilizada para detectar o material
de proteina nos extratos. Nenhuma faixa de proteina era
aparente acima de 14 kDa nos extratos. No Conjunto 1 (Linha
2), foram observadas manchas leves perto da frente de
tingimento, mas é incerto se esta é proteina manchada ou Azul
de Coomassie residual de uma frente de tintura irregular. A
deteccédo de polipeptideos com baixo peso molecular (< 10 kDa)
necessitaria de um gel a 16% com um tampdo de Tris-Tricina.

Conclusao

[00178] Os perfis de filtragem de gel demonstraram
que corantes de melado escuros medidos a 420 nm foram eluidos
no volume vazio da coluna (> 1800 Da) e a 832 Da. A atividade
antioxidante e o total de fendlicos coeluiram-se com estes
dois picos de coloracdo. Um pico de fendlico e antioxidante
amplo foi eluido entre 135 e 599 kDa, mas ndo foi associado a
um pico de coloracdo. Este pico de antioxidante continha toda
a sacarose e monossacarideos. Ele compreendeu 49% da atividade
antioxidante eluida e 50% do total de fendlicos.
Consequentemente, a remocdo dos corantes escuros de melado
reduziria aproximadamente a metade a atividade antioxidante do
produto. O material polimérico com coloracgcdo escura em eluicdo
perto do volume vazio compreendeu 14% da atividade antioxidante
eluida.

[00179] As quantidades de conjuntos de filtragem
de gel liofilizado variaram de 0,5 g a 18 g, com altas massas
obtidas para os dois conjuntos gque contém acucares. A
recuperacdo da atividade antioxidante foi de mais de 92% em
trés dos conjuntos liofilizados, mas perdas significativas da

atividade antioxidante foram encontradas nos Conjuntos 2 e 5.
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[00180] As impressdes digitais de HPLC dos
conjuntos liofilizados exibiram algumas diferencas distintas
que puderam ser utilizadas para caracterizar as amostras.
Andlise de proteinas por meio de desnaturacdo de eletroforese
de gel de poliacrilamida exibiu uma auséncia de material de
proteina acima de 14 kDa em todas as amostras liofilizadas. O
Conjunto 1 exibiu um trago de mancha de proteina perto da
frente de tintura. Esta pode ser proteina unida associada a
taninos hidrolisaveis.

[00181] As amostras liofilizadas serdo analisadas
em seguida para caracterizacdo de polissacarideos e polifenol,
bem como determinar a sua capacidade de inibicdo de enzimas do
intestino.

[00182] O exemplo demonstra que os perfis de
coloracdo obtidos por meio da filtragem de gel de melado
dependeram do pH e/ou da composicdo do tampdo e que pode ser
produzido um extrato com alto teor de antioxidantes com menos
coloracdo de acordo com a presente invencdo. Sob pH 7,5, a
maior parte da coloracdo escura foi eluida no volume vazio,
enquanto sob pH 5, O foi observado um segundo pico de coloracédo
escura sob peso molecular mais baixo. O tampdo com pH 5,0
continha 10% de acetonitrila, o que poderd haver contribuido
para uma alteracdo das propriedades de permeacdo do gel.

[00183] Esse extrato com alto teor de antioxidante
e coloracdo mais baixa serd Gtil como um aditivo para alimentos
para reduzir o GI, reduzir a carcinogenicidade ou alterar a
composicdo do corpo sem interferir com a cor ou propriedades
organolépticas do alimento. Além disso, um extrato de coloracdo
mais baixa de acordo com a presente invencdo é util em

aplicacdes farmacéuticas, especialmente quando a coloracdo e

Peticdo 870210017097, de 22/02/2021, pag. 75/103



63/82

o amargor forem questdes importantes.

Exemplo 7

[00184] Os niveis de dezesseis compostos fendlicos
foram determinados em fragdes basicas e acidas aquosas de duas
amostras de extratos de melado de acordo com o primeiro aspecto
da presente invencdo e uma amostra de aclUcar pulverizada com
extrato de melado de acordo com o primeiro aspecto da presente
invencdo. Os compostos fendlicos foram isolados por meio
extracdo de acetato de etila das amostras.

[00185] Trés amostras foram recebidas para
avaliacdo. Os detalhes de cada amostra sdo exibidos abaixo.

Amostra 1: fracdo unida por XAD de melado (po).

Amostra 2: fracdo purificada com MF de melado (retido
de 0,5 kDa de permeado de 30 kDa, pdbd) (MFP).

Amostra 3: acucar com baixo GI.

Métodos

[00186] Preparacdo de amostras - limpeza por
Extracdo de Fase S6lida (SPE) em Fase Reversa: um cartucho de
SPE Cis (4 ml, 600 mg; Alltech Associates, Deerfield IL) foi
condicionado com metanol (3 ml) e &cido férmico (0,05%, 6 ml).
Fracdo unida por XAD (Amostra 1) (189,5 mg) foi dissolvida em
dcido férmico aquoso (O, 05%, 10 ml) em um frasco volumétrico.
Uma parcela desta solucdo (3 ml) foi carregada sobre o
cartucho, lavada com &acido férmico (0,05%, 5 ml) e eluida com
metanol aquoso (20% seguido por 60% e 100%, 5 ml cada),
resultando em trés fracdes. Observou-se a eluicdo da maior
parte da coloracdo marrom na fracdo de metanol aquoso a 60%.

[00187] Extracdo de solvente: uma parcela de cada
amostra (cerca de 200 mg) foi dissolvida em agua (10 ml) que

havia sido acidificada (pH 1,6) ou basificada (pH 9,6).
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Adicionou- se benzoato de metil-4-formila (7, 4 upg) a cada
solugdo na forma de padrdo interno (ISTD). As misturas foram
extraidas em seguida com acetato de etila (2 x 10 ml), o
solvente foil evaporado a vacuo (40 °C) e as misturas foram
reconstituidas em acido férmico aquoso (0,1%, 5 ml) antes de
serem submetidas a andlise de HPLC e LC/MS.

[00188] Andlise de HPLC: HPLC foi conduzida
utilizando um sistema Shimadzu equipado com duas bombas LC-
10ADVP sob alta ©pressao, um autoamostrador SIL-10ADVP
(circuito de am ostragem de 250 pl), um forno de coluna CTO-
1-ADVP e um detector de conjunto de fotodiodos SPD-M10ADVP
(Shimadzu Inc., Rydalmere, NSW, Australia) . A coluna utilizada
para a separacdo dos polifendis foi Luna Cis (4,6 mm didmetro
interno x 250 mm comprimento, tamanho de particula de 5 um,
Phenomenex, Lane Cove, NSW, Australia) . As fases mobveis
utilizadas para a separacdo foram de 2% TFA em agua (A) e 0,5%
TFA em acetonitrila:dgua (1:1) (B) sob uma velocidade de fluxo
de 1 ml/min- 1. Os analisados foram eluidos utilizando um
gradiente linear: 20-50% B por vinte minutos, 50-100% B por
dez minutos permaneceu a 100% B por mais dez minutos. A
deteccdo foi conduzida a 280, 320 e 370 nm. Os analisados foram
identificados por meio de comparacdo do seu tempo de eluicao
(e fragmentos m/z caracteristicos de andlise de LC/MS, Tabela
2) com os de padrdes auténticos (Sigma-Aldrich, Castle-Hill,
NSW, Australia).

[00189] Andlise de LC-MS: analise de LC-MS foi
conduzida em um espectrbmetro de massa Quantum  TSQ
(ThermoFinnigan, NSW, Australia) equipado com um sistema de
fornecimento de solventes quaterndrio e um autoamostrador. Uma

parcela (10 pl) de cada extrato investigado foi cromatografada
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em uma coluna analitica Ultracarb® (2,1 x 150 mm, tamanho de
particula de 5 um) (Phenomenex, NSW, Australia) que foi
aquecida a 30 °C em um forno. A fase mdével consistiu de acido

férmico a 0,5% em 4agua (A) e acido férmico a 0,5% em

acetonitrila e agua (1:1) (B) na velocidade de 300 pl/min.
[00190] Utilizou-se um gradiente linear (20%
B a 100% B ao longo de dezenove minutos). Ions foram gerados

utilizando uma fonte de eletropulverizacdo no modo negativo
sob condig¢des definidas apds otimizacdo utilizando uma solucédo
de &cido clorogénico.

Resultados

[00191] Conforme explicado abaixo, considerou-se
que a amostra de XAD contém niveis significativamente mais
altos de dezesseis compostos fendlicos selecionados que a
amostra de aclcar com baixo GI e MFP. Varios componentes
adicionais, que incluem tricina e diosmetina glicosideos,
foram provisoriamente identificados na amostra de XAD por meio
de experimentos de LC-MS/MS.

[00192] Abordagem de extracdo: uma extracdo com
base em SPE da fracdo polifendlica foi conduzida inicialmente.
Conforme esperado de descobertas anteriores, a fracdo de
metanol a 60% continha mais compostos polifendlicos (com base
em absorcdo de UV a 28 O, 32 O e 370 nm) gque as outras duas
fracdes de metanol. Os tracos de UV das extracdes de SPE
exibiram, entretanto, baixa relacdo sinal-ruido.

[00193] Utilizou-se em seguida uma abordagem
alternativa, com base em extracdo de acetato de etila. Os
tracos de HPLC resultantes (Figura 12) exibiram um nimero maior
de picos em uma abundédncia significativamente mais alta e

melhor resolucdo que os tracos da limpeza de SPE. Desta forma,
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apenas os extratos de acetato de etila foram utilizados para
o restante do estudo. Extracdo de acetato de etila foi
conduzida sobre solugdes aquosas acidificadas e basificadas
das amostras para garantir que o maximo de compostos possivel
seria extraido das amostras.

[00194] Quantificacdo de polifendis selecionados:
inicialmente, o0s niveis de compostos selecionados foram
determinados quantitativamente em extratos &cidos e béasicos
das trés amostras contra benzoato de rnetil-4-formila. Este
composto exibiu, entretanto, uma orientacdo relativa a
matrizes forte e, desta forma, os resultados obtidos da sua
utilizacdo foram questiondveis. Para eliminar essa orientacéo,
uma curva de calibragem externa de &acido p- cournarico foi
estabelecida e utilizada para obter resultados quantitativos.
Cada composto foi quantificado com base na sua absorcdo maxima
de UV em um dos trés comprimentos de onda (280, 320 ou 370
nm) . Nenhum fator de resposta foi determinado para compostos
individuais e, portanto, os resultados de todos os compostos
(além de acido p-cournarico) s&o de natureza semiquantitativa.
Os resultados obtidos para os compostos selecionados sé&o
exibidos na Figura 13. Na figura:

@ As amostras foram pesadas na forma em gque foram
fornecidas. Nenhum tratamento adicional foi aplicado antes da
extracado.

b Foram conduzidas anédlises com tamanho de amostra
ampliado (cerca de 800 mg para MFP e cerca de 1604 mg para
acucar) .

¢ Tragco = menos de 0,1 mg/kg.

[00195] Como se pode observar, a amostra de XAD

foi de longe a mais rica, dentre todas as trés amostras, nesses
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fendlicos. Além disso, as fracdes de MFP e XAD Acidas continham
uma quantidade maior de compostos polifendlicos em comparacdo
com as fracdes béasicas correspondentes. Isso era esperado,
considerando que acidos fendlicos tais como acidos couméricos,
fertlicos e siringicos foram relatados anteriormente como
sendo os principais componentes fendlicos de produtos de cana
de agucar. A amostra de acucar continha a quantidade mais baixa
de compostos polifendlicos em comparacdo com as amostras de
XAD e MFP. Era provavel, entretanto, que muitos dos
polifendélicos de aclcar estivessem abaixo do limite de deteccédo
do método de HPLC devido ao teor de aclUcar mais alto (por
unidade de peso) nesta amostra em comparacdo com as amostras
de XAD e MFP. Para superar este problema, foram realizadas
andlises com maior tamanho de amostra, a fim de detectar
compostos adicionais no actcar com baixo GI (somente fracéao
dcida). Anadlises de tamanho de amostra ampliado também foram
realizadas para a amostra de MFP para aumentar a quantidade de
compostos detectados (somente fracdo acida).

[00196] A presenca/auséncia de compostos
selecionados em algumas amostras (devido a restricdes de tempo)
foi confirmada por estudos de LC-MS (tais como reacdes de
parente-produto, monitoramento de reacdo selecionada e reacdes
especificas de produto). A Figura 14 resume os experimentos de
LC-MS realizados para cada amostra e as informacdes produzidas
para cada analisado. Na figura, a identificacdo de tricina foi
baseada apenas na fragmentacdo de MS, pois nenhum composto de
referéncia auténtico pdde ser obtido e, portanto, é provisdrio.

[00197] Alguns compostos exibidos como "ndo
detectados" na Figura 13 foram detectados em algumas amostras

durante varios experimentos de LC-MS (tais como apigenina em
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galato de (-)- catequina XAD-badsico e MFP-basico em luteolina
MEFP-4cida e MFP-basica em MFP-acido e MFP-basico). Isso se
deve possivelmente a melhor sensibilidade do sistema de LC-MS
em operagdo no modo de monitoramento de reacdo selecionada
(SRM) em comparacdo com deteccgdo de UV empregada pela abordagem
de HPLC.

[00198] Uma série de experimentos de LC-MS/MS foi
conduzida sobre a amostra de XAD-acido em uma tentativa de
identificar o méximo de componentes fendlicos adicionais
possivel no quadro de tempo fornecido. Os compostos
principalente dirigidos incluiram flavona glicosideos
encontrados anteriormente em extratos de cana de aclcar,
diosmetina (aglicona livre de diosmina, J& detectada nos
extratos) e glicosideos que contém agliconas cuja presenca €
confirmada nos extratos (apigenina, tricina, luteolina,
quercetina) . Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 11
abaixo. Varios dos componentes identificados temporariamente
possuem estruturas similares que diferem apenas na natureza

dos grupos ilustrado pelas estruturas abaixo.

OH

HO O

OH O

Apigenina
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OH
OH
HO ]
OH O
Luteolina
OH
.-""""0
0 On,, O o
HO - OH
0 OH OH
Diosmina
Tabela 11
R R* R R R® R
Tricina-7-0-nec-hespercsida | H Glg-Rha | H OCH, | OH OCH,
Lutealina-g-C- H H Gle-Rha CH oH H
(ramnosilglicosiden) ]
Tricina-7-0-glicosidec H Gle-Rha H OCH, | OH OCH,
_E'_haftnsidec- Gle H Rra H OH H
Isachaftosiden Bra H Glc H OH H

Relacdo de Compostos Identificados a Partir de

Experimentos de LC-MS/MS no Extrato de XAD-Acido
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Composto Detectade em  XAD-
acido
Dicsmetina Sim )
Miricetina Bim
Tricina-7-0-ngo- Bim
hesperidosida -
Luteolina-g-C_- Sim
(ramnosilglicosideo)
Vitexina Mao T
Tricina Sim
Orientina [WETs
Tricina-7-0- Sim
| glicosideo
Chaftosideo Sim
Isochaftosideo Sim
4,5-dimetil- Hao
luteolina-8-C-glicosideo L
Luteoclina/caempferecl Ndo
glicosideos
Tricina glicosideos Sim
Apigenina Hao
glicosideos ]
Diosmetina Bim
glicosideos
Quercetina Mio
glicosideos
[00199] SRM e experimentos especificos de produtos

ressaltaram a presenca de compostos que contém tricina
adicionails (aos exibidos na Tabela 20) no extrato de XAD- &acido
(Figura 15). Aparentemente, entretanto, os compostos que
contém diosmetina sdo o grupo dominante, pelo menos nos

extratos de XAD-4cido, pois varios deles foram detectados

durante anadlise especifica de produtos (m/z 299) (Figura 16).
Concluséao
[00200] A andlise HPLC e LCMS dos pds de XAD e MF

de cana de aclUcar demonstrou que ambos continham uma série
exclusiva de polifendis e flavonoides muito diferente em nivel

e mistura da encontrada em outras fontes vegetais. Eles também
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foram diferentes dos encontrados em extratos obtidos por meio
de outros métodos.

[00201] Conforme esperado, o pd de XAD continha
niveis mais altos dos polifendis em comparacdo com o pd de MF.
O padrdo geral de polifendis encontrado no acgucar com baixo GI
analisado também foi similar ao encontrado nos pds de XAD e
MF. Isso reforcou o uso do pd de MF na forma de um xarope com
alto Brix como uma fonte de pulverizacdo de enriquecimento
para impregnar/revestir cristais de aclcar brutos ou refinados
para fornecer novos 1ngredientes funcionais com maior
atividade antioxidante e um equilibrio mineral favoravel.

[00202] Estes extratos podem também ser
utilizados para gerar produtos que possuem beneficios clinicos
que incluem a influéncia do GI de alimentos e modificacdo da
composicdo do corpo. Esse xarope ou pd poderd ser utilizado
para enriquecer outras fontes alimenticias tais como fibras e
farinhas, para fornecer resultados funcionais similares.

Exemplo 8

[00203] Uma solucdo de pulverizacdo apropriada
para pulverizacdo sobre acucar bruto para converté-lo em um
produto de acucar com baixo GI foi produzida a partir do xarope
do permeado de membrana de 30 kDa (Pl) do Exemplo 1.

[00204] O permeado (Pl) compreendeu cerca de 4, 5
g/l de polifendis, 30 g/1 de frutose, 30 g/l de glicose e 110
g/1 de sacarose, que possui um valor Brix de 15 a 25.

[00205] A estabilidade na armazenagem do permeado
foi aumentada por meio da evaporacdo até 60-70 BRIX e aumento
de cerca de quatro vezes na concentracdo. A composicdo foi,
portanto, de cerca de 18 g/1 de polifendis, 120 g/1 de frutose,
120 g/1 de glicose e 440 g/1 de sacarose.
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[00206] Este xarope concentrado foi pulverizado
sobre um acucar base. O acucar base consistiu de (i) actcar
branco cristalino e (ii) aguUcar bruto em processo de um moinho
primédrio ou refinaria no estagio fugaz. A quantidade de solucéo
de pulverizacdo variou dependendo do teor inicial de polifenol
e fitoquimico por quilograma do acglcar base. Tipicamente, foram
adicionados de 1 a 12 ml do xarope de pulverizacdo concentrado
a cada quilograma de aclUcar base, em que a quantidade exata
depende da variedade de cana de acucar sendo processada. Para
algumas variedades de cana de agucar, a concentracdo de
fitoguimicos adequada poderéd ser atingida com adicdo minima de
xarope de pulverizacdo (dependendo da quantidade de aclcares
redutores remanescente e da concentracdo de fitoquimicos) Apds
o tratamento fugaz, o aclcar foli seco em um secador de aclUcar
cilindrico giratdério e, ao sair, uma amostra foi retirada em
linha ou fora dela para teste de controle de qualidade/garantia
de qualidade, para garantir que seja atingido um nivel de
polifendéis adequado.

[00207] Pode-se utilizar um ©procedimento de
pulverizacdo similar para impregnar ou revestir agtcar de cana
branco, aclUcar de beterraba e outros veiculos tais como fibras
(por exemplo, bagacgo) e farinha de varias fontes de cereais,
a fim de fornecer um produto enriquecido biocativo para uso
como um ingrediente alimenticio funcional.

Exemplo 9

[00208] Diferentes fluxos de processamento foram
analisados durante a producdo de acucar bruto em um moinho e,
no caso de melado, comparados com extratos preparados segundo
o método de ultrafiltragem de acordo com a presente invencdao.

[00209] Amostras: amostras foram recolhidas a
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partir dos fluxos de processamento a seguir: primeiro suco
extraido (FEJ), tanque de tampdo (BT), filtrado de lodo de
moagem (MMF), lodo de moagem (MM), suco de fornecimento do
evaporador (ESJ), xarope (SYR), melado (MOL) e acglUcar bruto
(RS) . As amostras foram armazenadas, congeladas e
transportadas para a instalacdo de teste.

[00210]Remocdo do sedimento: amostras 1liquidas
(sucos e filtrados de lodo de moagem) foram centrifugadas a

(o)

5000 rpm por dez minutos a b5 C de os sobrenadantes foram
filtrados a véacuo através de papéis-filtro Whatman n° 1.
Xaropes, melado e acglUcar bruto foram diluidos até 10%, 10% e
40%, respectivamente, antes da remocdo do sedimento. Amostras
para andlise mineral ndo foram tratadas para remover sedimento.

[00211] Extratos de lodo de moagem: um extrato de
lodo de moagem foi preparado por meio da homogeneizacdo de 20
g de lodo de moagem por um minuto em 45 ml de &gua deionizada
quente (60 °C), centrifugacdo a 5000 rpm por cinco minutos e
decantacdo do sobrenadante. A pelota foi novamente extraida em
45 ml de &gua deionizada quente e o sobrenadante foi novamente
recolhido. Os extratos combinados foram compostos até 100 ml
com agua deionizada e filtrados a vacuo através de papéis-
filtro Whatman n® 1.

[00212] Andlises: foram utilizados os métodos de

andlise a seqguir:
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-

Componente Método

Fotal de | Procedimento colorimétrico de Folin-

fendlicos Ciocalteu. Resultados expressos como Jgramas
de esguivalentes de categquina por litro.

Perfil de | HFLC RP, coluna Cl8 {(Luna 3 um, Fhenomenex) a

polifendis 30 =C, gradiente linear de 2 a 21% de
acetonitrila por doze minutos, 21 a 60% por
um minuto e 21 a 60% por trés minutcs.
Deteccdo a 214 nm.

itividade Substrato de ABTS. Resultados expressos como

antioxidante gramas de eguivalentes de &dcido gdlico por
litro.

ono e HPLC EP, coluna de NH: a 40 °C, eluigdo

dissacarideocs | isccratica com EB8% de acetonitrila a 1 ml/min

por vinte minutcs. Detecgdo de RI.

hcidos cis e

HPLC de particic moderada por ions, coluna

trans- Aminex HPX-87H (Bic-Rad). Eluicdo isocratica

aconitices com 0,004 M de H;50, a 0,6 ml/min por guarenta
minutos a 30 ®C. Detecgdoc de UV. Amostras
diluidas em dgua antes da injegao.

rotal de | Forno a vacuo a 70 °C por dezesseis horas.

s&lidos

Dengidade Medidor de densidade Anton Paar. Leituras a

20 °C em g/ml.

Nitrogénic
total

Método de FKjeldahl wutilizande unidades de
destilacio e digestdo Foss Tecator.

Mitrogénic ndo
de proteina

Amostra (2,5 g) tornada 50 ml com Acido
triclorcacético a 12% e filtrada. Parcela (20
ml) analisada por meio do método de Kjeldahl.

Sordura Hidr&lise @&cida seguida por extragdc de
Mojonnier,
Poligsacaridecs | Medicdo de polissacaridecs solldvels (Roberts,
1581} . Precipitagdo de pocligsacaridecs com
etancl a 100%, lavagem com etanol a 80%,
digestio de precipitado em &cido sulfdrico a
1%¥ e medicdo do total de aglicares redutores
por Acide fenolsulfirico a 485 nm com glicose
comc referéncia. Resultados expressos Como
B ;::rggama de polissacaridec por litro.
Na, K, Ca, Mg, | Plasma acoplado indutivamente -
P2y, S50y egpactrogacopia de emissio Stica (ICP-0ES) em
instrumento Varian wvista Pro em UQ. Os
| elementos foram testados sobre amostras ndo
L filtradas e ndo diluidas.
C1 Analisador colorimétrico automitico (Seal

AQZ), Método EPA (EPA-124-3).

S

Peticéo 870210017097, de 22/02/2021, pég. 87/103



75/82

Extrato

[00213] O melado foil extraido por varias vezes
utilizando as etapas de processo a seguir segundo O Processo
de acordo com a presente invencéo:

a) aquecimento e diluicédo do melado com agua
até que a viscosidade da solucgdo resultante seja de 0,05 a 0,1
Pa s (50 a 100 centipoise) e de 30 a 50 Brix sob uma temperatura
de cerca de 50°C;

b) centrifugacdo do diluente utilizando uma
centrifuga de desobstrucdo continua em que o sobrenadante é
processado diretamente através de uma membrana cerdmica ou de
aco inoxidéavel (de 0,1 a 0,5 micron) utilizando uma pressdo de
4 Bar (0,4 MPa), velocidade de fluxo de cerca de 30 a 100
1/hora e temperatura de 35 a 50°C;

c) aquecimento da solucdo da etapa (b) a 75°C
e sua manutencdo em seguida naquela faixa de temperatura por
cerca de vinte minutos até a formacdo de um precipitado de
sals de cédlcio e magnésio insoltveis;

d) separacdo do precipitado e da matéria
particulada grande da solucdo produzida na etapa (c) por meio
de passagem da mistura através de uma membrana ceradmica ou de
aco inoxidéavel (de 0,1 a 0,5 micron) utilizando uma pressédo de
4 Bar (0,4 MPa), velocidade de fluxo de 30 a 100 1/hora e
temperatura de 50°C, em que o retido é descartado e o permeado
é recolhido;

e) tratamento do permeado recolhido da etapa
(d) por meio da sua passagem através de uma combinacdo de
membranas de ultrafiltragem enroladas em espiral.

[00214] As membranas de ultrafiltragem foram

alteradas a cada vez em que O processo era conduzido. As
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membranas de ultrafiltragem apresentaram exclusdo de tamanho
que varia de 1000 a 50. 000 Daltons. Os extratos isolados desta
forma continham as composic¢cdes descritas na Figura 25. Na
figura, Perm = Permeado; Ret = Retido e os dados exibem
percentuais de cada componente de melado no permeado e no
retido.

Resultados

[00215] Conforme ilustrado pelas Figuras 17 a 24,
a composicdo dos diferentes fluxos de processamento varia
amplamente. Além disso, a composicéo dos fluxos de
processamento varia a composicdo dos fluxos de batelada de
cana de acglUcar para outra.

[00216] Nas figuras, sdo utilizadas as abreviacdes
seguir:

BT = tanque de tampdo

MMEF = filtrado de lodo de moagem

MM = lodo de moagem

MME = extrato de lodo de moagem (extrato de &gua
quente, 20 g/100 ml de extrato total)

ESJ

suco de fornecimento de evaporador

SYR = xarope

MOL = melado

RS = acucar bruto

FEJ = primeiro suco extraido (na Figura 17, a amostra
é retirada da Batelada 3; nenhuma amostra de FEJ foi fornecida
para a Batelada 1 ou Batelada 2)

Conclusao

[00217] Estas descobertas demonstram claramente a
particdo de fitoquimicos biocativos em fluxos de processo de

cana de acucar moida primaria. Essa particdo indica que certos
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fluxos serdo apropriados para a diferente exploracdo comercial
desses fitoquimicos.

[00218] Suco clarificado, xarope, melado e
extratos de lodo de moagem sdo todos fontes potenciais como
estoques de alimentacdo para a recuperacdo de biocativos tais
como polifendis e antioxidantes, &cidos orgdnicos e minerais.
Melado é a fonte preferida. Lodo de moagem e bagaco também s&o
fontes Uteis de fitoquimicos em que é desejada uma composicdo
diferente, especialmente com niveis mais altos de policosandis
e fitoesterdis, mas niveis mais baixos de carboidratos.

[00219] Cada um dos cinco extratos de
ultrafiltragem preparados a partir dos melados foi utilizado
como estoque de alimentacdo para processamento adicional
utilizando XAD. O wuso desses extratos como estoques de
alimentacdo oferece o <claro beneficio de minimizacdo da
possibilidade de envenenamento das resinas de XAD, de forma a
aumentar a eficiéncia e a vida Gtil das resinas.

Exemplo 10

[00220] Trés processos de extracdo separados foram
conduzidos conforme segue para preparar materiais de partida
apropriados para uso no processo de acordo com o segundo
aspecto da presente invencdo:

1. Topos de cana fibrilada foram secos em um
forno a vacuo a 40°C de um Grupo. O material seco foi extraido
com n-heptano utilizando um extrator soxhlet por cerca de
quatro horas, durante o qué foram completados pelo menos dez
ciclos. O extrato foi seco sobre sulfato de sédio anidro e
evaporado até secar para gerar um material oleoso/ceroso em
rendimento de 1,2%, com base no peso seco de topos de cana.

2. O bagaco foi tratado da mesma forma. O
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material seco gerou um material oleoso/ceroso em rendimento de
0,65%, com base no peso seco do bagacgo.

3. Lodo de moagem foi tratado da mesma forma.
O material seco gerou um material oleoso/ceroso em rendimento
de 6,53%, com base no peso seco de lodo de moagem.

[00221] Os trés extratos foram submetidos em
seguida ao processo do Exemplo 9 para fornecer trés extratos
de acordo com a presente invencdo. Os extratos continham alto
teor de polifendis, mas baixo teor de acucar, e seriam uteis
para aplicacgdes em gue aglUcares ndo sdo necessarios.

[00222] O exemplo também demonstra que uma série
de estoques de alimentacdo pode ser utilizada na producdo dos
extratos descritos como parte da presente invencéo.

Exemplo 11

[00223] O método de acordo com o segundo aspecto
da presente invencdo foi utilizado para produzir um extrato de
acordo com a presente invencdo a partir de BioDunder®
(vinhaca) .

Tabela 12

Composicdo de Extrato de BioDunder® (vinhaca)
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Componente BioDunder®
Total de sélidos (g/100 g) 10,4
°Brix 11,4
Dengidade (g/ml) 1,05
Coloracdo (Ry) 17,8
Condutividade (M eq. NaCl) 0,25
pH 4,1
Total de fendlicos (g CE/1) 6,2
Atividade antiocxidante (a{l,8
GARE/1)
Frutose (g/l) 1
Glicose (g/l) 1
Sacarose (g/l) 3
Cinza (g/100 g) 4
Conclusao:
[00224] O extrato produzido neste exemplo continha

alto teor de polifendis, mas baixo teor de aclcares,

e seria

util para aplicacdes em que acucares ndo sdo necessarios.

exemplo também demonstra que Vinhaca ¢é um estoque

alimentacdo Util para a producdo de extratos de acordo com a

presente invencéo.

Exemplo 12

[00225] Este exemplo demonstra que melado de um

moinho primdrio possui uma composicdo diferente
refinaria.
Tabela 13

Composicdo de Melado de Diferentes Fontes
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Componenta Moinho 1 Moinho 2
(Moinho primidric) (Refinaria)
Total de s&lidos | 75,4 84,3
(g/100 g}
Brix Ta 74
Coloragdo (ICUY | 117 407 58 957
Ad420 .
Total de fendlicos | 2842 1258
img CE/100 g DW)
Atividade 864 373
antioxidante (mg
GAE/100 g DW)
Frutoge lgfio0 g|%2,.7 5,2
DW)
Glicosze (g/100 g|&,.0 5,2
Du)
Bacarose (g/l00 g|3E.,4 59,0
DwW}
[002206] O exemplo demonstra que a fonte de melado

pode variar e que este fator necessita ser considerado na

producdo dos extratos de acordo com a presente invencéo.
Exemplo 13
[00227]

Neste exemplo, a composicdo de lodo de

moagem foi analisada para demonstrar o seu potencial como
estoque de alimentacédo para preparar extratos de acordo com a
presente invencéo.

[00228] Os

Os resultados encontram-se na Figura 26.

extratos aquosos produzidos neste

exemplo continham alto teor de polifendis, mas baixo teor de
acucares, o que demonstra que lodo de moagem seria Util para
a producdo de extratos para aplicacdes em que aclicares ndo séo
necessarios.

Exemplo 14

[00229] A tabela a seguir exibe as diferencas nos
extratos obtidos utilizando o método descrito no Pedido de
Patente Internacional n°® WO 2005/117608 em comparacdo com oS

extratos de acordo com a presente invencdo.
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Tabela 14
Composicgéao de Extratos Elaborados Utilizando

Diferentes Processos

Composto Método da WO MF
20057117608

Umidade (% p/p) 2 -5 3 - 6

Sacarose (&) 0,1 - 0,2 50 - 75

Glicose (%) 0,2 - 0,8 & = 15

Frutose (%) 1,2 - 2,4 & - 15

Calcio (mg/g) 6 - @ 3 - 4

Magnésio [mg/g) 2 - 3 1,5 - 3,0

Potassic (mg/g) 0,2 - 0,3 B - 12

S&8dio (mg/qg) 0,05 - 0,07 1 - 2

Polifendis (mg CE/g) 180 - 240 15 - 25

Antioxidantes (mg GAE/q) 50 - 70 4 - 7

Ecido transaconitico (%) 0 -0,1 1,5 - 3,0

Fosfato (mg/g) n/d 0,2 - 0,4

Cloreto (mg/g) n/d 1,8 - 2,5

Sulfatoc (mg/g) n/d 10 - 15

[00230] E importante observar que os estoques

alimentacéo de melado variam significativamente,

particularmente de composicdo mineral, como resultado da
capacidade de variacdo da cana sendo processada e das condicdes
de processamento utilizadas (particularmente na etapa de
adicdo de cal e floculacgdo para clarificar o suco misturado).

[00231] A tabela acima demonstra que o método de
acordo com a presente invencdo produz um extrato que possui
uma composic¢cdo muito diferente do extrato descrito no Pedido
de Patente Internacional n° WO 2005/117608. Esta diferenca néo
é simplesmente a diferenca do estoque de alimentacdo de melado
utilizado. O extrato de acordo com a presente invencdo contém
um teor de polifendis muito mais baixo e um teor dos demais
fitoguimicos muito mais alto, o gque o torna mais prdéximo da
composicdo natural da cana de acucar.

Exemplo 15
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[00232] Este exemplo compara o extrato obtido de
Vinhaca do Exemplo 11 com os conjuntos 1 a 4 do Exemplo 6.
Tabela 15
Comparacdo de Extrato de Vinhaca com Diferentes

Fracdes de Extrato de Melado

| Resumo de resultados, mg/kg - ]
Compostos alvo BicDunder® | Conj . Conj. Conj Coni .
1 2 3 4

Acido cindmico | 473,60 . 2,5 16,9
Epicateguina 3,1 6,1 69,1 268,2
Acido gdlico 6,3

Mircetina 23,7 1,0 62,9
Aecido 15,2 8,0

protocatecoice

Arido siringico [58,0 2,7 [ 6,1 68,3 261, 9
Acido vanilico 176,0 4,6 18,5 |B1.8
Baunilha 5,4 7,5 6,3
Acido para- 3,7 28,3
hidroxibenzoico |

Acido P 5.0 ]

coumdrico (I

Apigenina 29,5

Acide cafeico 0,8 3,1

Diosmina 19,0

Acido ferilico - 4,7
Caempferol 83,0 |

[00233] A expressdo "que compreende" e formas da
expressadao "que compreende" conforme utilizado no presente

relatdério descritivo e nas reivindicacdes ndo limita a presente

invencdo para excluir nenhuma variante ou adicéo.

[00234] Modificagdes e aprimoramentos da presente
invencdo serdo facilmente evidentes para os técnicos no
assunto. Essas modificacdes e aprimoramentos destinam-se a

encontrar-se dentro do escopo da presente invencédo.
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REIVINDICACOES
1. PROCESSO DE PRODUCAO DE UM EXTRATO DERIVADO DE
CANA DE ACUCAR QUE POSSUI CARACTERISTICAS DE REDUCA@ DE iNDICE
GLICEMICO, caracterizado por compreender as etapas de:

a) agquecimento e diluicdo de um produto derivado
de cana de acgucar até que a solucao resultante tenh a um teor
de solidos solaveis de 30 a 50 Brix;

b) (i) centrifugacédo do produto da etapa (a);

ou, alternativamente,

b) (ii) ajuste do pH de 7,2 a 9,5 do produto da
etapa (a) com uma base;

C) aguecimento do produto da etapa (b) até uma

temperatura nafaixa de 70 a80°C e, em seguida, su amanutencao
aguela faixa de temperatura por um periodo de tempo até a
formacdo de um precipitado de sais de calcio e magn ésio
insoluveis;

d) remocdo do precipitado e material particulado

grande da mistura produzida na etapa (c) através de uma
membrana de ceramica ou aco inoxidavel com um taman ho de poro
entre 0,1 e 0,5 micron sob uma temperatura de 35 a 50°C; e

e) tratamento do produto da etapa (d) passando por

uma membrana de ultrafiltracdo de 30 a 100 kDa sob uma
temperatura de 30 a 60°C para isolar extratos desej ados.

2. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo produto derivado de cana de acuc ar ser
selecionado a partir do grupo que consiste em fluxo de

alimentacdo de suco de cana de acgUcar bruto, xarope

clarificado, xarope concentrado, melaco, melado de moagem
primédria e de refinaria, xarope dourado, aclUcar mas cavo,
bagaco, vinhaca, lixo de campo, cortes de cana, med ula,
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extremidades em crescimento, polpa, lodo de moagem e suas
misturas.

3. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizado pelo produto derivado da cana de acuc ar ser
melaco.

4. PROCESSO, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 3, caracterizado pelo fracioname ntonaetapa
(e) ser realizado utilizando uma ou mais membranas ou filtros

de fracionamento selecionados a partir do grupo que consiste
em microfiltragem, ultrafiltragem, nanofiltragem e suas
misturas.

5. PROCESSO, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1 a 4, caracterizado por compreender

adicionalmente a etapa (f) de refino dos produtos r ecolhidos
da etapa (e) com um tratamento selecionado a partir do grupo
gue consiste em cromatografia de troca iénica, crom atografia
hidrofobica, ultrafiltragem, nanofiltragem, permeac ao de gel,
0osSmose reversa e suas misturas, para isolar os extr atos
desejados.

Peticao 870210098536, de 25/10/2021, pag. 7/13
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Figura 14
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Fig. 15
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Componente Fluxo de processo

FEJ BT MMF MM MME EST SYR HMOL Ps
Total de sélidos 20,0 14,1 10,7 - 0,29 13,0 7,0 7,7 . 38,1
(g/100 g '
{ filtrado)
Total de sélidos 20,4 14 ,¢ 11,0 31,2 = 13,0 72,3 80,0 100
(g/100 g) (ndo
filtrado)
Densidade (g/ml} | 1,073 | 1,086 1,044 - 1,00 1,054 1,029 | 1,034 | 1,152
{filtrado) 0
Frurcose (g/100 g 4,5 3,2 z,0 = 6] 1,6 z,2 11,7 BDL
D) =
Glicose (g/l00 g 4.8 3,8 z,3 - 6] 1,7 z2,1 9.5 BDL
D)
Sacarose (g/1l00 86 77 76 - i} 83 88 4z 99,3
g DW)
Polissacarideos = 0,652 - 4,9 - = = z,9 0,053
{g/100 g DWY
Total de 330 362 40z = 1580 309 391 Z500 21,1

fendlicos (mg de
egquivalences de
categuina/ 100 ¢
D)

Atividade de 68,1 75,9 142 = 563 104 115 726 6,7
antioxidante (my
de equivalentes

de écide

gélicof100 g DU}

Gordura (g/100 g - — = 3,3 = = - = -

DIy

N total {(g/l00 g 0,1le 0,13 0,14 0,65 0,34 0,11 0,10 0,78 o,0L

Dw)

N ndo de = = - Q,07 - - — 0,70 =

proteina (g/1l00

g D)

Proteina {(g/100 = - = 3,63 = = = Q,31 =

g DI ({TN-NPN) x

6,25

Anflise de FALA:

Ca (mg/kg)? 45 4 148 542 3547 = z38 1490 8102 116

Mg (ng/kg) 204 147 185 626 - 111 5€3 3348 37,1

Fe (ng/kRg) 127 7,2 142 3958 = 2,49 32,3 172 2,83

K (myg/ky) 1061 880 1230 838 B 777 4122 29.32 z2z7

’ 1]

Andlise UQ:

Ca f(mg/kg)® 144 3167 8411 381

Mg 141 721 3221 32

Na 3,3 26 428 21

R 857 1446 33.67 238
]

Cr 0,1 3,6 0 2,2

Se 0,3 2,1 3,0 6,4

P04-P 114 1484 676 I

S04-%5 113 198 3330 3

c1 723 30 22.71 43
[

Acido cis- n/a 47,5 58,3 n/a 30,7 28,6 170 543 4,1

aconitico :

(g /100 g D)

Acido trans— n/a 489 481 n/a 640 515 1723 1964 &0

FIG.17
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Conponente

Fluxo de processo

Total de
s6lidos (g/100
gl (filtrado)

BT

13,4

13,7

MM MME ESJ SYR

- 0,40 13,5 6,3

MOL

RS

35,2

Total de
sGlidos (g/100
g) (nfo
filtrado)

13,8

13,7

100

Densidade
{ogfml)
(filcrado)
Frutose (g/100
g DU)*®

1,029

Glicose {(g/100
o DW)

Sacarose
{g/l00 g DW)

Polissacarideo
s {g/l00 g DW)

Total de
fendlicos (mg
de
equivalerntes
de
catedquina/l100
g DU}

317

- 1593 29¢ 305

2054

Atividade de
antioxidante
{mg de
equivalences
de acido
galico/100 o
D)

?8.0

118

= 514 104 los

650

Gordura (gfl00
g DU

N total {g/100
o DW)

0,24

0,18

N néo de
proteina
{g/100 g DW)

Proteina
{g/100 g DW)
(TN-NPM) x
6,25

Andlise de
FALA:

Ca i(mg/kg)®

189

332

600 = z46 2287

6300

106

Hg (ngy/kg)

141

134

847 - 102 918

2580

32,0

Fe (mg/kyg)

71,3

16,1

178 - 1,73 10,2

154

3,55

K {mg/kg)

807

989

621 = 966 9EES

23.87

178

Analise UQ:
Ca (mg/kg)"

581

6652

Mg

8z0

2495

Na

3,9

265

FIG. 18
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Componente

Numero de amostra

3

4

5

Total de sbélidos
(g/100 g)
(filtrado)

14,1

13,4

14,1

13,2

16,7

15,1

17,1

Total de sélidos
(g/100 g) (ndo
filtrado)

14,4

13,8

14,6

14,3

16,8

15,4

17,2

Densidade
(filtrado)

(g/ml)

1,055

1,053

1,055

1,054

1,066

1,059

1,067

Frutosse (g/100 g
DW)

Glicose (g/100 g

DW)

Sacarose (g/100 g

DW)

89,7

Polisgsacarideos
{g/100 g DW)

0,35

Total de fendlicos
(mg eq.
catequina/100 g
DW)

274

Atividade
antioxidante (mg
eq. acido
gdlico/100 g DW)

76

78

110

85

100

101

72

N total (g/100 g
DW)

Acido cis-
aconitico
g DW)

(mg/100

42,8

51

30,7

32

36,2

Acido trans-
aconitico (mg/100
g DW)

489

414

294

439

351

374

410

FIG.,

L9
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Componente

Amostra n°

Total de sbélidos

(g/100 g)

25,7

26,6

Polissacarideos

(g/100 g DW)

10,8

10,6

Total de
lipidios (g/100

g DW)

FIG.

20

Componente

Amostra n-°

3

4

5

Total de
sbélidos (g/100
g) (filtrado)

10,7

13,7

13,6

12,4

13,9

14,5

13,0

Total de
sb6lidos
g) {(nao
filtrado)

(g/100

11,0

13,7

13,7

12,4

13,8

14,5

13,1

Densidade

(g/ml)
(filtrado)

1,044

1,054

1,054

1,049

1,054

1,057

1,051

Frutose (g/100
g DW)

Glicose
g DW)

(g/100

Sacarose
g DW)

(g/100

Polissacarideos
(g/lOO g DW)

Total de
fendlicos
eqg.
catequina/100 g
DW)

(mg

402

317

338

327

326

343

329

Atividade

antioxidante
(mg eq acido
galico/100 g

142

118

126

131

118

155

135




18/23

DW)

N total
g DW)

(g/100

Acido cis-
aconitico
(mg/100 g DW)

Acido trans-
aconitico
(mg/100 g DW)

481

494

480

459

466

458

522

FIG.

21

Componente

Amostra n°

Total de
sb6lidos (g/100
g) (filtrado)

Total de
s6lidos
g) (nao
filtrado)

(g/100

Densidade

(g/ml)
(filtrado)

1,000

1,001

1,000

1,000

1,002

1,003

Frutose (g/100
g DW)

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

Glicose (g/100
g DW)

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

Sacarose (g/100

g DW)

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

Polissacarideos
(g/100 g DW)

Total de
fendlicos
eq.
catequina/100 g
DW)

(mg

1580

1423

1495

1521

1266

1356

Atividade

antioxidante
(mg eq acido
galico/100 g

563

514

353

502

616

315

334
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DW)

N total (g/100
g DW)

Acido cis-
aconitico
(mg/100 g DW)

Acido trans-
aconitico
* | (mg/100 g DW)

640

47

765

409

2450

760

1730

10

15

20

FIG.

22
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Componente Amostra n°

1 2 3 4 5 6 7
Total de 7,7 7,1 7,5 7,9 7,8 7,8 7,7
sbélidos (g/100
g) (filtrado)
Total de 80,0 73,3 77,8 81,7 80,2 80,6 80,7
sb6lidos (g/100
g) (ndo
filtrado)
Densidade 1,034)1,029]1,031(11,033]1,032)1,032|1,032
(g/ml)
(filtrado)
Frutose (g/100 11,7 12,8 8,9 9,5 13,2 10,8 11,6
g DW)
Glicose (g/100 9,5 9,2 7,5 7,7 9,2 9,3 10,3
g DW) g
Sacarose (g/100| 42,0 | 52,0 | 46,6 | 45,3 | 38,2 | 37,0 | 38,7
g Dw)
Polissacarideos| 2,9 2,4 2,8 3,0 2,9 3,0 3,1
(g/100 g DW)
Total de 2500 2054 2351 2503 2733 2713 2700
fenélicos (mg
eq.
catequina/100 g
DW)
Atividade 726 650 804 864 869 899 873
antioxidante
(mg eq acido
gadlico/100 g
DW)
N total (g/100 0,75 0,68 = - = = =
g DW)
Acido cis- 543 500 597 570 597 589 578
aconitico
(mg/100 g DW)
Acido trans- 1964 1688 1920 2020 1560 2210 2120
aconitico
(mg/100 g DW)

FIG. 23
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Componente

Amostra n°

4

5

Total de
sélidos (g/100
g) (filtrado)

35,1

35,1

34,9

35,0

35,0

Total de
sbdlidos
g) (ndo
filtrado)

(g/100

100

100

99,9

99.5

99,6

99,5

Densidade

(g/ml)
(filtrado)

1,152

1,151

1,151

1,151

1,151

1,151

1.151

Frutose (g/100
g DW)

BDL

EDL

BDL

BDL

BDL

BDL

BDL

Glicose
g DW)

(g/100

BDL

BDL

BDL

BDL

BDL

BDL

BDL

|.Sacarose (g/100 |.

g DW)

99,3

|- 98 ;8.

99,5

. 99,4

98,8

99,3 |

Polissacarideos
(g/100 g DW)

0,053

0,041

0,068

0,044

0,080

0,063

0,091

Total de
fenélicos
eq.
catequina/100 g
DW)

(mg

21,1

19;8

22,6

24,8

61,1

43,0

60,0

Atividade
antioxidante
(mg eq acido
galico/100 g
DW)

21,6

15,5

21,3

N total (g/100
g DW)

Acido cis-
aconitico
(mg/100 g DW)

Acido trans-
aconitico
(mg/100 g DW)

60

62,1

74

60

177

111

156

FIG.

24
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Compone Fracionamento de componente em diferentes tamanhog de poro (%)
nte 1000 Da 5000 Da 10.000 Da 30.000 Da 50.000 Da
Perm. | Ret., | Perm. | Ret. | Perm | Ret. | Perm. | Ret. | Perm. Ret.
Polifen, 63 41 81 24 72 27 72 20 73 23
" bis
Antioxi 67 39 76 24 69 30 73 30 72 24
dantes )
. | Aglicare 89 1,1 92 0,55 87 0,59 83 - 100 =
S
Acidos 81l 1,1 89 0,5 91 0,7 77 0.4 93 0,6
orgédnic
os
Total 95 7.6 98 5,0 96 5,9 99 6.0 99 4,9
de
s6lidos
FIG. 25

10

13

20
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Componente Amostra n°
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Total de i,1/1,5|1,4|N/T|0,9|0, |O, |0,8]|1,2

sélidos 8 5

(g/100 g)

Brix 1,1/ 1,4 |1,4|N/T|2,0]0, |0, |0,8]1,2
8 5

Densidade i,0/1,00}1,0|N/T|21,0/|21,|1,]21,0|1,0

(g/ml) 02 3 03 02 00 | 0O 01 03
1 0

Coloragao 0,5/ 0,8 (0,5(N/T|0,4|0, |0, |0,5]|0,7

(Rg20) 5 4

Frutose c,7| 1,0 1,4 |N/T|BDL|BD|BD|1,1|1,3

(g/100 g DW) L | L

Glicose 1,6 1,5 |1,3|N/T|BDL |BD|(BD|1,0]|1,2

Sacarose 85, |80,6 |71, |N/T| 88, |69 |75 |71, | 74,

(g/100 g DW) 1 0 5 31,3 7 7

Total de 729 | 629 | 752 |N/T| 712 | 85|98 | 109 | 687

fendlicos (mg 5 5 3

eq.

catequina/100

g DW)

Atividade 297 | 318 | 327 |N/T| 340 | 42 | 40 | 452 | 304

antioxidante 7 3

(mg eqg. acido

gélico/10 g

DW)

FIG. 26
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