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RESUMO

"POLIMEROS SOLUVEIS DE GLUCOSE ALTAMENTE RAMIFICADOS E O

SEU PROCESSO DE OBTENGAO"

A invengdo estd relacionada com polimeros solu-
vels de glucose altamente ramificados que tém um teor de
acucares redutores inferior a 1%, caracterizados pelo facto
de apresentarem uma taxa de ligag¢des o-1,6 glucosidicas
superior a 10%, de preferéncia compreendidas entre 12 e
30%, um Mw de um valor compreendido entre 0,35. 10° e 2.
10° daltons e uma osmolalidade de um valor compreendido
entre 1 e 15 mOsm/kg. A invencdo relaciona-se também com o
seu processo de produgdao e com a sua aplicacdo nas indus-
trias de Papel-Cartdo, Téxtil, Cosmética, e particularmente
na industria Farmacéutica e Alimentar, e ainda mais parti-
cularmente nos dominios da nutricdo entérica e parentérica,
na didlise peritoneal, como agente inibidor e/ou regulador
da glicémia, como fornecedor energético em caso de activi-

dades fisicas e como agente regulador da digestéao.
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DESCRICAO

"POLIMEROS SOLUVEIS DE GLUCOSE ALTAMENTE RAMIFICADOS E O

SEU PROCESSO DE OBTENGAO"

A invencdo estd relacionada com polimeros solu-
veis de glucose altamente ramificados que tém um teor de
acucares redutores inferior a 1%, e gue apresentam uma taxa
de ligag¢des glucosidicas o-1,6 marcadamente elevada, supe-
rior a 10%, para uma distribuicdo de peso molecular muito
estreita, compreendida entre 0,3. 10° e 2. 10° daltons e
uma osmolalidade muito baixa, compreendida entre 1 e

15mOsm/kg.

Estes polimeros soluveis de glucose ramificados
apresentam além disso uma viscosidade baixa e uma auséncia
de retrogradacdo, mesmo apds armazenagem a frio apds

periodos de tempo longos.

A invengdo estd igualmente relacionada com um
processo para fabricar os referidos polimeros solaveis de

glucose altamente ramificados.

Estd relacionada ainda com composicdes que
compreendem estes polimeros soluveis de glucose ramificados
que podem ser utilizados em numerosas aplicag¢des indus-
triais, e em particular nas industrias alimentares e

sobretudo nas industrias farmacéuticas.
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Os polimeros de glucose classicamente acessiveis
industrialmente sdo em particular preparados por hidrdlise

de amidos naturais ou hibridos e dos seus derivados.

Os hidrolisados de amido correntes sdo assim
produzidos por hidrdélise &acida ou enzimatica de amido de
cereais ou de tubérculos. Sao na realidade uma mistura de
glucose e polimeros de glucose de pesos moleculares

extremamente variado.

Estes hidrolisados de amido (dextrinas, malto-
dextrinas...) que sao produzidos na industria (com um certo
Grau de Polimerizagdo ou DP médio) consistem numa vasta
distribuicdo de sacdridos gque contém estruturas lineares
(ligagdes glucosidicas a-1,4) e estruturas ramificadas

(ligacdes glucosidicas oa-1,6).

Estes hidrolisados de amido, e em particular as
maltodextrinas, sdao utilizados como transportador ou agente
de enchimento, como agente texturante, como suporte de
secagem por pulverizacdo, como agentes substituinte de
matéria gorada, como agente formador de pelicula, como
agente de controlo de congelacao, agente anti-cristalizante

ou pelo seu valor nutricional.

Além disso os especialistas na técnica sabem que
a composicdo sacaridica das maltodextrinas determina as

suas propriedades fisicas e bioldgicas.
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Assim, a sua higroscopicidade, a sua fermenta-
bilidade em produtos alimentares, a sua viscosidade, o seu
cardcter edulcorante, a sua estabilidade, o seu caracter
gelificante e a sua osmolalidade sado os critérios que séao
classicamente determinados pelos seus diferentes dominios

de aplicacao.

O conhecimento Dbédsico do comportamento psico-
quimico destes sacaridos leva assim a integra-los por
exemplo em bebidas para desportistas, bebidas liquidas com
solubilidade limitada, liquidos parentéricos e entéricos ou

em alimentos para diabéticos.

Como resultado, para estas aplicacdes diferentes,
sdo requeridas varias propriedades fisicas e bioldgicas.

E por exemplo sabido que a taxa de absorcio
destes sacadridos € determinada pela taxa de esvaziamento
gastrico e pela taxa de absorcdo intestinal, cujo controlo

¢ assegurado pela osmolalidade dos referidos sacaridos.

Ao nivel intestinal, as maltodextrinas sao hidr-
lisadas pela o-amilase pancreatica, o que faz com que o
seu tamanho seja reduzido para as dextrinas limite, e um
certo numero de enzimas ligadas a membrana mucosa
intestinal (maltase, sucrase e o-dextrinase) continuam a

hidrolisar os sacdridos lineares e ramificados em glucose.
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Enquanto que a glucose atravessa facilmente a
barreira intestinal (difusdo passiva), o mesmo nao &
verdade em relacdo aos sacaridos com um DP baixo. Assim, o0s
oligossacdridos lineares serédo adsorvidos mais rapidamente
do que os oligossacdridos ramificados, apesar de a maltose
e a maltotriose serem absorvidas mais rapidamente do que a

glucose.

As bactérias do cdlon fermentardo todos os hidra-
tos de carbono que nao sao adsorvidos pelo intestino
delgado. A fermentacao excessiva por estas bactérias resul-

tard em desordens intestinals como calmbras e flatuléncia.

E também sabido que a osmolalidade influencia a
taxa de absorcao/secrecdo de &gua no intestino delgado.
Quanto maior for a osmolalidade de um composto, mais ele
induz a entrada de fluido no intestino e leva a
perturbacdes graves do intestino (diarreia osmética), com

perda concomitante de fluidos e electrdlitos.

A osmolalidade de uma solucgdo é igual a quanti-
dade de moles dissolvidos por kg de &agua, implicando que a
mesma concentracdo em peso seco, a osmolalidade de uma

maltodextrina cldssica aumenta com o decréscimo do seu DP.

De um modo geral, as maltodextrinas sao bem
absorvidas pelo corpo humano, mas em condicdes fisicas mais
extremas, como exercicio desportivo ou doenca, deverd ser
proporcionado um fornecimento melhor de hidratos de

carbono.
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Por exemplo, nos desportistas, uma bebida consu-
mida durante a actividade fisica que requer um grande
esforco deve proporcionar instantaneamente a energia e &agua
necessarias para compensar a perda de fluido através da

transpiracgao.

Resulta do que foi anteriormente referido acima
que uma composicado que seja equilibrada em hidratos de

carbono é essencial a fim de obter um tal resultado.

Uma solucdo gque € convencionalmente proposta para
a bebida éptima é escolher oligossacaridos lineares curtos
de DP 3 a 6, uma vez que sao absorvidos a frequéncia mais
elevada, mantendo a osmolalidade a um nivel moderado,
evitando assim a perda de fluidos e os efeitos secundéarios

como diarreia e caimbras.

No entanto, estas composigdes tém a desvantagem
de constituirem fontes de energia gue sao assimiladas pelo
organismo de uma forma demasiada instantédnea, o que resulta
em dificuldades de manter um fornecimento energético

constante durante periodos de tempo longos.
Assim, o pedido de patente WO 95/22 562 propde
novos derivados de amido destinados a fornecer energia para

preparacdao de ou apds um esforco fisico.

Tratam-se de dextrinas, caracterizadas pelos seu
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peso molecular compreendido entre 15. 10° e 107 daltons e
um grau de ramificacdo glucosidica 1,6 compreendido entre 2
e 8%, preferencialmente compreendido entre 3 e 7%, que
asseguram uma renovacgao das reservas energéticas sob a

forma de glicogénio.

Na sua forma liquida, estas dextrinas especificas
passam no intestino delgado apdés um rapido esvaziamento
gastrico. Esta via € além disso regulada pela osmolalidade

das referidas dextrinas.

Uma osmolalidade elevada significa aqui que as
substancias de baixo peso molecular se ligam a &agua, O que
torna dificil o transporte da &gua e dos nutrientes na
célula. A osmolalidade do sangue ¢é aproximadamente 300
mOsm/1l, e com o objectivo de facilitar o transporte dos
nutrientes, € desejdvel que a osmolalidade da substéncia

seja consideravelmente abaixo deste wvalor.

Uma dextrina de acordo com o WO 95/22 562, com um
peso molecular médio de cerca de 720 000 e um grau de
ramificacdo de cerca de 4% estd descrita como tendo uma

osmolalidade de 20 mOsm/kg sol.

Além disso, estas dextrinas sao preparadas por
tratamento 4&dcido do amido nativo, mais particularmente
amido de batata, em condicdes de temperatura elevada, i.e.,
110 a 140°C, e num tempo reaccional de 1 a 15 horas, que
leva a um grau de ramificacdo 1,6 que corresponde as

ligag¢des glucosidicas a-1,6 e B-1,6.
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Estas 1ligac¢cdes glucosidicas atipicas nao séao
digeridas pelos sistemas enzimaticos do intestino, e podem
conduzir a acumulacdo de residuos nao digeriveils due

determinadas bactérias indesejaveis vao assimilar.

Em outra drea de aplicacdo, as maltodextrinas séao
frequentemente adicionadas a bebidas a fim de aumentar a
sua viscosidade. Porém, naquelas que contém 4&lcool, o
fornecimento de MD com um DP elevado pode causar problemas

de estabilidade da mistura.

Outra solucdo gque consiste em adicionar maltose
ou glucose, o que no entanto leva a adicdo de um sabor mais
acucarado a mistura, o que nem sempre ¢é desejado. Além
disso, esses pequenos oligossacaridos podem servir de

substratos de fermentacgdo para microrganismos indesejaveis.

As maltodextrinas mais adaptadas a estas areas de
aplicacdo devem portanto combinar e equilibrar os parame-

tros de "nao serem acgucaradas", viscosidade e estabilidade.

No dominio das solugdes parentéricas, sdo conce-
bidas solugdes nutritivas para manter um doente em boa
saude e para lhe fornecer os nutrientes quando ele néao pode

ser alimentado através do seu sistema digestivo normal.

Uma vez que as solucgdes sao directamente
administradas pela via venosa, tém de ser isotdnicas e o

fornecimento de glucose ¢ limitado.
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Para proporcionar uma energia didria de 10 000
kJ, estd descrito num artigo de FOOD Science Technology de
1999, pp. 345-355 de MARCHAL et al., que seria necessario
perfundir 14 litros de solucado isoténica de glucose (5% em
peso/volume de glucose), o0 gue ultrapassa largamente as

capacidades humanas.

O fornecimento de solugdes de glucose ou fructose
mais concentradas (10 a 20% em peso/volume) & possivel, mas

ndo durante periodos longos.

E possivel administrar sacdridos lineares com um
DP compreendido entre 2 e 5, uma vez que estes sacaridos
sdo hidrolisados por maltases no rim, e a glucose libertada
¢ entao reabsorvida. E assim que a utilizacdo de
oligossacaridos 1lineares curtos permite fornecer energia
suficiente numa solucdo isotédénica, sem sobrehidratar o

doente.

Além disso, sendo os oligossacaridos lineares com
um DP inferior a 7 estdveis em solucdao durante periodos de
tempo longos, escolhe-se convencionalmente variar o DP
entre 2 e 7 para permitir fornecer constantemente aos doen-

tes, durante periodos longos, toda a energia necessaria.

Mas esta solucdo nado € totalmente satisfatédria, e
sé abrange a exploracdo de estruturas glucosidicas line-

ares.
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Quanto & nutricdo entérica, envolve as bebidas
que podem ser ingeridas oralmente ou administradas através

de um tubo no estdmago ou intestino delgado.

Para estes fluidos entéricos, o maior problema é
diarreia, devido a uma osmolalidade excessivamente elevada.
Em principio, a mesma solucgdo do que a encontrada para os

desportistas pode ser igualmente aqui aplicada.

Convencionalmente, as maltodextrinas que contém
uma mistura complexa de sacdridos lineares e ramificados,
com um DE de 10 a 20 sao utilizadas, mas sem proporcionar

uma satisfacado completa.

Os especialistas destas 4&reas de aplicacao
procuram a solucdo para estes problemas técnicos na pro-

ducao de estruturas ramificadas derivadas de amido.

A amilopectina, principal constituinte do amido,
organiza-se em torno de ligagbdes o0-1,4 lineares e de
ligagdes o-1,6 gque se ramificam. O conhecimento das micro-
estruturas colocou em evidéncia o facto de estes dois tipos
de ligacgdes nado se encontrarem repartidas de maneira uni-
forme, mas que coexistem regides muito densas em ligacdes
oa-1,6 com regides constituidas unicamente por ligacgdes o-—

1,4.

Foi proposto, na patente US n°® 4 840 807, ou no
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pedido de patente JP 11/187,708, extrair apenas as regides
densas em ligacdes o-1,6 como fonte de glucidos de absor-
cao lenta, uma vez que as ligacgdes oa-1,6 sao mais dificeis

de degradar do que as ligacdes a-1,4.

Foram assim desenvolvidas duas familias de pro-
dutos. A primeira envolve dextrinas limites preparadas pela
degradacao das zonas de ligacdes a-1,4 por uma d-amilase
s6, e as dextrinas preparadas pela degradacao das zonas de
ligagdes a-1,4 pela acgdo simultédnea de uma oa-amilase e de

uma PB-amilase.

A resisténcia destas dextrinas limite as enzimas
digestivas humanas ©possibilita a sua wutilizacgado para
regular a digestdo, mas também para controlar glicémia
(aplicacdo para dietas de diabéticos). Este efeito é atri-

buido ao abrandamento da taxa de adsorg¢ao digestiva.

No entanto, estes compostos tém a desvantagem de
ter um peso molecular muito baixo (entre 10 000 e 55 000
daltons), o que limita a sua exploracdo em outras Aareas de

aplicacao.

O EP 207 676 ensina que, para utilizacdo em
didlise peritoneal continua e ambulatdéria, sdo preferidos
hidrolisados de amido que formem solugdes limpidas e inco-
lores a 10% em agua, com um Mw de 5.10° a 10° daltons e um

indice de polimolecularidade ou Ip baixo.
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Isto traduz-se em composicgdes gque contém predomi-
nantemente polimeros de glucose de elevado peso molecular
compreendido entre 5.10° e 5.10° daltons), que ndo contém
ou contém muito pouca glucose ou oligossacdridos com um DP
inferior ou igual a 3 e nenhum ou muito poucos polimeros de

glucose com um Mw superior a 10° daltons.

Podera ser facilmente compreendido por este
pedido que mondmeros ou polimeros de baixo peso molecular
atravessam rapidamente a parede peritoneal e por isso néao
tém um beneficio duradouro para a criacdo de um gradiente
de pressdo osmdética, e gque o0s polimeros de peso molecular
muito elevado, que nao tém poder osmdético, devem ser evi-
tados e devem ser mesmo proibidos uma vez que sao poten-

cialmente perigosos se precipitarem a sua retrogradacéo.

A didlise peritoneal consiste em introduzir uma
solucdo de didlise na cavidade peritoneal através de um
cateter. Ao fim de um determinado periodo de tempo, ocorre
uma troca de solutos entre o dialisado e o sangue. A uti-
lizacdao de um agente osmdético adequado permite a drenagem

de agua excessiva do sangue para o dialisado.

O método corrente em didlise peritoneal para
remover 0 excesso de Aagua (ultrafiltracdo) e de solutos do
organismo em caso de deficiéncia renal consistia em utili-
zar uma solucdo de didlise que tinha sido tornada hiper-
ténica em relacdo ao plasma através da adicdo de glucose

como agente osmético. O fluxo através de uma membrana semi-
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permedvel ideal é principalmente determinado pelo numero
total de particulas de soluto (osmolalidade) presentes na
solugao, independentemente do seu tamanho. Em contraste, no
caso de uma membrana bioldgica como a membrana peritoneal,
o fluxo depende apenas dos solutos nao atravessarem ou
apenas raramente atravessarem a membrana e por 1sso nao
estd necessariamente ligado a osmolalidade total da
solucao. Adicionalmente, a capacidade dos solutos para
atravessarem a membrana €& caracterizada pela forma das

moléculas e a sua carga idénica bem como pelo seu tamanho.

A escolha de um agente osmético ideal é delicada:
este Ultimo deve permitir um gradiente osmético de forma a
deslocar a &agua e as substéncias tdéxicas do sangue para a
solucdo de didlise através do peritoneu. Deve igualmente
ser nao téxico e biologicamente inerte, e ser metabolizavel
pelo corpo, sendo uma sua porc¢do assimilada no sangue. Nao
deve atravessar a membrana peritoneal demasiado rapidamen-
te, de forma a manter duradouramente um gradiente de ultra-

filtracdo sem acumular substédncias indesejdvels no sangue.

No EP 667 356, a companhia requerente propds um
processo para fabricar, a partir de amido "waxy", um hidro-
lisado de amido que é completamente soluvel em agua e que
tem um baixo indice de polimolecularidade, inferior a 2,8,

tendo um Mw compreendido entre 5. 107 e 1. 10° daltons.

0 processo consiste em hidrolisar, por via &acida,

um leite de amido constituido exclusivamente de amilopecti-
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na, em seguida completar esta hidrdélise &acida por uma
hidrélise enzimdtica com ajuda de o-amilase bacteriana, e
cromatografar sobre resinas catidnicas fortes macroporosas

sob forma alcalina ou alcalino-terrosa.

Deve ser referido que a época, a companhia reque-
rente recomendou a utilizacdo apenas de amidos compostos
quase exclusivamente de amilopectina e comummente chamados
amidos "waxy" ou amidos cerosos como matéria prima no
referido processo, nao sendo os amidos que contém uma
proporgdao nao negligencidvel de amilose considerados

adequados.

Este hidrolisado de amido, também chamado icodex-
trina, permitiu uma diminuicdo significativa da absorcao
quotidiana de glucose previamente utilizada como agente
osmético em solucdes para didlise, constituindo assim uma
potencial vantagem para o tratamento de doentes diabéticos
e obesos para quem o fornecimento de calorias é um factor
critico. Porém, isto poderia ser melhorado pela utilizacéao
de um agente osmético menos glicémico, e cujo poder osmbd-
tico dure mais, o que permitiria aligeirar o procedimento
do tratamento de didlise. Com efeito, uma vez melhorado o
rendimento dos dialisados, a frequéncia de mudancga de
bolsas de didlise seria diminuida, o gue constitui uma

melhoria certa na qualidade de vida do doente.

Assim, o gltucido d1deal em didlise peritoneal

deveria:
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- ser soluvel em &agua

- exercer uma pressao osmdtica

- ter uma fraca viscosidade

- nao retrogradar

- induzir uma cinética de surgimento de glucose fraca na

circulacdo sistémica

- ser hidrolisado lentamente por amilase de forma a exercer

uma pressdo osmdética duravel.

Com efeito, em relacdao ao ultimo ponto, o destino dos
agentes osmdéticos administrados em solugcdo na cavidade
peritoneal em doentes com insuficiéncia renal, ¢é deter-
minado pela sua estabilidade no fluido peritoneal, pelo
grau de absorc¢do na circulacdo sistémica e pela rapidez de
hidrdlise pela amilase. Ora o0s agentes osméticos da técnica
anterior apresentam o inconveniente de serem rapidamente
hidrolisados. Do mesmo modo, os amidos ditos resistentes
foram propostos como agentes reguladores da glicémia. Ora
estes ndo sdo geralmente estdvelis nas composigdes, néo
podem ser esterilizados, o que causa em Ultima insténcia
uma perda de produto, e podem ser fermentados e por isso

ndo fornecem a gquantidade de calorias esperada.
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A partir do texto anterior, é evidente que existe
uma necessidade ndo satisfeita de ter polimeros de glucose
que apresentem propriedades notdveis, em particular em
termos de estabilidade, solubilidade e possivelmente visco-
sidade, e qgue confiram aos produtos gque os contém maior
capacidade de vida de prateleira, digestibilidade contro-
lada, que permita a sua utilizacdo em 4&areas tdo variadas
como didlise peritoneal, nutricgdo entérica ou parentérica,
como inibidor e/ou regulador de glicémia, como fornecedor
de energia durante actividades fisicas e como regulador de

digestao.

A Empresa Requerente teve o mérito de reconciliar
todos estes objectivos gque eram até agora considerados
dificeis de reconciliar, imaginando e elaborando, apds
numerosas pesquisas, novos polimeros soluveis de glucose

altamente ramificados.

Os polimeros soluveis de glucose altamente rami-
ficados de acordo com a invencao, que tém um contetdo de
acucares redutores inferior a 1%, sao assim caracterizados
pelo facto de possuirem um nivel de ligacdes glucosidicas
a-1,6 superior a 10%, de preferéncia compreendida entre 12
e 30%, um Mw determinado por difusdo da luz de um valor
compreendido entre 0,3. 10° e 2. 10° daltons, e uma oOsSmo-
lalidade, determinada de acordo com um teste A, de um valor

compreendido entre 1 e 15 mOsm/kg.

Os polimeros soluveis de glucose ramificados de
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acordo com a invengado apresentam um baixo conteudo de acu-

cares redutores.

A determinacdao do poder redutor dos polimeros de
glucose ramificados de acordo com a invengdo, por qualqguer
método conhecido pelos especialistas na técnica, conduz a

valores inferiores a 1%.

O nivel de ligacgdes glucosidicas a-1,6 dos poli-
meros de glucose ramificados de acordo com a invengao é
determinado por andlise RMN do protdo. O nivel de ligacao é
entdo expresso em percentagem, correspondente a quantidade
de sinal de protao levado pelo Cl de uma unidade anidro-
glucose que se liga a outra unidade anidroglucose por uma
ligagao a-1,6, gquando se deu um valor de 100 a todos os
sinais dos protdes levados por todos os 4atomos Cl1 dos

residuos glucose dos referidos polimeros de glucose.

Nestas condicgdes, é determinado que os polimeros
de glucose soluveis altamente ramificados de acordo com a
invencdo apresentam um conteudo de ligagbes a-1,6 que &
superior a 10%, de preferéncia compreendido entre 12% e

30%.

Este contetdo de ligacbdes o-1,6 confere a todos
os polimeros de glucose altamente ramificados conforme a
invencao uma estrutura particular, em termos de grau de
ramificacdo e/ou de comprimentos de cadeias ramificadas em
relacdao ao amido ou derivado de amido do qual s&do deri-

vados.



PE1369432 - 17 -

Estes conteudo particularmente elevado em liga-
¢bes glucosidicas a-1,6 torna dificilmente digeriveis os
polimeros de glucose altamente ramificados de acordo com a
invencdo, o que contribuil para que se possa utiliza-lo como
agente redutor da digestdao e como agente inibidor de gli-

cémia, como acima referido.

Podem assim ser utilmente propostos aos diabé-
ticos ou a individuos com predisposicdao para diabetes, como
alimentos, bebidas ou adjuvantes de nutricdo tendo por

funcao inibir o aumento de glicémia.

Os polimeros soluveis de glucose altamente rami-
ficados de acordo com a invencédo apresentam igualmente uma
auséncia de retrogradagcao em solucao aquosa e uma esta-

bilidade acentuada.

Esta propriedade faz com que os polimeros de glu-
cose ramificados de acordo com a invencdo sejam natural-
mente destinados a composigdes que podem ser utilizadas na
industria alimentar, que apresentam entdo elevada estabili-

dade durante a armazenagem.

Outra vantagem da invencdo é permitir a producao
de um produto acabado que pode ser utilizado por exemplo
como um ligante instantdneo nos produtos refrigerados ou

sobrecongelados.
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A determinacdao das massas moleculares dos poli-
meros soluveils de glucose ramificados de acordo com a
invencgao é realizada pela medida das massas moleculares

médias em peso (Mw).

Este valor é obtido por cromatografia de excluséo
estérica em colunas PSS SUPREMA 100 e PSS SUPREMA 1000
montadas em série e acopladas a um detector de difusdo de

luz.

Os polimeros de glucose ramificados de acordo com
a 1invencgdo apresentam entdo um valor de Mw compreendido

entre 0,3. 10° e 2. 10° daltons.

Os polimeros de glucose soluveis de acordo com a
invengdao apresentam igualmente uma osmolalidade marcada-

mente fraca.

O teste A consiste em determinar a osmolalidade
de uma solucao que contém 100 g numa base seca de polimeros
de glucose altamente ramificados de acordo com a invencao

colocados em 1 kg de &agua.

A medigdo da osmolalidade desta solucdo é em se-
guida realizada num osmdémetro MARK 3 de FISKE® ASSOCIATES,

seguindo as especificacgdes do fabricante.

Os polimeros de glucose ramificados de acordo com
a invencéao apresentam entdo um valor de osmolalidade marca-

damente baixo compreendido entre 1 e 25 mOsm/kg.
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Nao existem, de acordo com o conhecimento da
Empresa Requerente, polimeros de glucose que possuam um tal
valor de osmolalidade, para produtos gque apresentam por
outro lado um nivel de ramificacdo e um peso molecular como

os definidos.

Com efeito, as medic¢des comparativas efectuavas
em maltodextrinas convencionails apresentam um equivalente
dextrose (DE) compreendido entre 5 e 20 e mostram valores

de osmolalidade compreendidos entre 25 a 85 mOsm/kg.

Outras medic¢des, realizadas em dextrinas limite
como as aqui anteriormente definidas por tratamento do
amido liquidificado com oa-amilase, comercializados sob o
nome BLD 8 por SANMATSU, apresentam para um peso molecular
compreendido entre 0,4 e 0,5. 10° daltons e um nivel de
ramificacdo o-1,6 compreendido entre 8 e 9%, um valor de

osmolalidade superior a 35 mOsm/kg.

Este valor de osmolalidade muito baixo confere
assim aos polimeros soluveis altamente ramificados de
acordo com a invencao propriedades que lhes permitem serem
utilizados em preparagdes destinadas a desportistas, para
renovar as fontes de energia das gquails necessitam para

esforcos fisicos durante periodos longos.

Mas igualmente e acima de tudo, estas composicdes

podem ser vantajosamente utilizadas para doentes gque ja nao
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podem alimentar-se normalmente, no quadro de nutricgao

entérica e parentérica.

Além disso, associadas a esta propriedade de
fraca osmolalidade, a sua auséncia de retrogradacdo, o seu
perfil de peso molecular e o seu fraco indice de polidis-
persidade fazem destes polimeros de glucose altamente
ramificados de acordo com a invencao candidatos ideias como
agentes osméticos para aplicacbdes em didlise peritoneal,
como serd aqui adiante exemplificado. A Requerente demons-
trou ainda que estes polimeros de acordo com a invencao tém
uma resisténcia a alfa amilase que traz vantagens signi-
ficativas em relacdo aos polimeros da técnica anterior,
para um peso molecular semelhante, uma vez gue Sao menos
glicémicos e tém um poder osmdético que dura mais tempo,
permitindo assim a sua utilizacdo em tratamentos de didlise

de longa duracao.

De uma forma vantajosa, os polimeros de glucose
altamente ramificados de acordo com a invencdao podem ser
classificados em trés sub-familias em funcdo da sua osmo-

lalidade.

A primeira sub-familia cobre os polimeros alta-
mente ramificados que apresentam, para um Mw determinado
por difusdo de luz de um valor compreendido entre 0,5. 10°
e 1,5. 10° daltons, uma osmolalidade, determinada segundo 0

teste A, pelo menos igual a 1 e inferior a 2 mOsm/kg.
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A segunda sub-familia cobre os polimeros alta-
mente ramificados gque apresentam, para um Mw determinado
por difusdo de luz de um valor compreendido entre 0,5. 10°
e 0,8 10° daltons, uma osmolalidade, determinada segundo o

teste A, pelo menos igual a 2 e inferior a 5mOsm/kg.

A Empresa Requerente encontrou adicionalmente
polimeros de glucose ramificados gque pertencem a estas duas
sub-familias que apresentam ainda uma taxa de ligacao a-
1/6 marcadamente elevada, 1i.e., compreendida entre 15 e

30%.

A terceira sub-familia cobre polimeros altamente
ramificados que apresentam um Mw determinado por difusédo da
luz compreendido entre 0,3. 10° e 0,7. 10° daltons e uma
osmolalidade, determinada segundo o teste A, pelo menos

igual a 5 e inferior a 15 mOsm/kg.

Para preparar os polimeros soluveis de glucose
ramificados de acordo com a invencdo, realiza-se a sucessao

de passos seguintes gque consistem em:

a. preparar uma suspensdo aquosa de amido ou uma so-
lugdo de derivado de amido de uma forma seca pelo
menos igual a 1% em peso, de preferéncia de 10 a

50% em peso,

b. tratar a referida suspensdao ou a referida solucao

com pelo menos uma enzima de ramificacdo a uma tem-
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vados
menos

peso.

amido

peratura compreendida entre 25 e 80°C durante desde

1 a 24 horas,

fazer agir sobre a suspensao ou sobre a solucgéao
assim obtida pelo menos uma enzima escolhida do
grupo constituido por o-amilase, fp-amilase, ami-

loglucosidase e a-transglucosidase,

efectuar um fraccionamento com ajuda de pelo menos
uma técnica escolhida do grupo das separacgdes ou
cromatografias, de forma a recuperar as fracgdes de

peso molecular mais elevado,

recolher os polimeros de glucose ramificados assim

obtidos.

0O amido € introduzido em suspensao, ou os deri-

de amido em solucadao agquosa, de uma forma seca pelo

igual a 1% em peso, de preferéncia de 10 a 50% em

A escolha de uma origem, ou de uma quantidade de

ou dos seus derivados especificos, tém uma impor-

tdncia relativa.

Na realidade, a Empresa Requerente desenvolveu um

novo processo, dgque torna possivel obter os polimeros de

glucose altamente ramificados de acordo com a invencgédo, por

exemplo aplicdveis em didlise peritoneal, que nao necessita
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de limitar-se a um tipo particular de amido, neste caso um

amido rico em amilopectina.

E entdo possivel escolher o amido natural ou
hibrido obtido de batata, batata com um elevado conteudo de
amilopectina (amido "waxy"), ervilha, arroz, mandioca,
trigo, milho, milho ou trigo rico em amilopectina (milho ou
trigo "waxy"), milho com um contetudo elevado de amilose,
cortes ou fracgbes gque podem ser preparados ou obtidos a
partir de amidos, como amilose, amilopectina, as fraccgdes
do tamanho das particulas conhecidos por especialistas na
técnica pelo termo amido de trigo "A" e amido de trigo
"B",e as misturas de pelo menos dois dos produtos acima

mencionados.

Os derivados de amido podem ser amidos modifica-
dos obtidos a partir de modificacdo enzimatica, quimica

e/ou fisica, em um ou dois passos, desse amido.

Os derivados de amido podem em particular ser
amidos modificados por pelo menos uma das técnicas conhe-
cidas de esterificacadao, eterificacado, ligacao cruzada,
oxidacgdo, tratamento alcalino, &cido e/ou hidrdélise enzi-

matica (responsdvel pelas maltodextrinas e dextrinas).

A Empresa Requerente verificou que os polimeros
de glucose altamente ramificados de acordo com a invencgao
sdo facilmente sintetizados a partir de amidos, ou a partir
dos seus derivados, que apresentam Jja um nivel de

ramificacdo pelo menos igual a 1%.
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Esta suspensao de amido, ou esta solucao de
derivados de amido, pode entdo ser opcionalmente submetida
a um tratamento de cozedura particular, que consiste em ser
tratado a uma temperatura superior a 130°C, preferen-
cialmente uma temperatura compreendida entre 140 e 150°C,
sob uma pressdo de mais de 3,5 bar, de preferéncia compre-
endida entre 4 a 5 bar, durante 30 segundos a 15 minutos,

de preferéncia durante 1 a 5 minutos.

Este tratamento ¢é vantajosamente realizado num
fogdo tubular com envelope duplo aguecido por um fluido
térmico, egquipamento que pode ser facilmente obtido por

especialistas na técnica.

0O segundo passo do processo de acordo com a
invengao consiste em tratar a referida suspensdao ou a
referida solucdo de derivado de amido com uma enzima de

ramificacao.

Vantajosamente, utiliza-se 50 000 to 500 000 U de
enzima de ramificagdo purificada por 100 g numa base de
amido seca ou derivado de amido, a uma temperatura entre 25
e 95°C, preferencialmente a uma temperatura entre 70 e

95°C, durante um periodo de 1 a 24 horas.

Tal como aqui utilizado, enzimas de ramificacgao
sdo as enzimas de ramificacdo escolhidas entre o grupo

constituido pelas enzimas de ramificacdo de glicogénio, as
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enzimas de ramificagdo de amido e as misturas dessas

enzimas.

Mais particularmente, estas enzimas de ramifi-
cacdo sdo extraidas e organismos e/ou de microrganismos
escolhidos no grupo constituido pelas enzimas de ramifi-
cacdao do glicogénio, as enzimas de ramificacdao de amido e

as misturas dessas enzimas.

A Empresa Requerente prefere, a fim de efectuar
este tratamento com uma enzima de ramificacao, seguiu o

ensinamento do seu pedido de patente WO 00/18 893.

Este passo leva a producdo de polimeros de
glucose soluveis ramificados, mas com um contetdo de

ligag¢des glucosidicas a-1,6 no seu melhor a 10%.

Para aumentar este valor e para conseguir niveis
de ligagdes oa-1,6 até 30%, a Empresa Requerente verificou
que ¢é necessario realizar um tratamento enzimdatico com-
plementar, e é esse tratamento que constitui o terceiro
passo do processo para produzir os polimeros de glucose

soltveis altamente ramificados de acordo com a invencéao.

Este terceiro passo consiste em fazer agir sobre
a suspensao ou a solucao tratada com uma enzima de
ramificagdo assim obtida, pelo menos uma enzima escolhida
entre o grupo constituido por o-amilase, f-amilase,

amiloglucosidase e a-transglucosidase.



PE1369432 - 26 -

As condigdes para accgao (temperatura e pH) das
diferentes enzimas utilizas no processo de acordo com a
invencao sao escolhidas entre as seguintes (as quantidades
sdo fixadas em relacdo ao substrato considerado, como sera

aquil adiante exemplificado):

— o-amilase: do tipo LYSASE 2000 de GENENCOR, a uma
temperatura de 55 a 65°C, pH de 6,5 a 6,7, durante

30 minutos a 1 hora;

— P-amilase: do tipo SPEZYME BBA de GENENCOR, a uma
temperatura de 40°C, pH de 4,9 a 5, durante 1 h 30

minutos a 2 horas;

- amiloglucosidase: do tipo OPTIDEX L300 A de GENEN-
COR a uma temperatura de 55°C., pH de 4,7, ou do
tipo A-7420 de SIGMA a uma temperatura de 50°C a
60°C, pH de 4,7 a 4,9; durante 1 h 30 min a 2

horas;
— o-transglucosidase: do tipo a-TGase de L-AMANO a
uma temperatura de 55°C, pH de 5 a 5,2, durante 1

hora.

As enzimas utilizadas podem ser de origem bacte-

riana ou fungica.

No final deste tratamento adicional, os polimeros
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de glucose altamente ramificados soltveis sdao obtidos na
forma de uma mistura com os seus produtos de degradacéo
enzimdtica, maioritariamente constituidos por glucose,
maltose e/ou 1somaltose, como serd aqui adiante exem-

plificado.

O quarto passo do processo consiste em realizar
uma fraccionamento com a ajuda de uma técnica escolhida do
grupo das separagdes sobre membrana e das cromatografias,
de forma a recuperar as fracgdes de elevado peso molecular

e as fracgdes de baixo peso molecular.

As fracgdes de elevado peso molecular corres-
pondem aos polimeros de glucose altamente ramificados de
acordo com a invencdo, engquanto que as fraccgdes de baixo
peso molecular permitem obter, com um excelente rendimento,

composicgdes enriquecidas em maltose e/ou isomaltose.

De uma forma vantajosa, escolhe-se uma técnica de
fraccionamento dentro do grupo constituido pela técnica de
separagao sobre membrana de ultrafiltragdo e pela técnica

de separacdo cromatogrdafica sobre suporte de tipo gel.

Numa primeira forma de realizacdo deste quarto
passo do processo, o fraccionamento é realizado utilizando
uma técnica de separacdo sobre membrana de ultrafiltracéao,
utilizando uma membrana com um corte pelo menos igual a
3000 daltons, preferencialmente pelo menos igual a 5000

daltons.
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As fraccgdes de elevado peso molecular correspon-
dentes aos polimeros de glucose altamente ramificados,
iguais ao retido de wultrafiltracédo, representam cerca de

60% da matéria seca utilizada.

Numa segunda forma de realizacdao deste quarto
passo do processo, o fraccionamento € realizado utilizando
uma técnica de cromatografia realizada numa resina tipo

gel.

Os perfis obtidos permitem a separacdo das
fracgdes que contém os polimeros de glucose altamente rami-
ficados com um rendimento o6ptimo compreendido entre 40 e

45%.

Independentemente do método utilizado, os perfis
obtidos permitem a separacdo da fraccdo polisacédrida de
elevado peso molecular correspondente aos polimeros de
glucose ramificados soluveis de acordo com a invencgéao, de
fracgcdes de oligossacaridos de baixo peso molecular,
constituidos essencialmente de glucose e de maltose e/ou de

isomaltose.

A ultima etapa do processo de acordo com a
invencdao consiste em recolher por um lado as fracgdes de
elevado peso molecular correspondentes aos polimeros de
glucose altamente ramificados, e por outro lado as fraccgdes
de Dbaixo peso molecular enriquecidas em glucose e

isomaltose e/ou em maltose.
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Os produtos de elevado peso molecular podem ser
combinados como estdo, ou precipitados com 3 volumes de
etanol, purificados e secos sob vacuo durante 24 horas, ou
ainda atomizados, por dqualquer técnica conhecida pelo

especialista na técnica.

Quanto as composicgdes enriquecidas com maltose
e/ou 1somaltose, caracterizadas pelos facto de compre-
enderem as fracgdes de baixo peso molecular do passo d do
processo de acordo com a invencgao, podem ser utilizadas
como estdo, ou podem ser hidrogenadas por qualquer técnica

de hidrogenacgdo conhecida por um especialista na técnica.

As caracteristicas fisioquimicas particulares dos
polimeros de acordo com a invencdo permitem a sua uti-
lizacdo na industria em particular nas industrias de Papel-
Cartao, Téxtil, Cosmética, e particularmente nas industrias
Farmacéutica e Alimentar, e ainda mais particularmente nas
areas da nutricéo entérica e parentérica, didlise
peritoneal como um agente osmdético, como agente inibidor de
glicemia, como fonte de energia durante actividades fisicas

e como agente regulador da digestao.

Em relacdo a 4rea particular da didlise peri-
toneal, o0 requerente verificou, utilizando um teste de
resisténcia a alfa-amilase, que uma familia de polimeros de
acordo com a 1invencdo era particularmente adaptada a

preparacao de solugdes para didlise peritoneal, como serad
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exemplificado adiante. Estes polimeros sao utilizados como

agentes osmdéticos.

A invencao tem entdao como objecto uma composicao
para didlise peritoneal, caracterizada pelo facto de com-
preender, como agente osmdético, pelo menos um polimero
soltvel altamente ramificado com um conteudo de acucares

redutores inferior a 1%, e que apresenta:

- um conteudo de ligacgdes glucosidicas oa-1,6 superior

a 8%, de preferéncia compreendido entre 10 e 30%,

- um Mw, determinado por difusdao de luz, com um valor

compreendido entre 0,3. 10° e 2. 10° daltons,

- uma osmolalidade, determinada segundo um teste A

com um valor compreendido entre 1 e 15 mOsm/kg.

De acordo com uma variante preferida da invencéao,

o referido polimero tem:

- um Mw, determinado por difusdo de luz de um valor

compreendido entre 0, 3. 10° e 0,7. 10° daltons,

- uma osmolalidade, determinada segundo um teste A,

pelo menos igual a 5 e inferior a 15 mOsm/kg.

A composicgdo para andlise peritoneal de acordo

com a invencdo pode adicionalmente compreender electrdlitos
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fisiologicamente aceitdveis, como sdédio, potédssio, calcio,
magnésio, cloro, de forma a evitar a perda por trans-

feréncia de electrdlitos do soro para o peritoneu.

Esta composicdo pode ser proporcionada em forma
s6lida para preparacao imediatamente antes da utilizacgao ou
em forma liquida, por exemplo como uma solucdo aquosa. No
ultimo caso, a solucdo obtida por dissolucdo na &agua dos
polimeros altamente ramificados segundo a invencgao deve ser
limpida e incolor. Esta solucdao deve de preferéncia ser
isenta de endotoxinas, de péptido-glucanos e de beta-
glucanos, bem como de contaminantes azotados provenientes
do material de partida, ou das preparacdes enzimdticas

utilizadas para o seu fabrico.

Assim, os polimeros altamente ramificados utili-
zados na referida solucdao deverdao ter sido submetidos a
purificacdo a fim de remover gualgquer cor ou gualquer con-
taminante indesejdvel como proteinas, bactérias, toxinas
bacterianas, fibras, vestigios de metais e outros seme-

lhantes.

Este passo de purificacdo pode ser realizado de
acordo com as técnicas conhecidas pelo especialista na

técnica.

A solugdo para didlise de acordo com a invencgao
pode compreender igualmente solucdes tampao (lactato,

acetato, gluconatos em particular) e outros aditivos como



PE1369432 - 32 -

aminodcidos, insulina, polidis, como, por exemplo, sorbitol

eritritol, manitol, maltitol e xilitol.

A adicdo de polidis a composicdo, e preferen-
cialmente polidis que sdo apirogénicos e isentos das impu-
rezas descritas anteriormente (nomeadamente, endotoxinas e
outros residuos de origem Dbacteriana) torna possivel
aumentar a osmolaridade da solucdao de forma mais vantajosa
que a glucose ou maltose devido ao seu valor caldérico mais
baixo, ao seu poder osmdético mais elevado, e porgue nao sao

redutores.

A  composicadao para didlise de acordo com a
invengcdao é vantajosa em relagao aos produtos da técnica
anterior uma vez gque o agente osmbético que contém permite
exercer uma pressao osmdética durdvel e induzir uma cinética
de aparicao de glucose fraca, estando ao mesmo tempo
estdvel a retrogradacédo, satisfazendo assim os principais

critérios acima definidos.

Outras caracteristicas e vantagens da invencao
surgirdo através da leitura dos exemplos nado limitativos

abaixo descritos.

Exemplo 1

Prepara-se uma solugdo de derivados de amido com

um conteudo de matéria seca de 25% em peso por agquecimento

até 80°C, com agitacdo lenta e continua.
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Utiliza-se neste caso duas maltodextrinas comer-
cializadas pela Empresa Requerente sob os nomes de GLUCI-

DEX® 2 (substrato A) e GLUCIDEX® 6 (substrato B) a 250 g/l.

Esta solugdao ¢ arrefecida té 30°C, e o pH ¢é

levado a 6,8 com NaOH 1 N.

Estas solugbes sao entao tratadas com a enzima de
ramificagdo de glicogénio purificada, extraida do micror-

ganismo B. stearothermophilus.

A enzima de ramificacdao é adicionada numa quan-
tidade de 1600 U/g de substrato, e a temperatura é gradual-

mente levada para 65°C.

A incubacdao ¢é realizada sob agitacdao moderada
durante 4 horas. A reaccdo ¢ seguidamente parada pela
redugdo do pH para um valor de 5 e por ebuligdoc durante 6

minutos.

A Tabela I abaixo reune, para ambos os substratos
testados, os resultados obtidos em termos de contetdo de
ligag¢des glucosidicas o-1,6, de valores de Mw, de con-
tetdos de acucares redutores e de osmolalidade para os
produtos obtidos (produto C a partir do substrato A e

produto D a partir do substrato B).
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Tabela I
% de ligacgdes Mw 10° % em acgucares Osmolalidade
o-1,6 daltons redutores mOsm/kg
A 5,9 4,88 2 16
C 8,7 1,19 1,5 12
B 5,4 0,9 3,8 25
D 8 0,61 4,3 25

O conteudo em ligac¢des glucosidicas o-1,6 é sen-

sivelmente aumentado, mas nao atinge ainda os valores

desejados.

A Empresa Requerente verificou que deveria rea-
lizar—-se um tratamento adicional, pela acgao de enzimas que
hidrolisam especificamente as ligacdes glucosidicas oa-1,4
(como a a-amilase, P-amilase ou amiloglucosidase), ou pela
utilizacdao de enzimas que completam a ramificacao em liga-

¢bes a-1,6 (como a oa-transglucosidase), da forma seguinte.

Para os tratamentos enzimdticos adicionais, as
solugdes das maltodextrinas ramificadas C e D sao primeiro

levadas a temperatura e ao pH da enzima escolhida.

1) Para o tratamento adicional com a-amilase (LYSASE
2000 a 2444 BRU/g de extracto enzimatico), as refe-
ridas solucbes de C ou D sdo levadas a temperatura
de 60°C e ao pH de 6,5 a 6,7, e adiciona-se 6 U de

o-amilase por grama de substrato. A incubacdo é
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realizada durante 30 minutos, e a reaccao € parada

por ebulicdo durante 6 minutos.

Para o tratamento adicional com P-amilase (BBA SPE-
ZYME de GENENCOR), as referidas solugdes de C ou D
sdo levadas a temperatura de 40°C e ao pH de 4,9 a
5, e adiciona-se 30 U de P-amilase por grama de
substrato. A incubacdao é realizada durante 2 horas
e a reaccao é parada por ebulicao durante 6 minu-

tos.

Para o tratamento adicional com amiloglucosidase
(AMG de SIGMA AA-7420 de A. niger, a 40 U/mg de
proteinas), as referidas solugdes de C e D séao
levadas a temperatura de 55°C e ao pH de 4,7 a 4,9,
e adiciona-se 20 U de AMG por grama de substrato. A
incubacdo é realizada com agitacdao moderada durante
2 horas, e a reaccdo é parada por ebulicdo durante

6 minutos.

Para o tratamento adicional com a-transglucosidase
(0—-TGase L-AMANO, actividade de 27,7 umol de glu-
cose), as referidas solugdes de C e D sdo levadas a
temperatura de 55°C e ao pH de 5 a 5,2, e adiciona-
se 2 U de oa-TGase por grama de substrato. A incu-
bacdo é realizada durante 1 hora, e a reaccdo é pa-

rada por ebulicao durante 6 minutos.

Determinam-se em seguida as caracteristicas

fisico-quimicas:
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- dos produtos E e F (obtidos por tratamento adicio-

nal com a-amilase dos produtos respectivamente C e

- dos produtos G e H (obtidos por tratamento adicio-

nal com P-amilase dos produtos respectivamente C e

- dos produtos I e J (obtidos por tratamento adicio-

nal com AMG dos produtos respectivamente C e D) e

- dos produtos K e L (obtidos por tratamento adicio-

nal com oa-TGase dos produtos respectivamente C e D)

Tabela II
% de ligacodes Mw 10° % em acucares Osmolalidade
a-1,6 daltons redutores mOsm/kg
E 8,3 0,72 3,8 29
G 8,4 0,76 22,5 132
I 9 0,49 55 320
K 9,6 1,2 22 153
F 7,4 0,44 8,7 52
H 7,2 0,51 23,8 141
J 7,8 0,47 50,5 301
L 12 0,69 28 192

A osmolalidade e o conteudo de acgucares redutores
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gue aumentam, traduzem aqui a producdao concomitante princi-
palmente de glucose, de DP2 (maltose e isomaltose) gue tem
de ser eliminada para obter polimeros de glucose altamente

ramificados de acordo com a invencao.

Escolhe-se utilizar fraccionamento por ultrafil-
tragcdao sobre membrana com um corte de 5000 daltons (mem-

brana 5K AMICON).

Os resultados obtidos para os produtos de
ultrafiltracdo M, 0O, Q, S dos compostos E, G, I e K, res-
pectivamente, por um lado (que sao derivados de GLUCIDEX®
2), e os produtos de wultrafiltracdo N, P, R, T dos
compostos F, H, J e L, respectivamente, (que sao derivados

de GLUCIDEX® 6), estao apresentados na Tabela III seguinte.

Tabela IIT
% de ligacgdes Mw 10° % em acucares Osmolalidade
a-1,6 daltons redutores mOsm/kg
M 10,2 0,89 0,42 1
0 15 0,75 0,3 1
Q 18,8 0,57 0,37 2
S 12,1 1,22 0,33 1
N 10,9 0,69 0,54 2
P 14,4 0,51 0,8 3
R 18,1 0,55 0,5 5
T 12,2 0,72 0,6 3

Estes resultados traduzem o facto que os poli-




PE1369432 - 38 -

meros de glucose altamente ramificados assim obtidos apre-
sentam equilibrio perfeito entre a taxa de ligacgdes gluco-
sidicas a-1,6 notavelmente elevada (até 18%) para produtos
gue apresentam um valor de Mw e um valor de osmolalidade

tdao baixos.

Estes polimeros de glucose altamente ramificados
podem ser facilmente misturados com outros electrdlitos
para proporcionar agentes osméticos que sao extremamente
eficientes em didlise peritoneal, ou serem utilizados sés
em composicdes destinadas a regular a digestédo, para nutri-
cdo parentérica e entérica, para composicdes destinadas a
diabéticos, ou em bebidas ligquidas a fim de reconstituir as
reservas de energia para desportistas durante um esforgo

fisico longo.

Deverd ser referido que para além destes poli-
meros de glucose altamente ramificados, o processo possi-
bilita também agrupar as fracgdes ricas em maltose e/ou

isomaltose.

Por exemplo, no caso da preparacao dos produtos T
e S (obtidos pelo tratamento combinado com a enzima de
ramificagdo e com oa-TGase), isomaltose e glucose sao o0S
unicos co-produtos fabricados (as concentracgdes respectivas

de 25 a 30 g/l e 75 a 80 g/1.

Do mesmo modo, no caso da preparacao dos produtos

O e P (obtidos pelo tratamento combinado com a enzima de
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ramificagdo e [f-amilase), maltose € o dunico co-produto

fabricado (& concentracdo de 130 g/l1).

Estas fraccgdes de baixo peso molecular podem
entdo constituir fontes vantajosas de composig¢des ricas em

maltose e/ou isomaltose.

Exemplo 2

Os polimeros de glucose altamente ramificados de
acordo com a invencdo podem igualmente ser preparados a
partir de amido de milho corrente. Para isso, 110 g de uma
base seca de amido sao suspensas num litro de 4&gua a

temperatura ambiente com agitac¢do lenta e continua.

Leva-se o pH de 6,8 a 7 e deixa-se o meio nestas
condig¢des durante 15 minutos, ajustando o pH se necessario.
Adiciona-se a enzima de ramificagdo de glicogénio purifi-
cada de B. stearothermophilus numa quantidade de 4000 U/g
de substrato, e a temperatura € levada gradualmente até 72

a 75°cC.

A incubacdao é entdao realizada com agitacao mode-
rada durante 30 minutos, seguida por arrefecimento para uma
temperatura de 65 a 68°C. A reaccgdo enzimdtica é realizada
durante 4 horas. A reacgao € entdo parada pela reducgao do
PH para um valor de 4,5 a 5, o meio é aquecido a tempe-

ratura de ebulicdo durante 6 minutos.
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tratamento com P-amilase ou amiloglucosidase,

Como no exemplo 1,

a reacgao é completada por

seguido por

um passo de ultrafiltracao sobre membrana de um corte de

5000 daltons nas condig¢des dadas no exemplo 1.

A tabela IV reune os resultados obtidos.

O amido de milho corrente é referenciado como U;

o produto de tratamento com enzima de ramificagao V, os
tratados adicionalmente com [P-amilase: W, por AMG: X; O0s
produtos finais ultrafiltrados: Y e Z.
Tabela IV
% de ligacodes Mw 10° % em acucares Osmolalidade
a-1,6 daltons redutores mOsm/kg

U 3,6 110 <0,01 Nd
v 8,8 1,75 0,2 2
W 8,9 1,31 20,5 117
Y 16,3 1,38 0,1 2
X 7,9 0,55 55 357
7z 24,72 0,45 0,4 2

Os produtos Y e Z obtidos apresentam o0s mesmos

perfis equilibrados dos produtos descritos no Exemplo 1, e

podem por

isso

dreas de aplicacéo.

ser vantajosamente utilizados

nas mesmas
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Exemplo 3

Preparam-se

dois outros

polimeros

de glucose

altamente ramificados a partir de duas variedades de amido

rico em amilopectina,
amostras de amido de milho

nivel de fluidificacdo WF de cerca de 90,

"Waxy"

CLEARGUM® CB 90.

utilizadas

em condi¢des industriais.

Sao duas

fluidificado &cido com um

comercializadas

igualmente pela Empresa Requerente sob o nome de marca
A tabela V apresenta as condicdes operatédrias
para obter os polimeros de glucose altamente

ramificados de acordo com a invencao.

Tabela V

Base

CLEARGUM CB90

CLEARGUM CB90

Solubilizacgédo

Fogdo de laboratdrio

continuo com 25% MS

Fogdo de laboratdrio

continuo com 25% MS

l2 enzima

Enzima de ramificacao 50000

U/ml-1mL/100gsec

Enzima de
ramificacao 50000

U/ml-1mL/100gsec

12 tratamento

enzimdtico

70°C pH 6,8 22h em seguida

desactivacdo 1 h a 90-95°C

70°C pH 6,8 22h em
seguida desactivacao

1 h a 90-95°C

22 enzima

Amiloglucosidase OPTIDEX
L300A 0,08 mL/100gsec + 0,08
mL/100 g sec apds 1h30

p-amilase SEPZYME

BBA 0,2 mL/100g sec

22 tratamento

enzimdtico

55°C pH 4,7- 2 h e 3 h mais

desactivacdo 1 h a 90-95°C

40°C pH 5 2 h mais
desactivacdo 1 h a

90-95°C
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(continuacao)
Base CLEARGUM CB90 CLEARGUM CB90
Purificagdo| Filtracdo sobre 8 em se- Ajustamento do pH a 3,5
guida 0,22 pm- ultrafil- durante 18 h - centri-

tracdo sobre membranas fugacgdo 5000 tr/min 10 min

PCl Membrane Systems — filtracdo sobre terra
ES209 (9000Da)- Trata-— filtrante em seguida 8 um
mento carvao NORIT SX + — ultrafiltracdo sobre

5% ¢c/s pH 5 70°C 1h - membranas PCl Membrane

ajustamento do pH a 5,8 e| Systems ES209 (9000Da) -

filtracdo sobre 8 em tratamento carvao NORIT SX
seguida 0,22 um + 5% ¢/s pH5 70°C 1 h -

filtracdo sobre 8 em

seguida 0,22 um

Recuperagdo| Concentragdo a seco no Concentragdo a seco no
evaporador rotativo sob evaporador rotativo sob
vacuo vacuo

A Tabela VI apresenta os resultados obtidos em
termos de conteudo de ligacgdes glucosidicas a-1,6, de
valores de Mw, de conteudo de acglUcares redutores e de

osmolalidade para os produtos obtidos:

- "a" diz respeito ao produto obtido de CLEARGUM® CBR
90 apds tratamento com a enzima de ramificacgao e

amiloglucosidase e

- "b" diz respeito ao produto obtido de CLEARGUM® CB
90, apds tratamento com a enzima de ramificacgdo e

f-amilase.
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Tabela VI
% de ligacdbes Mp 10° % em acucares Osmolalidade
o-1,6 daltons redutores mOsm/kg
"a" 19,4 0,33 1 12
"H" 14,3 0,68 0,7 6

Estes resultados mostram bem Jgque o© processo
utilizado possibilita a obtencdo de polimeros de glucose
altamente ramificados de acordo com a invengdo indepen-

dentemente da base amido ou derivado de amido escolhida.

Exemplo 4

Prepara-se solucdes aquosas de polimeros altamen-
te ramificados de acordo com a invencao, que se colocam em
contacto com uma amilase de origem pancredtica. A hidrdlise
amilédsica é monitorizada no tempo por medigdo dos agucares
redutores formados e pela medicdo da glucose gue aparece no
meio reaccional. Este teste torna possivel avaliar a resis-
téncia dos polimeros a hidrdélise de amilase, gque € um
critério essencial na escolha de um agente osmdético para

uma solugdo para didlise.

Sdo testados varios polimeros de acordo com a
invencdo em comparacdo com icodextrina (agente osmdético da
técnica anterior). Os polimeros sao escolhidos de forma a

terem um peso molecular prédximo do ultimo:
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Os produtos A e B como preparados de acordo com o
Exemplo 3 e o produto Z como preparado de acordo com O

Exemplo 2.

A icodextrina é fabricada de acordo com a patente

EP 667 356 citada na descricao.

Prepara—-se um controlo de maltose a fim de

validar o modelo in vitro de digestdo enzimética.

As condicgdes operativas para a digestdao amildsica

sdo as seguintes:

- Pesar com precisdao cerca de 0,6 g do produto a ser

testado,

- Adicionar 150 mL de tampao maleato de Na pH 7 a 0,1

mol/L

- Agitar até a dissolucédo do produto,

-  Remover 1,5 mL da solucdo obtida (solucgdo inicial =

si)

- Colocar os frascos em banho-maria durante 15 minu-
tos, para gue a temperatura da solugado seja de

37°C,
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- Adicionar 0,15 g de pancreatina de porco (oa-amilase

de origem animal),

- Incubar a 37°C num banho termostato sob agitacao

durante 300 minutos a temperatura ambiente,

- Recolher as amostras de 1,5 mL nos tempos: 15, 30,

45, 60, 90, 120, 180, 240, 300 minutos,

- Parar a reacgdo enzimadtica através da colocagao das
amostras num banho até a secura a 100°C durante 10

minutos,

- Ensaiar a glucose nas amostras, a fim de simular o

impacto do produto estudado em glicemia,

- Ensaiar os acucares redutores nas amostras, a fim

de estudar a taxa de hidrdlise.

Para o ensaio de glucose, utiliza-se um método
colorimétrico, realizado numa maquina HITACHI 704 automa-
tica (ROCHE). O reagente utilizado é um reagente que contém
as enzimas GOD/PAP (glucose oxidase/peroxidase). O volume
do reagente utilizado é 500 microlitros, o volume da

amostra € 5 microlitros e a temperatura reaccional é 30°C.

O método wutilizado para ensaiar os agucares

redutores ¢ o método SOMOGYI ©NELSON. Introduz-se 200
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microlitros de amostra num tubo rolhado, e adiciona-se 200
microlitros de solucdo de trabalho (reagentes tartarato de
sédio e sulfato de cobre). O meio € aquecido até a tempe-
ratura de ebulicdo, e adiciona-se reagente arsenomolibdico
apdés arrefecimento, seguido por &gua. A solucdo obtida é
depositada numa microplaca, e entdo 1lé-se a absorvéncia
utilizando um leitor de microplacas a um comprimento de

onda de 520 nanometros.

Os resultados sao apresentados nas tabelas se-

guintes:

Q.

1. Cinética de aparecimento de glucose (em % libertada em

seco)
Tempo (em min) MALTOSE A B Z ICODEXTRINA

si 0,26 3,350,001 0,53 0,28

0 0,26 4,7510,93 1,19 1,96

15 0,79 5,31|1,59 - 3,07

30 1,06 5,68|1,96 2,11 3,63

45 1,59 5,86 | 2,24 - 3,91

60 2,12 6,14 12,522,337 4,19

90 2,65 6,52 | 2,89 - 4,75

120 3,44 6,61 |3,17(2,90 5,31

180 5,03 7,26 | 4,76 | 3,43 6,15

240 6,35 8,10 - 3,96 6,99

300 7,68 8,38 5,41 | 4,22 7,82




PE1369432

2. Cinética de aparecimento de acgucares redutores (em %
numa base seca)
Tempo (em min) MALTOSE A Z ICODEXTRINA
Si 51,01 5,76 0,88 1,45 2,74
0 49,82 18,34 118,04 | 8,92 31,07
15 47,94 19,33]18,96 - 30,39
30 48,29 20,00(19,04|11,00 32,53
45 48,55 20,25(19,78 - 32,46
60 48,84 19,92 |20,80(11,10 32,95
90 49,42 20,37119,42 - 34,16
120 47,15 21,68 |121,04|12,16 34,40
180 48,87 22,46 21,79 (12,22 36,64
240 50,90 23,05 (23,11112,29 37,03
300 52,20 22,67 22,88 |13,64 37,06
3. Sintese dos resultados
PRODUTOS % de glu- % de acglcares Taxa de Massa Molar
TESTADOS cose 1li- redutores for- ligacgdes (daltons)
bertada a| mados a 300 min. |oa-1,6 em %
300 min.
MALTOSE 7,41 52,20 0 0 342
A 5,03 16,91 19,4 33000
B 5,41 22,88 14,3 68000
Z 3,69 12,19 24,2 45000
ICODEXTRINA 7,54 34,32 6,5-8 12000-20000

A partir dos

resultados obtidos

observa-se dque
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gquanto mais aumenta o nivel de ramificacao (nivel de liga-

¢bes 0—1,6), mais diminui a hidrdélise amilédsica.

Esta ultima ¢é geralmente dependente do peso
molecular. Assim, qguanto mais elevado é o nivel de rami-
ficacdo e mais baixo & o peso molecular, menos a molécula é

atacada por amilase.

Para uma utilizacdo em didlise intraperitoneal,
os produtos A e Z sao particularmente adaptados e apre-
sentam uma resisténcia marcadamente superior a icodextrina,
o que significa que estes produtos apresentam uma vantagem
evidente em termos de duracao e poder osmético e de poder

glicémico, para um peso molecular semelhante.

Exemplo 5

Preparam-se solucgdes aquosas de polimeros alta-
mente ramificados de acordo com a invencdo, e estes sao
colocados em contacto com uma amilase de origem pancredtica
e com amiloglucosidase intestinal (pd acetdnico de
intestino). A hidrélise é monitorizada ao longo do tempo
através da medicao de glucose gue aparece no meio reac-
cional. Este ensaio possibilita a avaliacdo da resisténcia
dos polimeros a hidrdélise pelas enzimas envolvidas na
digestdo de hidratos de carbono alimentares, o gque é um
critério essencial na escolha de um ingrediente alimentar

para entrar na composicao de formulacgdes para utilizacao
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por desportistas ou destinadas a nutrigdo entérica e

parentérica.

Varios polimeros de acordo com a invencao sao
testados em comparagao com icodextrina, glicogénio e uma

maltodextrina corrente.

Os polimeros escolhidos sdo os seguintes:

Os produtos A tal como preparados de acordo com O
exemplo 3, o produto X tal como preparado de acordo com ©
exemplo 2, e o produto Y' tal como preparado de acordo com
o exemplo 2 a partir de um amido rico em amilopectina

tratado com a enzima de ramificacdo e ultrafiltrado.

A icodextrina é fabricada de acordo com a patente
EP 667 356 citada da descricao. O glicogénio é um glicogé-
nio de figado de bovino fornecido pela empresa SIGMA-

ALDRICH.

Prepara-se um controlo de maltodextrina corrente

a fim de validar o modelo in vitro de digestdo enzimatica.

As condicgdes operativas para a digestao

enzimatica sdo as seguintes:

Pesar com precisao cerca de 0,6 g do produto a

ser testado.
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Adicionar 150 mL de tampao maleato de sdédio pH 7

a 0,1 mol/L.

Agitar até a dissolucdo do produto.

Remover 1,5 mL da solucgao obtida.

Colocar os frascos num banho de &gua durante 15

minutos, para que a temperatura da solucgcao atinja 37°C.

Adicionar 0,15 g de pancreatina de porco.

Incubar a 37°C em banho com termostato sob agita-

cao durante 30 minutos.

Recolher amostras de 1,5 mL nos tempos: 0 min a

30 minutos.

Parar a reacgdo enzimdtica através da colocagao

das amostras num banho seco a 100°C durante 10 minutos.

Adicionar 0,15 g de mucosa intestinal de rato.

Incubar durante 5 h 30 a 37°C em banho com

termostato sob agitacéo.

Recolher amostras de 1,5 mL a cada 60 minutos nos

tempos 60; 120; 180; 240; 300; 330 e 360 minutos.
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Parar a reacgdo enzimdatica através da colocacgéao

das amostras num banho seco a 100°C durante 10 minutos.

Ensaiar a glucose nas amostras a fim de calcular

a percentagem de hidrdélise do produto estudado.

Para o ensaio de glucose, utiliza-se o mesmo

método do Exemplo 4.

Os resultados sao apresentados nos quadros

abaixo:

Q

1. Cinética de aparicao de glucose (em % libertacdo a seco)

Tempo MALTOD |GLICOGENIO| A Y Y’ ICODEX-
(em min) |corrente TRINA
Amilase 0 0 0 0 0 0 0
pancreatica 15 0,79 2,87 2,6112,17(3,90 3,35
30 1,06 3,30 2,702,711 |4,74| 3,63
Amilase 60 20,88 12,62 9,77|13,71|16,31| 15,09
intestinal 90 38,59 22,81 16,66(23,34|28,29| 26,96
120 52,07 41,41 23,17(32,17|40, 28| 37,86
150 62,90 39,45 28,66(39,22|48,64| 47,22
180 70,83 46,04 32,75(44,52|57,84| 55,88
210 78,76 51,50 37,03[49,00]|64, 53| 63,01
240 83,78 56,09 39,64(52,39|68, 71| 69,01
2170 88,81 59,96 42,62|54,56|72,33| 72,09
300 91,18 62,40 45,50157,27|75, 96| 76,28
330 93,03 64,26 47,27|58,63|79, 44| 78,37
360 94,36 65,84 51,64|60,80|81,11| 80,89
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2. Sintese dos resultados

PRODUTOS % de glucose Taxa de ligagdes| Massa Molar
TESTADOS libertada 360 min. o-1,6 em % (daltons)
MALTODEXTRINA 94,36 0 3000-5000
GLICOGENIO 65,84 10 10°-10’
A 51,64 19,4 33000
Y 00,80 16,3 138000
Y! 81,11 7,9 133000
ICODEXTRINA 80,89 ©,5-8 12000-20000

As maltodextrinas de acordo com a invencao sao
particularmente adequadas para utilizacgcdo em nutricdo para
atletas ou de um modo mais geral para regular glicemia. Os
produtos A e Y de acordo com a invengao tornam possivel
obter uma percentagem de libertacdao de glucose entre 50 a
70%, que é uma resisténcia a hidrdélise marcadamente supe-
rior do que as maltodextrinas convencionais e comparavel a
glicogénio, o que significa que estes produtos apresentam
uma evidente vantagem em termos de poder glicémico e podem
assim constituir vantajosamente um substituto de glicogénio
uma vez que apresentam caracteristicas de digestdao seme-

lhantes.

Lisboa, 23 de Outubro de 2006
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REIVINDICACOES

1. Polimeros soluveis de glucose altamente
ramificados com um conteudo de acucares redutores inferior

a 1%, caracterizados pelo facto de apresentarem:

- uma taxa de ligac¢des glucosidicas a-1,6 superior a

10%, de preferéncia compreendida entre 12 e 30%,

- um Mw, determinado por difusdao de luz, de um valor

compreendido entre 0,3. 10° e 2. 10° daltons,

- uma osmolalidade, determinada segundo um teste A de
um valor compreendido entre 1 e 15 mOsm/kg, consis-—
tindo o teste A na determinacdo da osmolalidade de
uma solucdao que contém 10 g secos dos referidos
polimeros de glucose altamente ramificados coloca-
dos em 1 kg de &gua, com a ajuda de um osmdémetro

MARK 3 de FISKE® ASSOCIATES.

2. Polimeros de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizados pelo facto de apresentarem:

- um Mw determinado por difusdo de luz de um valor

compreendido entre 0,5. 10° e 1,5. 10° daltons,

- uma osmolalidade, determinada de acordo com o teste

A igual a 1 e inferior a 2 mOsm/kg.
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3. Polimeros de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizados pelo facto de apresentarem:

- um Mw determinado por difusdo de luz de um valor

compreendido entre 0,5. 10° e 1,8. 10° daltons,

- uma osmolalidade, determinada de acordo com o teste

A pelo menos igual a 2 e inferior a 5 mOsm/kg.

4., Polimeros soluveis de glucose altamente
ramificados segundo gqualquer das reivindicacdes 2 e 3,
caracterizados pelo facto de apresentarem entre 15 a 30% de

ligagdes glucosidicas a-1,6.

5. Polimeros de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizados pelo facto de apresentarem:

- um Mw determinado por difusdo de luz de um valor

compreendido entre 0, 3. 10° e 0,7. 10° daltons,

— uma osmolalidade, determinada de acordo com o teste

A pelo menos igual a 5 e inferior a 15 mOsm/kg.
6. Processo para preparar 0s polimeros de acor-
do com qualquer das reivindicacgdes 1 a 5, gue compreende oS

passos seguintes:

- preparar uma suspensao aquosa de amido ou uma solu-
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¢do de derivado de amido de uma matéria seca pelo
menos igual a 1% em peso, de preferéncia de 10 a

50% em peso,

- tratar a referida suspensdao ou a referida solucao
com pelo menos uma enzima de ramificacdo a uma tem-
peratura compreendida entre 25 e 80°c durante uma

periodo de 1 a 24 horas.

- fazer agir sobre a suspensao ou sobre a solucgao
assim obtida pelo menos uma enzima escolhida do
grupo constituido por o-amilase, p-amilase, amilo-

glucosidase e a-transglucosidase,

- efectuar um fraccionamento por pelo menos uma té-
cnica seleccionada do grupo gue consiste em sepa-
racdes de membranas e cromatografias, de forma a
recuperar as fraccgdes de elevado peso molecular e

as fraccdes de baixo peso molecular,

- recolher os polimeros de glucose altamente ramifi-
cados correspondentes as fraccgdes de elevado peso

molecular assim obtidas.

7. Processo de acordo com a reivindicacao 6,
caracterizado pelo facto de que a enzima de ramificacao é
escolhida entre o grupo constituido pelas enzimas de rami-
ficacao do glicogénio, as enzimas de ramificagdao do amido e

quailsquer misturas destas enzimas.
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3. Processo de acordo com qualguer das reivin-
dicacgdes 6 e 7, caracterizado pelo facto de que a técnica
de fraccionamento € escolhida do grupo constituido pela
técnica de separacdo sobre membrana de ultrafiltracédo e
pela técnica de separacdo cromatografica sobre suporte tipo

gel.

9. Utilizacdo de polimeros de glucose altamente
ramificados segundo qualquer das reivindicacgdes 1 a 5 ou
susceptiveis de serem obtidos pelo processo segundo uma das
reivindicagdes 6 a 8, para preparar composicdes destinadas
a serem utilizadas nas induUstrias, nomeadamente industrias
de Papel-Cartado, Téxtil, Cosmética, e em particular nas

industrias Farmacéutica e Alimentar.

10. Utilizacadao de acordo com a reivindicacéao 9,
na gqual as composicdes sao destinadas a serem utilizadas
nas dareas da nutricdo entérica e parentérica, como agente
inibidor e regulador da glicemia, como fornecimento ener-
gético em caso de actividades fisicas e como agentes regu-

ladores da digestao.

11. Utilizacado das fraccdo de baixo peso mole-
cular do passo de fraccionamento do processo segundo uma
das reivindicacdes 6 a 8 para a preparacao de composicdes

enriquecidas em maltose e/ou isomaltose.

12. Solucdo para didlise peritoneal caracteri-
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zada pelo facto de compreender como agente osmético pelo
menos um polimero altamente ramificado de acordo com a

reivindicacao 1.

13. Solucdo para didlise de acordo com a rei-
vindicagdao 12, caracterizada pelo facto que o referido

polimero soluvel altamente ramificado apresenta:

- um Mw determinado por difusdo de luz de um valor

compreendido entre 0, 3. 10° e 0,7. 10° daltons,

— uma osmolalidade, determinada de acordo com o teste

A pelo menos igual a 5 e inferior a 15 mOsm/kg.

14. Solucdo para didlise peritoneal segundo
qualguer uma das reivindicacgdes 12 e 13, caracterizada pelo
facto de compreender adicionalmente um poliol escolhido do
grupo constituido por sorbitol, manitol, maltitol, xilitol,

eritritol.
15. Solugao de acordo com a reivindicacao 14,

caracterizada pelo facto de compreender adicionalmente

solugdes tampao como sais de lactato, acetato, gluconato.

Lisboa, 23 de Outubro de 2006
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