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Comprobante de pago|de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion

Declaraciones (
Copia de la solicitud in
Traduccion de la solicity

Copia del reporte prelirJ1

el inventor al solicitante o a su causante.

rnacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
d internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

inar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser €l caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, docimento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos

tradicionales de las conunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el ’

mismo titular o su causs
De ser el caso, modificg

Otros: Reporte de Busqu
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usfed reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

(24 o NA—
ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No.283/04 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN
FRANCES, EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO
DEL TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA
01 DE SEPTIEMBRE. DE 2004 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E.: 193849 DE
BOGOTA, TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL SEGUN RESOLUCION No.
2680/91 DEL 19 DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDlDA POR EL MINISTERIO DE
JUSTICIA DE COLOMBIA.

Autenticaciones que se hallan a continuacion de un documento de poder conferido
en inglés y esparol por NESTEC S.A., una sociedad organizada y existe de
conformidad con las leyes de Suiza, domiciliada en Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Suiza, y otorgado a los Doctores ALICIA LLOREDA y/lo GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, todos
domiciliados en Bogota, Colombia, Calle 72 No. 5 —- 83 (Piso 6°).

Dado el 5 de agosto de 2004. Firma ilegible de la Sefiora Paula Nelson, Vice-

Presidente de Nestec S.A.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Legalizacion por parte del suscrito Notario de la firma de la Sefora Paula
NELSON quien desempefia el cargo de Vice-Presidente de la compariia
NESTEC S.A., una sociedad legalmente constituida y existente de acuerdo con las
leyes de Suiza, domiciliada en Vevey (Suiza). Ademas, dicho Notario certifica que
el signatario, segun las leyes de Suiza, tiene facultad para otorgar el presente
documento. Los‘ hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivos el 24 de marzo de 1597, y de todo ello da fe.

Firma de Jean-Daniel RUMPF. |

Sello: Jean-Daniel RUMPF — Notario. Estampilla de 4 Frs.

JEAN - JAQQUES H. TURPIN

Traductor & imémrete Oficiat
1 RANCES - ESPARIOL

Res, Minjusticia No. 2680/91

' COMO NoTanie
D& BOGOTA,
FOI0GorIa 3

e 28304



Legalizacion No. 7.135. El Notario Jean-Daniel RUMPF, en Vevey, Distrito de

Vevey, Cantdn de Vaud, Suiza, bertifica la firma puesta en la pagina anterior por la

Seriora_Paula Nelson, Directora adjunta de Nestec S.A., en Vevey, la cual

compromete en forma valida con su firma individual.

. 37 w%
1.- Pais: Suiza o ' -
El presente documento publico

2. - ha sido firmado por el Sefor Jean-Daniel RUMPF

3. - obrando en calidad de Notario en Vevey
4. - con sello de Jean-Daniel RUMPF, Notario
CERTIFICADO
5 - Enlausana - 6.- El 12 de agosto de 2004
7.- Porla Cancilleria de Estado del Cantén de Vaud
8. - Bajo el numero 6705
9.-  Sello: Cancilleria del Consejo de Estado — Libertad y Patria - Emolumento
de 25 Fr.

10. - Por el Canciller de Estado, firma de P. Equey. “

t

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia 31;}‘ los archivos de esta

4
oficina para confrontacion y a la cual me remito. o

Traduccion oficial No. 283/04. irecuecion  Oficial No. "2 g 3 / '04

IEAN » JAQQUES H. TURPIN
Traductor: Jean-Jacques Turpin. raductor & Jntérprete Oficial

FRANGES - ESPARIOL
Bogota, D.C., 1 de septiembre de 2004. iniusficia No. 2680/91
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Los "éi)ajo firmados, NESTEC S.A., una sociedad

-organizada y existente de conformidad con las leyes

de Suiza

con domicilio en Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Suiza

-

nombramaos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO vy/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogots,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

- Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especiaimente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos Yy presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de ias
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parciaimente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; lienar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

W AfT S FOBRE LLORED A CAMMUBL 6 U

The undersigned, NESTEC S.A., a corporation
organized and existing under the laws of Switzerland.

domiciled at Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andfor
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
canceliations total or partially waive registrations, to

"pay all installments ‘and effect -all other payments

prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or “GUSTAVO . TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
_for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the-Office of |nd‘_’§t{§i§ﬁﬁr@£el§t

W O NOTA
e

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Suiza
Vevey {ss

-

Hoy {11 de Acgoshs de 2004 , comparecio

PAOLA N eLson
de quien me consta que firmo el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles \icepresidente

de NESTEC S.A., |Ia

compaiiia nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Suiza, domiciliada en fla
ciudad de Vevey, Suiza legalmente constituida
para un periodo de duracion que aun no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme a
las leyes de Suiza, que el declarante esta autorizado
por dicha Compafiia para conferir este poder; que el
sello estampado por él al pie de tal poder, en nombre
y en representacion de la expresada Compaiiia, es el
selio oficial de ella; y que el objeto para el cual se
confiere este instrumento estd comprendido dentro
del de la sociedad.
El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorporacion firmados en Vevey, Suiza, con fecha
24 Hol o, 1M9Y), y certifica que de
conformidad con la legislacion de dicho Pais, la
anterior  declaracion juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico).

Légalisation No 7'135.-

, aquien conozco y

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)
Switzerland

Vevey {ss

On this 11thjay of August
personally came

, 2004,

, Paula NELSON
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he/she is the

Vice President of NESTEC S.A., the
company named within, a Corporation organized and
existing under the laws of the Switzerland, domiciled
at the City of Vevey, Switzerland legally constituted

~ for a period of tenure not yet expired, which exercises

its corporate purposes according to the laws of
Switzerland, that the deponent is authorized by said
Company to confer this power of attorney; that the
seal affixed hereunto by the deponent in the name
and on behalf of said Corporation is the corporate
seal thereof; and that the purpose for which this
instrument is granted is included within the corporate
purposes of the Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles

" of Incorporation of said Corporation executed at
Vevey, Switzerland, under date of March 24 1997

and hereby certifies that under the laws of said
County the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

j Le notaire JEAN-DANIEL RUMPF, & Vevey, District .de Vevey, Canton de

" Vaud, Suisse, certifie authentique la signature apposée d'autre ---

part par Mma: Paula NELSON, directrice-adjpinte de la société -----

NESTEC S.A., & Vevey, qu'elle engage valablement par sa signature -
individuelle, =====——m—mm e e ————

VEVEY, LE ONZE AOUT DEUX MILLE QUATRE.
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1. Pays

2. a été
3. agiss

4. estrg

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

: SUISSE

Le présent acte public

signé par Jean-Daniel Rumbf
ant en qualité de notaire & Vevey

Lvétu du sceau/timbre de J.-D. Rumpf notaire

Attesté

5. a Ladsanne 6. le 12 ao(it 2004
7. par |14 Chancelierie d'Etat du Canton de Vaud

8. sous No 6705

9. Sceau/timbre: 10. Signature
pr le Chancelier d'Etat:
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
1) \* de sofictud, (57) Int CI. AZ3L 1109
(22) Fecha de solicitud: 12-08-08 (71)Solicitante(s) NESTEC S.A.

(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais

06101556.6 10-02-06 EP [(72) Inventor(es)  SPRENGER, Norbert; MORGAN, Francois;
BERROCAL, Rafael y BRAUN, Marcel.

(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  10-09-08 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 16/08/07

Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 09/02/07 N° publicacion: WO 2007/090894 A1
No. de solicitud PCT/EP2007/051288 .

(54) Titulo: “MEZCLA DE OLIGOSACARIDOS”

Resumen - Reivindicacion(es):
Reivindicacion nimero 1:

Una mezcla de oligosacaridos que comprende 5-70% en peso de al menos un Oligosacarido N-acetilado seleccionado
del grupo que comprende GalNAcal,3Galpl,4Glc y Galf 1,6GalNAcal,3GalB1,4Glc, 20-90% en peso de al menos un
oligosacarido neutro seleccionado del grupo que comprende Galp1, 6Gal, Gall, 6Galfl, 4Gic Galfl, 6Galpl, 6Glc, Galpl, 3Gal,
3Glc, Galpl, 3Galfl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 6Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 3Galfl, 4Glc Galfl, 3Galpl, 6Galpl, 4Glc y Galp!l, 3Galfl,
3Galpl, 4Gic y 5-50% en peso de al menos un oligosacarido sialilado seleccionado del grupo que comprende NeuAca2, 3Galfl,
4Glc y NeuAca2, 6Galfl, 4Glc.
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SUPERII‘iTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA _ PATENTEDEINVENCION ___ PCT X MODELODEUTILIDAD __ DISERO INDUSTRIAL __
(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 12/08/08

(51) Clasificacion Internacional : A23L 1/09

(71)Solicitante(s) NESTEC S.A.

(72) Inventor(es) SPRENGER, Norbert; MORGAN, Frangois; BERROCAL, Rafael y BRAUN, Marcel.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
06101556.6 10-02-06 EP
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 10-09-08 (87)  Publicacién intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 16/08/07
Fecha de presentacion de la solicitud: 09/02/07 N° publicacion: WO 2007/090894 A1

No. de solicitud PCT/EP2007/051288

(54) Titulo: “MEZCLA DE OLIGOSACARIDOS”




t—

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

PATENTE DE INVENCION

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO

PCT X MODELO DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL ___

(21) N° de solicitud:

~(22) Fecha de solicitud: 12/08/08

(51) Clasificacion Internacional : A23L 1/09

(71) Solicitante(s) NESTEC SA.

(72) Inventor(es) SPRENGER, Norbert; MORGAN, Francois; BERROCAL, Rafael y BRAUN, Marcel.

(74) Apoderadg: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
06101556.6 10-02-06 EP

(87) Publicacion internacional:
Fecha: 16/08/07
No. Publicacion : WO 2007/090894 A1

(85) Fecha limite inicio fase nacional: 10-09-08

(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: 09/02/07
No. de solicitud PCT/EP2007/051288

(54) Titulo: “MEZCLA DE OLIGOSACARIDOS"

{571 Resumen:

Reivindicacion nimero 1:

Una mezcla de oligosacaridos que comprende 5-70% en peso de al menos un Oligosacarido N-acetilado seleccionado del
grupo que comprende GalNAcal,3CalBl,4Glc y Galp 1,6GalNAcal,3Gaip1,4Glc, 20-90% en peso ce al menos un

i oiigosacarido neutro seieccionado del grupo que comprende GalB1, 6Gal, Galpl, 6GalBl, 4Glc GalBl, 6Galpl, 6Glc. Galpl,

3CGalBl, 3Gic, Galpl, 3GalBl, 4Glc, Galpl, 6GalBl, 6Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc GalBl, 3Galpl, 6GalBl, 4Glc y
GalBl, 3Galpi, 3Galfl, 4Glc y 5:50% en peso de al menos un oligosacarido sialilado seleccionado de! grupo que comprende

NeuAcaz, 3GalBl. 4Glc y NeuAca2, 6GalBl, 4Glc.
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international appllcation No

PCT/EP2007/051288

CLASSI;IE%TION OF SUBJECT MATTER

™, L1/09 A2301/29

A61K31/702

According to International Patent Classification (IPC) or 1o both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

A23L A61K A23C

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched

EPO-Internal, WPI Data, FSTA, BIOSIS

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)
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Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

claims 1,3,4,7,8; examples 1-7
page 3, line 12
page 6, line 13

10 July 2003 (2003-07-10)
cited in the application

claims 1,8-10,65
page 3b, lines 22-24

A WO 01/42263 A (N.V. NUTRICIA; STAHL,
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A & US 2003/129278 A1l (STAHL BERND ET AL)
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SAARINEN, J) 8 January 2004 (2004-01-08)
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Re liem V

Reference is made to the following document:

D1: WO 01/42263 A (N.V. NUTRICIA; STAHL, BERND; BOEHM, GUENTHER,;
FINKE, BERNDT; GEORGI, G) 14 June 2001 (2001-06-14)

The document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter of claim 1
and teaches a mixture of different oligosaccharides (mentions acetylated, neutral and
sialylated) used in infant food.

The subject-matter of claim 1 differs from this known D1 in that D1 does not contain the
very detailed/selected mixture of oligosaccharides listed (not unambiguously derivable) in
claim 1.

The subject-matter of claim 1 is therefore new (Article 33(2) PCT).

The problem to be solved by the present invention may be regarded as an
(oligosaccharide) composition for infants mimicking human milk and acting as a prebiotic in
the human gut.

The solution to this problem proposed in claim 1 of the present application is considered
as involving an inventive step (Article 33(3) PCT) for the following reasons:

There is no other document cited in the search report to contain all or major part of claim 1
listed oligosaccharides for the same purpose. A skilled person would therefore not have a
hint to use all these oligosaccharides (with suggested ratio), especially to act as prebiotic
for infants. There is no reason presented to combine the desired oligosaccharides as listed
in claim 1.

Claims 2-8 are dependent on claim 1 and as such also meet the requirements of the PCT
with respect to novelty and inventive step.

Claim 9 (10,11) discloses the food product containing this composition. Because the
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composition is new and inventive, the food products containing this composition are new
and inventive as well.
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MEZCLA DE OLIGOSACARIDOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Una mezcla de oligosacaridos gue
comprende 5-70% en peso de al menos un
oligosacarido N-acetilado seleccionado del

grupo gue comprende GalNAcwl,3Galpl, 4Glc y
GalPl, 6GalNAcoal,3Galpl,4Glc, 20-90% en peso de
al menos un oligosacdrido neutro seleccionado
del grupo gque comprende Galpl, 6Gal, Galpl,
6Galpl, 4Glc Galpl, 6Galpl, 6Glc, Galpl,
3Galpl, 3Glc, Galpl, 3Galpl, 4Glc, Galpl,
6Galpl, 6GalPl, 4Glc, Galpl, 6GalBl,i 3Galpl,
4Glc Galpl, 3Galpl, 6Gal@l, 4Glc y Galpl,
3Galpl, 3Galpl, 4Glc y 5-50% en peso de al
menos un oligosacarido sialilado seleccionado
del grupo gue comprende NeuAcu2,3Galpl,4Glc vy
NeuAcw2, 6GalpPl,4Glc; productos alimenticios que

comprenden dicha mezcla de oligosacaridos.

2
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2

MEZCLA DE OLIGOSACARIDOS

Campo de la Invencidn

La invencidén se refiere a una mezcla de
oligosacéaridos, productos alimenticios que
comprenden dicha mezcla de oligosacaridos Y
procesos para producir dicha mezcla de

oligosacéaridos.

Antecedentes de la Invencidn

El coldén humano se coloniza con un amplio
rango de Dbacterias que tienen tanto efectos
positivos como negativos en 1la fisiologia del
intestino asi como tienen otras influencias
sistémicas. Los grupos predominantes de bacterias

encontrados en el coldén incluyen bacteroides,

bifidobacteria, eubacteria, clostridia y
lactobacillus. Las bacterias presentes tienen
actividades fluctuantes en respuesta a la

disponibilidad del substrato, potencial redox, pH,
tensién y distribucidén de O, en el coldn. En
general, las bacterias intestinales pueden
dividirse en especies gque ejercen ya sea efectos
potencialmente dafilinos o benéficos en el huésped.

Los efectos patogénicos (gque pueden causarse por
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clostridia o Dbacteroides, por ejemplo) incluyen
diarrea, infecciones, dafio al higado,
carcinogénesis y putrefaccidén intestinal. Los

efectos que promueven la salud pueden causarse por

la inhibicidén del crecimiento de bacterias

dafiinas, estimulacidn de funciones inmunes,
mejorando la digestidén y absorcidédn de nutrientes
esenciales y sintesis de vitaminas. Es deseable
un incremento en nUmeros y/o actividades de 1los
grupos bacteriales (tales como Bifidobacterium y
Lactobacillus) gque pueden tener propiedades due
promueven la salud.

En cuanto a lo que se refiere
especificamente a los infantes, inmediatamente
antes del nacimiento, se piensa gque el tracto
gastrointestinal de un bebé es estéril. Durante
el proceso de nacimiento, se encuentra bacteria
del tracto digestivo y piel de la madre y comienza
a colonizarse. Existen grandes diferencias con
respecto a la composicidn de la microbiota
intestinal en respuesta a la alimentacidén del
infante. La flora fecal de " 1los infantes
alimentados con pecho incluye poblaciones
apreciables de Bifidobacteria con algunas especies

Lactobacillus, mientras los infantes alimentados

PA|



con férmula tienen microbiota mA&s compleja, con
Bifidobacteria, Bacteroides, Clostridia y
Streptococcus todos usualmente presentes. Después

de destetar, se establece un patrdén de microbiota
intestinal gue se parece al patrdén de adulto.

La leche de la madre se recomienda para
todos los infantes. Sin embargo, en algunos casos
la alimentacidén de pecho es 1inadecuada © no
exitosa por razones médicas o la madre elige no
alimentar con pecho. Las férmulas para infantes
se han desarrollado por estas situaciones.

Un planteamiento para promover los
nimeros y/o actividades de las bacterias benéficas
en el coldén es la adicidn de prebidticos a los
productos alimenticios. Un prebidético es un
ingrediente alimenticio no digerible que afecta
benéficamente al huésped al estimular de manera
selectiva el crecimiento y/o actividad de uno o un
nimero limitado de bacterias en el coldn, y mejora
asi la salud del huésped. Tales ingredientes son
no digeribles en el sentido gque no se rompen Yy
absorben en el estdmago o intestino delgado y de
esta manera pasan intactos al coldén donde se
fermentan selectivamente por las bacterias

benéficas. Ejemplos de prebidticos incluyen
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ciertos oligosacéridos, tales como
fructooligosaciridos (FOS) y galactooligosacaridos
(GOS) .

Se sabe gue la leche humana contiene una
cantidad méas grande de oligosacéridos no
digeribles gque la mayoria de las otras leches de
animal. De hecho, los oligosacéridos no
digeribles representan el tercer componente sdlido
méds largo (después de la lactosa y 1lipidos) en
leche de pecho, ocurriendo en una concentracidén de
12-15 g/l en calostro y 5-8 g/l en leche madura.
Los oligosacaridos de la 1leche humana son muy
resistentes a hidrdélisis enzimdtica, indicando que
estos oligosacdridos pueden desplegar funciones
esenciales no directamente relacionadas con su
valor calorifico.

A medida que la composicidén de leche
humana se entiende mejor, también se ha propuesto
agregar prebidéticos a 1la fdérmula para -infantes.
Varias férmulas para infantes complementadas con
prebidticos tales como mezclas de
fructooligosacaridos y galactooligosacédridos, por
ejemplo, esté&n comercialmente disponibles. Sin
embargo, tales mezclas solamente se aproximan

bruscamente a la mezcla de oligosacadridos en leche

2\
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humana. Arriba de 100 diferentes componentes de
oligosacé&ridos se han detectado en 1leche humana
algunos de los cuales no se han detectado hasta
ahora en leches de animal tal como leche bovina
del todo o se han detectado en cantidades
pegueiias. Ejemplos de clases de oligosacéridos de
leche humana que estdn presentes en leche bovina y
calostro solamente en cantidades muy pegqueflas o no
del todo son oligosacéaridos sialilados Yy
fucosilados.

La Solicitud de Patente de E.U. No.

2003/0129278 describe una mezcla de oligosacaridos

en base a los oligosacéridos producidos de una o

varias leches de animal gue se caracteriza en due
comprende al menos dos fracciones de
oligosacaridos gue se componen cada wuna de al
menos dos diferentes oligosacéridos, con lactosa
libre no perteneciente a los mismos. El espectro
total de los oligosacdridos presentes en la mezcla
de oligosacéaridos difiere de aquellos presentes en
la leche de animal o leches de animal de las
cuales se extraen las fracciones de
oligosacéaridos. Ademéas a) si dichos
oligosacadridos se extraen de solamente una leche

de animal, la proporcidén de oligosacadridos neutros
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a oligosacdridos éacidos (sialilados) es 90-60:10-

40% en peso, o b) si dichos oligosacéridos se
extraen de al menos dos leches de animal, los

oligosacaridos extraidos de dos leches de animal
diferentes forman <cada uno 10% en peso de la
cantidad total de oligosacaridos presentes en la
mezcla de oligosacéridos.

Un objeto de la invencidén es proporcionar
una mezcla de oligosacdridos que es efectiva como
un prebidtico, particularmente en el intestino

humano.

La Invencidn

En un aspecto la invencién se refiere a
una mezcla de oligosacdridos gque comprende 5-
70% en peso de al menos un oligosacaridos N-
acetilado seleccionado del grupo gue comprende
GalNAcal, 3Galpl, 4Glc Yy Galpl, 6GalNAcal,

3Galpl, 4Glc, 20-90% en peso de al menos un

oligosacérido neutro seleccionado del grupo que

comprende Galpl, 6Gal, Galpl, cGalpi, 4Glc
Galpl, 6Galpl, 6Glc, Galpl, 3Galpl, 3Glc,
Galpl, 3Galpi, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 0Galpl,
4Glc,  Galpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc Galpl,

3Galpl, 6Galpl, 4Glc y Galpl, 3Galpl, 3Galpl,

23
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4Glc Yy 5-50% en peso de al menos un
oligosacédridos sialilado seleccionado del grupo
que comprende NeuAco?2, 3Galpl, 4Glc y NeuAca?Z,
6Galpl, 4Glc.

Este ingrediente es un nuevo ingrediente
protector e inmuno-modulante gue es
particularmente efectivo como un prebidtico. La
mezcla es estructuralmente més cercana a los
oligosacaridos de la leche de pecho humana que los
ingredientes prebidticos comercialmente
disponibles, tales como FOS y GOS, por ejemplo en
que incluye una mezcla de oligosacéridos &acidos vy
neutros.

En una modalidad, la mezcla de
oligosacadridos puede derivarse de leche de animal,
tal como wuna o mads de leche de wvaca, leche de
cabra o leche de biGfalo.

En otro aspecto la invencidén se refiere a
un producto alimenticio que comprende una mezcla
de oligosacéaridos como se describe arriba.
Opcionalmente el producto alimenticio es un
alimento o fdérmula para infantes, pero el producto
puede ser cualgquier alimento o bebida consumida
por bebés, infantes o adultos. El consumo de un

producto alimenticio gue contiene tal mezcla de

9



10

15

20

25

oligosacéaridos como un prebidtico promovera
selectivamente el crecimiento y/o actividad de una
o un ndmero limitado de bacterias benéficas en el
coldén, vy mejoran de esta manera la salud del

huésped.

Breve Descripcidén de los Dibujos

Las Figuras 1A y 1B muestran conteos de
Bifidobacterium  breve, las Figuras i1¢c 'y 1D
muestran conteps de B. longum y las Figuras 1lE vy
1F muestran conteos de C. perfringens en el
intestino delgado (yeyuno) y deposiciones después
de 2 semanas de la intervencidén descrita en el
Ejemplo 3. Los conteos bacteriales medios
expresados como valores log " con desviacidn
estdndar robusta se representan para el grupo
control y grupo con la mezcla OS de acuerdo a la
invencidn. Las probabilidades de un efecto se
indican en base a ANOVA robusta. (N=9 a 10).
(NA, no aplicable debido a valores por debajo del
limite de detecciédn). |

La Figura 2 muestra actividad metabdlica
total relativa de C. perfringens con el tiempo de
alimentacién de la intervencién descrita en el

Ejemplo 3. Los datos se representan como un
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diagrama de caja con rango mediano e intercuartil
del grupo control (cuadros grises) y el grupo con
la mezcla OS (cuadros blancos). (N=9 a 10). El
efecto del prebidético fue significativo para el
dia 0 y dia 14 como se evalGa por la prueba
mediana incluyendo la prueba Exacta de Fisher
(p<0.005) .

Las Figuras 3A a 3F muestran conteos de
Bifidobacterium breve, B. longum y C. perfringens
en el intestino delgado (yeyﬁno) (Figuras 3A,3C vy
3E) y deposiciones (Figura 3B, 3D y 3F) después de
2 semanas de intervencidn. La mediana de los
conteos bacteriales expresada como valores log con
rangos intercuartiles se representan por el grupo
control, el grupo con 'galacto—oligosacéridos
neutros solamente y el grupo con 1la mezcla de
oligosacédridos de acuerdo a la invencidn. ND, sin

detectar.

Descripcidn Detallada de la Invencidn

En la presente especificacidn, las
siguientes palabras dan una definicidén gque debe
tomarse en cuenta cuando se lee e interpreta la
descripcidn, ejemplos y reivindicaciones.

“Férmula para infantes”: producto

3



10

15

20

25

11

alimenticio propuesto para la nutricidén completa
de infantes durante 1los primeros cuatro a seis
meses de vida. (Articulo 1.2 de la Directiva de
Comisidédn Europea 91/321/EEC del 14 de Mayo de 1991
en férmulas para infantes y férmulas de
seguimiento) .

Debe entenderse que los infantes pueden
alimentarse solamente con férmulas para infantes,
o que una férmula para infantes puede alimentarse
por la madre u otro cuidador como un complemento a
la leche humana. El término “férmula para
infantes” como se wutiliza en la presente es
sindénimo con 1la expresidn ampliamente wutilizada

“f&rmula iniciadora”.

Oligosacéaridos N-acetilados:

oligosacadridos que tienen residuo N-acetil.

Oligosacéaridos neutros: aquellos
oligosacdridos que no tienen carga ni residuo de
N-acetil.

“Prebidtico”: wun ingrediente alimenticio
no digerible gque afecta benéficamente al huésped
al estimular. de manera selectiva el crecimiento
y/o actividad de wuna o un nUGmero limitado de
bacterias en el coldn y mejora de esta manera la

salud del huésped. (Gibson and Roberfroid
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“Dietary Modulation of the Human Colonic
Microbiota: Introducing the Concept of Prebiotics”
J. Nutr 125:1401-1412).

“Oligosacarido”: carbohidrato gque tiene
un grado de polimerizacién (DP) gque varia de 2 a
20 inclusive pero no incluye lactosa.

Oligosacdridos sialilados: oligosacéaridos
gque tienen un residuo de &acido sidlico con carga
asociada.

La invencidén proporciona una mezcla de

oligosacaridos que comprende 5-70% en peso de al

menos un oligosacaridos N-acetilado
seleccionado del grupo gue comprende
GalNAcol, 3Galpl,4Glc \%

GalPl, 6GalNAcol,3Galpl,4Glc, 20-90% en peso de
al menos un oligosacdrido neutro seleccionado
del grupo que comprende Galpl, 6Gal, Galpi,
6Galpl, 4Glc Gal@l, 6Galpl, 6Glc, Galpl,
3Galpl, 3Glc, Galpl, 3Galpl, 4Glc, Galfl,
6Galpl, 6GaiBl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 3Galpl,
4Glc Galpl, 3Galpl, 6Galpl, 4Glc y Galpl,
3Galpl, 3Galpl, 4Glc y b5-50% en peso de al
menos un oligosacédridos sialilado seleccionado
del grupo gque comprende NeuAco2,3GalPl,4Glc vy

NeuAco2, 6Galpl, 4Glc y productos alimenticios
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para infantes o adultos’ gque comprenden tal
mezcla de oligosacéaridos.

Preferentemente la mezcla comprende 10-
70% en peso del (los) oligosacarido(s) N-
acetilado(s) especificado(s), 20-80% en peso
del (los) oligosacéarido(s) neutro(s)
especificado(s) y 10-50% en peso del (los)
oligosacéarido(s) sialilado(s) especificado(s) .

Mas preferentemente la mezcla comprende 15-40%

en peso del(los) oligosacarido(s) N-
acetilado(s), 40-60% en peso del(los) otro(s)
oligosacarido(s) neutro(s) y 15-30% en peso
del (los) oligosacéarido(s) sialilado(s) . Una

mezcla particularmente preferida es 30% en peso

del (los) oligosacé&rido (s) N-acetilado(s), 50%
en peso del(los) oligosacéarido(s) neutro(s) \
20% en peso del (los) oligosacéarido(s)

sialilado(s) .

Alternativamente, la mezcla puede
comprender convenientemente 5-20% en peso
del(los) oligosacarido(s) N-acetilado(s)
especificado (s}, 60-90% en peso del (los)

oligosacarido(s) neutro(s) especificado(s) y 5-
30% en peso del (los) oligosacarido (s)

sialilado(s) especificado(s).
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La mezcla de oligosacéaridos de la

invencidédn puede prepararse de una o mas leches

de animal. La leche puede obtenerse de
cualquier mamifero, en particular de vacas,
cabras, bufalos, caballos, elefantes, camellos

u ovejas.

Alternativamente, la mezcla de
oligosacaridos puede prepararse al comprar Yy
mezclar los componentes individuales. Por
ejemplo, galacto-oligosacaridos sintetizados
tales como Galfl, 6Galpl, 4Glc Galpl, 6Galpl,
6Glc, Galpl, 3Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl,
6Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc vy
Galpl, 3Galpl, 6Galpl, 4Glc y mezclas de los
mismos estdn comercialmente disponibles bajo
las marcas comerciales Vivinal® vy Elix’or®.
Otros proveedores de oligosacaridos son Dextra
Laboratories, Sigma-Aldrich Chemie GmbH y Kyowa
Hakko Kogyo Co., Ltd. Alternativamente, 1las
glicosiltransferasas especificas, tales como
galactosiltransferasas pueden wutilizarse ©para
producir oligosacaridos neutros.

Los oligosacdridos N-acetilados pueden
prepararse por la accidédn de glucosaminidasa y/o

galactosaminidasa en N-acetil-glucosa vy/o N-
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acetil galactosa. Igualmente, las transferasas
de N-acetil-galactosil vy/o transferasas de N-
acetil-glicosil pueden utilizarse para este
prépésito. Los oligosacaridos N-acetilados

también pueden reproducirse por tecnologia de

fermentacidn utilizando enzimas respectivas
(recombinante 3% natural) y/o fermentacidn
microbial. En el dUltimo caso los microbios

pueden ya sea expresar sus enzimas y substratos
naturales o} pueden formarse para producir
substratos y enzimas respectivas. Los cultivos
microbiales Unicos o cultivos mezclados pueden
utilizarse. La formacidén de oligosacadrido N-
acetilado puede iniciarse ©por substratos de
aceptacidédn gque inician de cualquier grado de
polimerizacidn (DP) de DP=1 hacia delante.
Otra opcidédn es la conversidn gquimica de ceto-
hexosas (e.g. fructosa) ya sea libre o unida a
un ‘oligosacéridos (e.qg. lactulosa) en N-
acetilhexosamina o un oligosacéaridos gue
contiene N-acetilhexosamina como se describe en
Wrodnigg, T.M.; Stutz, A.E. (1999) Angew. Chem.
Int. Ed. 38:827-828.

Los oligosacéaridos sialilados 3’sialil-

lactosa y 6’sialil-lactosa pueden aislarse por
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tecnologia de filtracidédn o cromatografica de
una fuente natural tales como leches de animal.

Alternativamente, también pueden producirse por

biotecnologia utilizando sialiltransferasas
especificas ya sea por tecnologia de
fermentacidn en base a enzima (enzimas

recombinantes o naturales) o por tecnologia de
fermentacidédn microbiol. En el ultimo caso 1los
microbios pueden ya sea expresar sus substratos

o enzimas naturales o pueden formarse para

producir substratos y enzimas respectivas. Los
cultivos microbiales unicos o cultivos
mezclados pueden utilizarse. La formacidn de

oligosacarido de sialil ©puede iniciarse ©por
substratos de aceptacidn que inician de
cualguier grado de polimerizacidédn (DP) de DP=1
hacia delante.

En un aspecto preferido de la
invenciébn, las mezclas de oligosacéaridos
descritas arriba se incorporan en un producto
alimenticio. En el <contexto de la presente

invencién, el término “producto alimenticio” se

propone comprender cualquier materia
consumible. Aqgui, puede ser un producto
propuesto para consumo por humanos, en

REN
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particular férmula para infantes, férmula de
seguimiento, alimento para bebé tales como
cereales para infantes y lo similar. En

particular, las mezclas de oligosacaridos de 1la

invencidén pueden incorporarse en fdérmulas para

infantes, leche deshidratada o mezclas de
cereal.

El producto alimenticio puede
prepararse en cualqguier manera adecuada

conocida én la materia de acuerdo al tipo de
producto y la mezcla de oligosacaridos de 1la
invencidédn puede agregarse al producto en una
etapa apropiada en el proceso de fabricacidn.
Por ejemplo, una férmula para infantes puede
prepararse al mezclar la fuente de proteina,
cualqgquier carbohidrato diferente a lactosa y la
fuente de grasa en proporciones apropiadas.
Los emulsionantes pueden agregarse si se desea.
Las vitaminas y minerales pueden agregarse en
este punto pero se agregan usualmente después
para evitar.la degradacidén térmica. Cualquier
vitamina 1lipofilica, emulsionante y lo similar
puede disolverse en la fuente de grasa antes de
la mezcla. Agua, preferentemente agua dgque se

ha sometido a osmosis inversa, puede mezclarse
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entonces para formar una mezcla ligquida.

La mezcla liguida puede tratarse
entonces térmicamente para reducir las cargas
bacteriales. Por ejemplo, la mezcla liqgquida
puede calentarse rapidamente a una temperatura
en el rango de aproximadamente 80°C a
aproximadamente 110°C por aproximadamente 5
segundos a aproximadamente 5 minutos. Esto
puede llevarse a cabo por inyeccidédn de vapor o
por intercambiador de calor, e.g., un

intercambiador de calor de placa.

La mezcla liquida puede entonces
enfriarse a aproximadamente 60°C a
aproximadamente 85°C, por ejemplo, por
enfriamiento instantaneo. La mezcla liguida
puede entonces homogeneizarse, por ejemplo en
dos etapas a aproximadamente 7 MPa a

aproximadamente 40 MPa en la primer etapa vy
aproximadamente 2 MPa a aproximadamente 14 MPa
en la segunda etapa. La mezcla homogeneizada
puede entonces enfriarse ademd&s ©para agregar
cualquier componente sensible a calor tales

como vitaminas y minerales. El pH y contenido

de sbélidos de la mezcla homogeneizada se

estandariza convenientemente en este punto.
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La mezcla homogeneizada se transfiere a
un aparato de secado adecuado, tal como un
secador de rocio o liofilizador, y convertirse
en polvo. El polvo debe tener un contenido de
humedad de menos de aproximadamente 5% en peso.

La mezcla de oligosacéaridos de la
invencibédn se agrega preferentemente de manera

directa a la férmula para infantes por mezclado

en seco. Sin embargo, si se ha preparado de
una leche de animal, por ejemplo cComo se
describe abajo, puede ser conveniente agregar

la mezcla de oligosacadridos sin remover primero
toda la lactosa. Ya gque una férmula para
infantes contiene un componente de carbohidrato
due con frecuencia‘ se constituye completa o
parcialmente por lactosa, ser& aparente para la
persona experta en la materia que la cantidad
de carbohidrato en la férmula para infantes
necesitard ajustarse para tomar -en cuenta el

carbohidrato adicional que ser ©proporcionaré

por la mezcla de oligosacéaridos. La
concentracidn final de la mezcla de
oligosacaridos en la férmula o producto
alimenticio para infantes o bebé es
preferentemente de 0.3 a 4%, preferentemente

Yo
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0.75 a 1.54%, en peso de materia seca. Esto

corresponde a una conlcentracidédn de desde 0.2 a

5 gramos por litro de fébrmula reconstituida,
preferentemente 1 a 2| g/1l. Sin embargo, estas
cantidades no deben considerarse como

limitantes y deben &adaptarse a la poblacidn

objetivo, por ejemplol en base al peso y edad o
salud del bebé o inf%nte. Preferentemente, 1la
férmula o alimento &ue contiene la mezcla de
oligosacaridos de 1la! invencidén se alimenta al
pepe en cada alimenta%ién.

Alternativamehte, las mezclas de
oligosacaridos puedén agregarse a productos
alimenticios htimedos para infantes o bebés
mediante mezclado humedo. La mezcla puede
agregarse a férmula para infante o bebé a
concentraciones de desde aprdximadamente 0.2 a
5 gramos de oligosacéaridos por litro de
producto. Sin embargo, estas cantidades no
deben considerarse como limitantes y deben
adaptarse a la poblacidén objetivo, por ejemplo,
en base al peso y edad del bebé o infante, o la
salud de la poblacidén especifica.

Aunque se prefiere complementar los

productos alimenticios especialmente dirigidos

W
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hacia nutricidén del b

benéfico complementar

especificamente dirigidos, o

poblacién adulta.

oligosacaridos de

incorporarse en producg

Por ejemplo,

21

=bé e infante, puede ser
productos alimenticios no
dirigidos a la

las mezclas de
la invenciédn pueden

tos de nutricidédn para el

cuidado de 1la salud y productos nutricionales
para los mas viejos. Tales productos
alimenticios pueden incluir leche, yogurt,
requesén; queso, leches fermentadas, productos

fermentados a base de

leche, helados, productos

a base de cereal ferméntado,

de leche, entre otros.

Ademas de 1la
de la invencidn, un
como una fdédrmula para
uno o mas

agregan por separado.

La invencidn

oligosacéiridos

o productos a base
mezcla de oligosacaridos
producto alimenticio tal
infantes puede comprender
adicionales gue se

se describird ahora por

referencia a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
Se describirna
preparar una mezcla

acuerdo a la

solamente.

invencidn a

ahora un método para
de oligosacaridos de
manera de ejemplo
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200,000 litros de un permeado de
ultrafiltracidén de suero se pre-concentran a
22% (p/p) de sdbélidos totales (TS), pasteurizan
a aproximadamente 75°C por aproximadamente 30
segundos 3% después se concentran por
evaporacién a 60°C para alcanzar un TS de 59%
(p/p) . El liquido se enfria en un

cristalizador a una velocidad de 2°C por hora

por un periodo de 24 oras para cristalizar 1la

lactosa. La lactosa] cristalizada se enjuaga
después se remueve por un secador. El liguido
reétante (liguido madre) se clarifica a través
de un decantador. Los 77000 litros a 17.7% TS

obtenidos del clarificador se re-concentran por

evaporacién a 60°C para alcanzar un TS de 55%

(p/p) y se someten | a una segunda etapa de
cristalizacidn de actosa bajo las mismas
condiciones como antes. Los 29000 1litros a

20.55 TS del licor] madre obtenidos asi se
desmineralizan por una combinaciédn de
electrodialisis e intercambio de ién en una
manera conocida per |se produciendo 28500 litros
de un 90% de 1licor esmineralizado a 17.3% TS.
Este 1licor que <contiene aproximadamente 1.5

gramos por litr de una mezcla de

R
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[e}

aproximadamente 30% en peso GalNAcal, 3Galpl,

o\°

4Glc y Galpl, 6GalNAcol, 3Galpl, 4Glc, 50 en
peso de Galpl, 6Galpl, 6Glc, Galpl, 6Gal@l,
4Glc y Galpl, 3Galpl, 4Glc y 20% en peso de
NeuAco2, 3Galpl, 4Glg y NeuAco2, 6GalPl, 4Glc,
dependiendo del maternial 1inicial, puede vya sea
agregarse directamente a un producto
alimenticio tal como|una férmula para infantes
o puede concentrarsie ademéas en una manera
conocida per se por aquellos expertos en 1la
materia.

Por ejemplo,| la lactosa gque permanece
en el licor puede |hidrolizarse en glucosa vy
galactosa y estos mponosacadridos pueden ya sea
removerse por nanofifltracidédn o, si se desea, la

galactosa puede al menos polimerizarse

parcialmente, por ejemplo, por la accidén de PB-

galactosidasa palra producir galaﬁto—
oligosacaridos gque también se retendrédn por 1la
membrana de nanofiltilracidn.

Ejemplo 2

Un ejemplo] de la composicidédn de una

fédrmula para inrfantes que contiene una
preparacidén de acuerdo a la presente invencidn

se da abajo.
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oligosacéaridos

de akuerdo a la

Nutriente | por 100kcal |por litro
Energia (kcal) | 100 670
Proteina (g) | 1.83 12.3
Grasa (g) | 5.3 35.7
Acido linoléico (g) | 0.79 5.3
Acido a-linoléico (mg) 101 675
Lactosa (g) | 11.2 74.7
Mezcla OS del Ejempllo 1 (g) 0.15 1.0
Minerales (g) | 0.37 2.5
Na (mg) | 23 150
K (mg) ! 89 590
cl (mg) | 64 430
Ca (mg) | 62 410
P (mg) f 31 210
Mg (mg) I 7 50
Mn (pg) | 8 50
se (ug) f 2 13
Vitamina A (ug RE) | 105 700
Vitamina D (pg) | 1.5 10
Vitamina E (mg TE) | 0.8 5.4
Vitamina K1 (pg) 8 54
Vitamina C (mg) 10 67
Vitamina Bl (mg) 0.07 0.47
Vitamina B2 (mg) ] 0.15 1.0
Niacina (mg) [ 1 6.7
Vitamina B6 (mg) I 0.075 0.50
Acido félico ) | 9 60
Acido pantotenlcol 0.45 3
Vitamina B12 , 0.3 2
Biotina (pg) l 2.2 15
Colina (mg) l 10 67
Fe (mg) I 1.2 8
I (pg) | 15 100
Cu (mg) l 0.06 0.4
zn (mg) | 0.75 5
Ejemplo 3
El efecto de una mezcla de

invencidén en el

)
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establecimiento y composicidédn de la microbiota
intestinal se investiga en ratones 1libres de
germen.

Los ratones C3H se mantienen libres de
germen hasta la edad de 8 semanas \Y% se
alimentan con una dtha AIN sintética. E1l Dia
1 de la intervencidédnm, una dosis Unica de un
cocktail de microbiola de Dbebé humano se da a
cada ratdédn por alimentacidn forzada. Los
ratones se diwviden Jn 2 grupos y su dieta se
cambia a wuna dieta |AIN qgque contiene para un
grupo 1.2% (p/p) de| lactosa como carbohidrato

adicional y para el| otro grupo 1.2% (p/p) de

lactosa % 2.5% (p/p) de una mezcla de
oligosacaridos de acuerdo a la invencidn
compuesta de 5% (p/p) de oligosacaridos de
sialil, 5% (p/p) olligosacéridos N-acetilados vy

90% (p/p) oligosacéartidos neutros.

El eStablecimiento de microbiota se

1

evallla en el intestino delgado y deposiciones
después de 14 dias| de intervencidén por conteo
de placa de Bifidobacterium breve, B. longum vy
Clostridium perfringens. A partir de la Figura
1 puede observarse | que tanto la Bifidobacteria

residente mostrd onteos incrementados en el

g4



10

15

20

25

intestino delgado y especialmente en
deposiciones. Por el tro lado los conteos de
C. perfringens se reducen en el intestino

delgado y especialmentel en la deposiciédn.

Con el tiempo de alimentaciédén la
actividad metabdélica relativa de C. perfringens
se monitorea al medir| los niveles de 16S ARN.
Brevemente, ARN se exltrae de muestras fecales
recientemente recolectpdas y el ARN se somete a
una reaccidn RT-PCR ara amplificar de manera
especifica 16S rARN. Los productos PCR se
separan al desnaturallizar la electroforesis de
gel de gradiente y (. perfringens 16s rARN se
cuantifica y normaliza a la sefial de E. coli
16s <rARN gue permanece constante durante el
tiempo de alimentacién. Como puede observarse
a partir de la Fijgura 2 solamente un dia
después de la interviencidén (Dia O en la Figura
2) la actividad metabdélica de C. perfringens se
reduce considerable significativamente por 1la
mezcla 0S de acugerdo a la invencidn en
comparacidén con el |grupo control y permanecid
inferior por la duraglcidén de la intervenciédn.
Ejemplo 4

El efect de una mezcla de

.
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oligosacaridos de acuerdo a la invencidédn en el
establecimiento vy comLosicién de la microbiota
intestinal se compira con el efecto de
oligosacédridos neutros solos en ratones
gnotobidticos.

Los ratones 3H se mantienen libres de
germen hasta la edad de 6 semanas 3% se
alimentan con una dieta AIN semisintética. Una
dosis Unica de un cocktail de microbiota de
bebé humano se da a ada ratdédn por alimentacidn
forzada y la microbipota se deja establecer por
si misma por dos emanas . Los ratones se
dividen en 3 grupos |y su dieta se carga en una
dieta AIN gque contiene para el primer grupo
1.2% (p/p) de lactosa como carbohidrato
adicional, para el segundo grupo 1.2% (p/p) de
lactosa y 2.5% (p/p|) de galacto-oligosacéridos
y para el tercer grupo 1.2% (p/p) lactosa vy
2.5% (p/p) de una mezcla de oligosacaridos de

acuerdo a la invencidédn compuesta de 5% (p/p) de

oligosacaridos de| sialil, 5% (p/p) de
oligosacéaridos N-acetilados 3% 90% (p/p) de

oligosacadridos neutros.
El establejcimiento de microbiota se

evaltia en el intestino delgado y deposiciones
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!
después de 14 dias de 1intervencidédn por conteo
de placa de Bifidobacterium breve, B. longum Yy
Clostridium perfringens. A partir de la Figura
3 puede observarse gque tanto la Bifidobacteria
residente mostrd conteos incrementados en el
intestino delgado Ly especialmente en
deposiciones en la presencia de la mezcla OS en
la dieta. En preéencia de solamente los
galacto-oligosacéaridos neutros, B. longum
residente no mostrd conteos incrementados en ya
sea el 1intestino delgado o deposiciones. Los
conteos de C. perfrﬁngens se reducen en el
intestino delgado vy t%mbién en la deposicidédn en
la presencia de 1la ﬁezcla 0OS de acuerdo a 1la
invencién. Sin embérgo, en la presencia de
solamente los galacto-oligosacéaridos neutros,
los niveles incremenﬁados de (. perfringens se
encuentran en deposiciones. Juntos, estos
descubrimientos sugieren fuertemente gque la
mezcla de oligosacéridos de acuerdo a la
invencién tiene efectos en el equilibrio de
microbiota que éon superiores a los

oligosacadridos neutros solos.
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REIVINDICACIONES
1. Una mezcla de oligosacéridos (que
comprende 5-70% en peso de al menos un
Oligosacarido N-acetilado seleccionado del

grupo que comprende GalNAcal,3GalPl,4Glc y Galp
l1,6GalNAcxl,3Galpl,4Glc, 20-90% en peso de al
menos un oligosacédrido neutro seleccionado del
grupo que cbmprende Galpl, ©6Gal, GalBl, 6Galpl,
4Glc GalBl, 6Galpl, 6Glc, Galpl, 3Galpl, 3Glc,
Galpl, 3Galpl, 4Glc, Galpl, 6Galpl, 6Galpl,
4Glc, Galpl, 6Galpl, 3Galpl, 4Glc Galpl,
3Galpl, 6Galpl, 4Glc y Galpl, 3Galpl, 3Galpl,
4Glc y 5-50% en peso de -al menos un
oligosacédrido sialilado seleccionado del grupo
que comprende NeuAcwu2, 3Galfl, 4Glc y NeuAcoZ2,
6Galpl, 4Glc.

2. Una mezcla de oligosacédridos 'segun
la reivindicacidén 1 gque comprende 10-70% en
peso de los oligosacaridos N-acetilados, 20-80%
en peso de los oligosacéaridos neutros y 10-50%
en peso de los oligosacaridos sialilados.

3. Una mez;la de oligosacaridos como
se reivindica en la reivindicacién 1 o 2 due
comprende 15-40% en peso de los oligosacéridos

N-acetilados, 40—60% en peso de los

So
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oligosacaridos neutros y 15-30% en peso de 1los
oligosacéaridos sialilados.

4. Una mezcla de oligosacaridos como
se reivindica en cualguier reivindicacidén
precedente que comprende 30% en peso de los
oligosacaridos N-acetilados, 50% en peso de los
oligosacdridos neutros y 20% en peso de 1los
oligosacdridos sialilados.

5. Una mezcla de oligosacédridos segun
la reivindicacidén 1 gque comprende 5-20% en peso
de los oligosacédridos N-acetilados, 60-90% en
peso de los oligosacaridos neutros y 5-30% en
peso de los oligosacaridos sialilados.

6. Una mezcla de oligosacéaridos como

se reivindica en cualqguier reivindicacidén

precedente que se derfiva de leche de animal.

7. Una mezcla de oligosacaridos como
se reivindica en 1 reivindicacidédn 6 que se
deriva de una o méas |de leche de wvaca, leche de

cabra o leche de bufalo

8. Una mezcla de oligosacdaridos como
se reivindica n cualguiera de las
reivindicaciones a 6 que se hace
sintéticamente.

9. Un producto alimenticio que

5§/
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comprende una mezcla de oligosacaridos como se
reivindica en cualquier reivindicacién
precedente.

10. Un Producto alimenticio segun 1la
reivindicaciédn 9 que es una férmula para
infantes.

11. Un producto alimenticio segﬁn la
reivindicacidén 9 o 10 que comprende de 0.3 a 4%
en peso en base a la materia seca de la mezcla

de oligosacéaridos.

S?
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PCT/EP2007/051288

VIiI-2-1 | Declaracion: Derecho de solicitar y que

se otorgue una patente

Declaraciébn en cuanto al derecho del |en relacién con esta solicitud internacional

solicitante, en cuanto a la fecha de registro

internacional, para solicitar y que se

otorgue una patente (Reglas 4.17(ii) y

51bis.1(a)(ii)), en un caso en que la |NESTEC S.A. tiene derecho a solicitar y a que

declaracibn no sea apropiada de [se le otorgue una patente en virtud de lo

conformidad con la Regla 4.17(iv): siguiente: :

Nombre (APELLIDO, primer nombre) '
VIli-2-1 NESTEC S.A. tiene el derecho como
(ii) empleador del inventor, SPRENGER, Norbert
VIII-2-1 NESTEC S.A. tiene el derecho como
(i) empleador del inventor, MORGAN, Francois
VII-2-1 NESTEC S.A. tiene el derecho como
(i) empleador del inventor, BERROCAL, Rafael
Vil-2-1 NESTEC S.A. tiene el derecho como

(ii)

empleador del inventor, BRAUN, Marcel




- PCT/EP2007/051288

Vill-2-1 |Declaration: Entitlement to apply for

and be granled a patent.

Declaration as to the applicants 13 relation to this international

entitlement, as at the international filing . .

date, to apply for and be granted a appllcatlon

patent (Rules 4.17(ii) and 51bis.1(a)(ii)),

in a case where the declaration under

Rule 4.17(iv) is not appropriate:

Name (LAST, First) NESTEC S.A. is entitled to apply for and
be granted a patent by virtue of the
following:

Xm24“ NESTEC S.A. is entitled as employer of
the inventor, SPRENGER, Norbert

Xm24“ NESTEC S.A. is entitled as employer of
the inventor, MORGAN, Frangois

Vill-2-1(i NESTEC S.A. is entitled as employer of

H the inventor, BERROCAL, Rafael

Viil-2-1( NESTEC S.A. is entitled as employer of

) the inventor, BRAUN, Marcel
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ Indicacién de que se solicita la concesidn de una patente [x]4
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [x]/
€ Descripcion de la invencion [x]22
€ Dibujos de ser estos pertinentes XISz
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [x]2
COMPLETA [x] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
€ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [ ]

material que incorpora el disefio
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [ ]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta fa solicitud [ ]
€ Representacion gréafica del esquema trazado [ ]
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
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