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IE Patente de Invencic')nl-

SOLICI"{I’UD DE:

(] Patente de Modelo de Utilidad

< capitulo 1. [ ] capitulo II.
1
® Nombre: ABBOTT LABORATORIES IDENTIFICACION
- Direccion: 100 Abbott Park Road, Abbott
SOLICITANTE Park, IL 80064, Estados Unidos de cc. [ NT [
{71) Ameérica. n. ce [ otro [ ]
- Nacionalidad o Domiciliof; Abbott Park,
Estado de lllinois, Estados ‘Unidos de C
Y ‘ ual
Ameérica
N i B
Lugar 'de Constitucién: Estado de llinois, Numero
Estados Unidos de América
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701
i
E-mail; jllcco@lloredacama&ho.com
Nombrla: ALICIA LLOREDA "RICAURTE
©) ; | ce. X N [
Direccion: Calle 72 No. 5 83 Piso 5°%| CLE. D Otro |:|
REPRESENTANTE Bogota Colombia |
O APODERADO *.
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 Cual
Numero 39.690.713 TP 53.215
E-mail. jIIcco@IIoredacamacho.com
Nombre: RUEDA-CABRERA, R|card0 BARRANCO, Alejandro; RAMIREZ, Marig;
@ VAZQUEZ, Enrique; VALVERDE Eduardo; PRIETO, Pedro; DOHNALEK, Margaret.
INVENTOR(ES)
(72) DIreCCIOI’l Ctra. Huetor Vega, N 38 Urb. Villa Argzez Casa 8 E-18008 Granada; C/Chirivil,
N 43, Urb. Los Chopos, E-18110 Las Gabias; C/Ramon Y Cajal 54, Portal 2, 4 A, E-18003
Granada; Camino de Gojar 42, Urb Los Nenufares, 52, E-18151 Ogijares; Avda. Hector,
E-18198 Cajar; 1644 Crusoe Drlve Columbus, OH 43235 y 1021 Portsmouth Circle,
Gurmnee, IL 60031, \
Nacionalidad o Domicilio: Esparia ly Estados Unidos de Ameérica.
= , ‘
() PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2007/072528 Fecha: _28/06/2007
|
Publicacion Internacional No. WO 2008/005862 A3 Fecha: 10/01/2008.
i

©®

|
1

Titulo (54) “FORMULAS INFANTILES ENRIQUECIDAS”

@ Clasificacion Internacional (51) A23L 1/29

i

! L
Prioridad (33) Pais de QOrigen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud *~
!
S & NO D us ~ 30/06/2006 11/479,504
@ Comprobante de”Pago'No. 08-91.877 Fecha: Noviembre 25 de 2008
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ANEXOS \

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 del inventor al salicitante o a su causante.

Declaraciones
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacionai al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Copia del reporte preliminar intermacional sobre patentabilidad.

Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabiidad.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas. *1

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por ef
misma titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de Blusqueda Internacional, Publicacion y Opinién Escrita.
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ANEXO

El documento ciue 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 usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Represéntantes LegalesI para actuar dentro del presente
expediente, a fin‘de que cualqui‘lera de ellos pueda intervenir en
cualquier tiempo 1lespecto dela soliicitud en él contenida.

i

!
WAL ‘“%
\LICIA LLOREDA /TE

T.P. No. 53.215




Los abajo firmados, ABBOTT LABORATORIES, una sociedad organizada y existente
de conformidad con las leyes del Estado de Illinois, Estados Unidos de América,

con domicilio en 100 Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064 USA

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogot],
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 10. del articule 543 del decreto 410 de 1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, o ‘hos apoderados que cualquiera de
ellos designe, quedan especialmente facultados para representarnos ante las
autoridades colombianas, administrativas, ]UdlClaies 0 de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo efecto les facultamos para dar
ante dichas autoridades todos los pasos necesanos al objeto indicado; elevar
solicitudes, declaraciones; reclamos, recursos y presentar desistimientos;
formular descripciones, enmlendas limitar eI alcance de las solicitudes y los
registros, presentar oposiciones vy apelamones instaurar cancelaciones,
renunciar total o parcialmente a los reg|stros 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; llenar cualesquiera otros
requisitos y tomar, en fin, todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de nuestros intereses; y adicionalmente quedan facultados para tomar
intervencion como demandantes o demandados ante los jueces que sean
competentes, pudiendo transar, someter a arbltros desistir, percibir, conciliar y
apelar, con todas las demas facultades que resulten necesarlasaiy:‘pormel
presente declaramos desde ahora valido y bueno cuanto dichos ré“presentantes

y/o los apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren eqfnuestro
beneficio. i

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA LLOREDA y/o:GUS
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZig A
en la Oficina de Propiedad Industrial la protocolizacién de este docufﬁéﬁfo“'?‘dem—
cualquier peder que cualquiera de ellos otorgue a nombre nuestro.

Dadoy firmado el 12 de Julio de 2004




The undersigned, ABBOTT LABORATORIES, a corporation organieed and existing
under the laws of the State of Illinois, United States of America,

domiciled at 100 Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064 USA

hereby appoint, ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o 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 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o 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 f draw up specifications; to file
amendments, to limit the scope of appllcatlons and registrations, file oppositions;
file cancellations total or partially waive registrations, to pay all installments and
effect all other payments prescnbed 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 additionally we authorize said
agents to act on our behalf, as complamants as well as defendants, before the
competent judges, with full powers to make arrangements, to submit to
arbitrators, to desist, to collect, to conciliate, to appeal and, in short, with all such
further powers as may be 'reqwred and we hereby declare from now on as valid
and good all that said representatives andlor the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

\
We also authorize doctors ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o 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 Industrial Property.

.{P‘ﬂﬂ'.!.‘ g A DB
c TOoOMO NmAmo n,ut') /
" DE BOGAaTA, #AB0 CT2
l FOTOCAPIA GO ucm: LI

Given and signed this 12" day of July, 2004

& AN th;LTL arsut
ﬁ“ NOTAR]
@ﬂ/ ’ ‘ - SEi RAPRE . = ~
La/ura J. Schumacher !

Vice President, Secretary and Deputy General
Counsel




. 'QERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

ados Unidos de América
ado de {ss
1dado de
t 12 de Julio de 2004, comparecio
urs J. Schumacher , aquien conozco y
quien me consta que firmo el anterior documento,
uien debidamente juramentado declaré y dijo que
'S Vice Presidenta, Secretaria y Asesora
de ABBOTT
BORATORIES, la compafia nombrada en el
:umento que antecede, una sociedad
lidamente organizada y existente conforme a las
s del Estadode Illinois , Estados
dos de América, domiciliada en la ciudad de
bott Park ,Condadode Lake .
adode Illinois , Estados Unidos de
iérica, legalmente constituida para un periodo de
acién que aun no ha terminado, que ejerce su
eto social conforme a las leyes del Estado  de
Jdinois , Estados Unidos de America,
: el declarante esta autorizado por dicha
mpafiia para conferir este poder; que el sello
ampado por €l al pie de tal poder, en nembre y en
resentacion de la expresada Compariia, es el
lo oficial de ella; y que el objeto para el cual se
fiere este instrumento estd comprendido dentro
| de 1a sociedad.

suscrito Notario ha visto los Estatutos de
sorporacion firmados en Chicago
tado deTllinois , confecha Sep. 12 2003,
sertifica que de conform|dad con la legislacion de
*ho Estado la anterior declaracion juramentada es
leba suficiente de que los hechos sobre que ella
rsa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

tary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

United States of America

State of {ss

County of

Onthis 12thday of July . 2004,
personally

came

to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
dulxesworn did depose and say thatshe is the Vice President
aﬁgra?d Rse¥ of ABBOTT
LABORATORIES, , the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the State of I11inois .United
States of America, domiciled at the City of Abbott Park
County of Lake
State of I11inois , United States of Amerlca
legally constituted for a perlod of tenure not yet
explred which exercises its corporate purposes
accordlng to the faws of the State of [11inois
United States of America; 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
Corporatlon 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
Chicago , State of I1linois , under date of
\Septenber 12 2003 , and hereby
certlf'es that under the laws of said State the
foregomg acknowledgment is sufficient proof that the
facts therein contained are true, which he attests.

OFFICIAL SEAL
TRINA LEE RUIZ

¢ o) o VYW et
a cnno NO“MHO "E‘I.’Tt‘ [ i f &
: DE BOGUTA, HAGO CONSTAF 4.
fovucobm COINGIOE CON®L Lain

n Lfn vidtoe
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SPRINGEIELD, FLIINQIS,

ARP@STHLLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America
This public document
has been signed by TRINA LEEE RUiZ
actihg in the capacity of NOTARY PUBLIC, LAKE COUNTY
bears the seal/stamp of STA}TE OF ILLINOIS
/ Cerntified
Springfield, lllinois

JULY 20, 2004

by the Secretary of State, State of illinois E om0 workniG BrHTn ¢ -

)i OF BOGOTA, HAGQ (1.~
POTOCOMA COINGIDT

No. S04VB11001 /

Seal/Stamp: 10.  Signature:

% o

JESSE WHITE
SECRETARY OF STATE
STATE OF ILLINOIS




TRADUCCION OFICIAL No. 2008-05-16-324
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Los abajo firmados, ABBOTT LABORATORIES, una sociedad organizada vy
existente de conformidad con las leyes del Estado de lllinois, Estados Unidos de
América, con domicilio en 100 Abbott Park Road, Abbott Park, IL 60064 USA
nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o
IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No. 5-83, piso 60., nuestros
representantes legales y verdaderos en fBogoté, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciéles o extrajudiciales, con el fin de dar
cumplimiento al paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de 1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/c‘; GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultaidos para representarnos ante las
autoridades colombianas, administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a ia propiedad industrial,J a cuyo efecto les facultamos para dar
ante dichas autoridades todos los pasosf necesarios al objeto indicado; elevar
solicitudes, declaraciones, reclamos, recufsosy presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcarnce de las solicitudes? ggrlomros

Ir 'Ol:ol’mcog
presentar oposiciones y apelaciones; mstaurar cancelaciones, ten n%?’n ototal 0]

Cod

parcialmente a los registros, abonar todos los impuestos y cuotq,

otro pago determinado por 1a ley; recibir todos los documentos y;!;}

efectuar tod

-I'.‘

St dando

descargo respectivo; llenar cualesquiera otros requisitos y tomar; en“Fn"'todas las
&H‘Wi\
medidas que creyeren conducentes al resguardo de nuestros intereses; y

adicionalmente quedan facultados para tomar intervencion como demandantes o



demandados ante los jueces que sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir, conciliar 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"ALlCIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para solicitar en
la Oficina de Propiedad Industrial la proto‘c!:oiizacién de este documento y de

cualquier poder que cualquiera de ellos otorglije a nombre nuestro.

Dado y firmado el 12 de julio de 2004
(firma: ilegible)
Laura J. Schumacher

Vicepresidente, Secretaria y Asesor Legal Géaneral Asistente

£ COMO NOTARID $ORTD) -
% DE BOGOTA, #AGD 7.
eOTOCOoRIA COMSIRE (.
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Unidos de América} )
Estado de } ss:
Condado de | )

En este dia 12 de julio dle 2004, comparecié Laura J. Schumacher, a quien
conozco y de quien me:consta que firmo el anterior documento, y quien
debidamente juramentado t;jeclaré y dijo que ella es | Vicepresidenta, Secretaria y
Asesora de ABBOTT LABORATORIES, la compafia nombrada en el documento
que antecede, una socieda!d debidamente organizada y existente conforme a las
leyes del Estado de lllinois, Estados Unidos fde América, domiciliada en la ciudad
de Abbott Park, Condado de Lake, Estado dé lllinois, Estados Unidos de América,
legalmente constituida paré un periodo de dLJ!racién que aun no ha terminado, que
ejerce su objeto social conforme a las leyes del Estado de Hlinois, Estados Unidos
de America; que el declarjante esta autorizado por dicha Compania para conferir

este poder; que el sello estampado por él al pie de tal poder, en nombre y en

representacion de la expresada Compariia es el sello oficial de ella; y que el objeto

para el cual se confiere este instrumentoEesté comprendido dentro del de la
sociedad. ‘

i
E! suscrito Notario ha visto los Estatutos de incorporacion firmados en Chicago,

oy

i O R
Estado de lllinois, con fecha 12 de septlembre de 2003, yf‘ce’rtlﬁcé’“que de

ke Gwbew s Ry

POTOCQPIA COT

conformidad con la legislacion de dicho Esta‘do la anterior declaraclon,. Juggmentada

verdaderos, de lo cual da fe.

5 NOTAKIL.,
a@k&'&r\mm—a‘u e

(firma: ilegible) .
Notario Publico SELLO OFICIAL

. Trina Lee Ruiz
Notario Pdblico, Estado de lllinois
Mi Comision Expira el 6-11-2007




Estado de lllinocis
!
Secretario de Estado

I
|

Springfield, lllinois
Apostilla
(Convenciér;l de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento piblico & 0 i
‘ o
ha sido firmado por Trina Lee Ruiz oS X &
actuando como Notario Publico, Condado de Lake %% s ”‘“& &
: | D o
lleva el sello/estampilla del Estado de lllinois ggﬁ
" f i Sty
Certificado ; N
| s
en Springfield, lllinois ' 6. el dia 20 de julio d&*2004%

por el Secretario de Estado Estado de {llinois
No. S04VvB11001

Sello/Estampilla - 10.

© o N O

Sello del Estado de Illinois

WNCIDEL € 0ns
T @ 'r:m-s'" o

Traducido segin mi mejor saber y enitender este dia 16 de mayo de 20
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, 'ra Of 1al,

n \hu

&
Res. 2177 del 15 de agosto de 1989, Ministerio de Justiéié?&«Repubh “ge
Colombia. |

| ] ur\ 1
e

THADUCTORA OFICIAL

_ iE6.2177] 89 MIN STIGEA.
Ll
ANTUTA E"‘COBARDETAMAYO

(1



Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

l

21) No. de solicitud: ' {51) Int Cl: A23L1/29
|
22) Fecha de solicitud: 28-11-08 | {71)Solicitante(s) =~ ABBOTT LABORATORIES
I
30) Prioridad  {31)  No. Prioridad  (32) ~ Fecha (33} Pais |{72) Inventor(es) RUEDA-CABRERA,  Ricardo, BARRANCO,
11/479,504 - 30/06/06 us Alejandro; RAMIREZ, Maria; VAZQUEZ, Enrique;
i VALVERDE, Eduardo; PRIETO, Pedro;
: DOHNALEK, Margaret..
{74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
35) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 30/01/09 (87)  Publicacién internacional
36) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 10/01/08
: Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 29/06/07 N°® publicacién: WO 2008/005862 A3
No. de solicitud PCT/US2007/672528 '
34) Titulo: "FdRMULAS INFANTILES ENRIQUECIDAS”

Resumen - Reivindicacion{es}:

Reivindicacion namero 1:

Formula infantil que comprende, sobre una base alimentaria;

(A) al menos alrededor de 5 mg/L de ganglidsidos I‘

(B) al menos alrededor de 150 mg/L de fosfolipidosj

(C) lactoferrina, y

(D) al menos ardedor Td mg/L de é&cido sialico, con al menos alrededor de un 2.5% en peso del 4cide sialico como

|
acido sialico enlazado a lipido;

en donde entre alrededor de 50 % a 100 % en peso de cada uno de los gangliésidos, fosfolipidos, lactoferrina, y acido

sialico son proporcionados por un concentrado proteinico de suero enriquecido, dicho concentrado representa por lo menos
alrededor de 6.5 g/L de la férmula sobre una base alimentaria.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAYY COMERCIO
* DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

idustria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS ]
JPERINTENDENCIA PATENTEDE INVENCION ___ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENQ INDUSTRIAL
1) No. de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 28/11/08

I} Clasificacion Internacional: A23L 1/29

I)Solicitante(s): ABBOTT LABORATORIES

%) Inventar(es) RUEDA-CABRERA, Ricardo, BARRANCO, Alejandro; RAMiREZ Marta; VAZQUEZ, Enrique; VALVERDE, Eduardo; PRIETO,
dro; DOHNALEK, Margaret.

1) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

)} Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
11/479,504 30/06/06 Us
3) Fecha limite inicio fase nacional: 30/01/09 (87} Publicacién internacional
j) Datos relativos a la presentacion de ia solicitud PCT Fecha: 10/01/08
Fecha de presentacitn de la solicitud: 29/06/07 No. publicacion: WQ 2008/005862 A3
No. de solicitud PCT/US2007/072528

hTitulo:  “FORMULAS INFANTILES ENRIQUECIDAS"




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA PATENTEDEINVENCION _ PCT X MODELQ DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL ___
{21) No. de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 28/11/08

(51) Clasificacion Intemacional: A23L 1/29

(71) Solicitante(s): ABBOTT LABORATORIES

(72) Inventor{es): RUEDA-CABRERA, Ricardo; BARRANCO, Alejandro; RAMIREZ, Maria;
VAZQUEZ, Enrique; VALVERDE, Eduardo; PRIETO, Pedro; DOHNALEK, Margaret.

(74) Apoderado: _ ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
11/479,504 30-06-06 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 30/01/09 (87) Publicacion internacional.
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 10/01/08
Fecha de presentacion de la solicitud: 29/06/07 Ne. Publicacion : WO 2008/005862 A3

No. de solicitud PCTAUS2007/072528

(54) Titulo: “FORMULAS INFANTILES ENRIQUECIDAS"

(57) Resumen:

Reivindicacion numero 1:

Formula infantil que comprende, sobre una base alimentaria;
(A) al menos alrededor de 5 mg/L de gangliosidos
(B) al menos alrededor de 150 mg/t. de fosfolipidos
(C) factoferrina, y
{D)al ]rpggos ardedor 70 mg/L de acido sialico, con al menos  alrededor de un 2.5% en peso del acido sidlico como &cido siélico enlazado

a lipido;
en donde entre alrededor de 50 % a 100 % en peso de cada uno de los ganglidsidos, fosfolipidos, lactoferring, y acido sidlico son proporcionados

gor unlconcentrado proteinico de suero enriquecido, dicho concentrade representa por lo menos alrededor de 6.5 g/L de la formula sobre una
ase alimentaria.




PATENT COOPERATION TREATY

annhoWNERNAHONALSEAHCngifPTpQPUY;E)

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIOMAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEMN OPIMION OF THE IMTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

NT

(PCT Rule 44.1)

’ Dalts of maiting
(aay/monthivear)

24/01/72008

Applicant's or}geﬁ?s il rateence

8.’1'70'.‘.’0;11 S : F:OR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 balow

Intamatidnal applicalion ho, lrilemalionﬁl liling dats

(gay/monthiear)
7] E

PCT/USZ007/072528 ' 29/05/2007
Applicant ‘ '
ABBOTT LABORATORTE

o , . !
Dy notlisd hat ihg intginational sgarcn rapoert
E

estaniished and are wansmitied herewith, '
I

The applicani is haie
Autnarity have peo

ang tng wiitlen opinion of thg tnigrnational Searching

Filing of amendments and statement under Articie 19: ‘
The applicant is entillzd, it he so wishas. to amend the claims ol the International Application (see Rule 48);

. ) b ]
When? The time limit for filing such amendments is normally two months trom the dats of vansmitial of the

" igmationat Ssarch Repoii.

Where? Ditacily 10 thz Intarnational Burezu of ¥1RO. 3¢ chemin das Colombse
1211 Geneve 20, Swittenang, Fascimilg No.: (41-22) 338.82.70
. X ) | K
For more detailed instructions, 5¢¢ ha nGigs on e accompanying shast,

2. The applicant is hereby notied that no internationnl search report will be eslablished and that the declaration undar
Articlz 17(2)(a) to that eflzct and the wiinzn opinion of the Intarnational Searching Authority are transmitied horgwith.
3. m With regard to the protest aga'lhs'. payment of (an) additional fee(s) undar Ruls 40.2 the anplizant is notilisg that

the protes: lagether with 1hg AECision thaizon has been vansmitlzd 19 he Imsmational Burzau 12g2iner with ihg
applicant’'s rzquest to fonward the lexis of bewn the protast and the decision therson to the designated OHices.

no decision has been m:zdc‘ym o the protest; the applicant will be notilied as soon as a decisian is mado,

]
)

4. Acminders

Sheitly alier the expiration of 18 monthis from the priotity dals. ihs insrnationat application witl be publishad by ihe
niernatienal Bureau. It the applican; wishes 10 avoid o posipong pudlication..a notlice of withdrawal o!f g intzrnational
application, or of tha priodity claim, must rgach the Intamational Bureaw as provided in Ruizs S06is.1 and Q0Dis.2, respactivaly,
betoie thz complation of the technical preparations tor international publication.

i

The applicant may submit comments OIJ} aninformal basis on the wiitten opinion of the Intemational Searching Authorily 1o the
International Bureauw. The International Bucgau will send a capy of such comments 1o all designated Ollices uniess an
international prefiminary examination report has been of is o be astablished. Thasz comments would also be mads avaitabla 10
tha punlic bui not batere the expiration of 30 manths from s piority dats.

Vithin 19 months from the Driarity date, but anly in respact of some designaizd Qtiices, a gemand tor inisratonzg! pretiminary
craminaton must be flod I the gpplicans wishes \o posipane the gniry in1o ihg national phiase unth 30 months irom Ing pricrity
uate (in some Qfiices even faier); othgnwise, the applicant must, within 20 months from the prority dnlz, perform the prascribsad
acts for sary into the national phase beleie those designiad Oltices:.

|
Inrespect of ather designated Olficas. the timg limit of 30 months (or latar) will anply even il no demand is fled within 19
monihs,

I
Seg the Annex 1o Form FCT/B/EDT and, 10 u2ialls about the applicable tmea limits, Ottice oy Otlica. sez inz PCT Applican:'s
Guide, Voiumsa 11 National Chapizis and ths WIPQ Intarnat sits,

{

Name and mailing address of the International Sgarching Authority

:) Eurcpaan Patent Otfics, P.8. 5;}18 Patentlaan 2

Vel (+31-70) 340-2040, Tx. 31 65t gponl,
Fax: {+21-70) 340-3016

Authorizad otticer

Elecnora Longo

NL-2230 MV Rijswijx
Fonn PCTASAI220 (October 2005)

(Sce nowes on accompanying shect)




NOTES TO FORM PCT/SA/220

These Noles are intendad to give the basic instructions concerning the filing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Coopearation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions
undar that Treaty. In case ol discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more
detailed information, sea also the PCT Applicant's Guide, a publication of WIPO.

{n thase Notes, "Article”, "Rule®, and 'Sec:llon' reler to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCY
Adminlstrative Instruclions, raspectively, |
1

INSTRUCTIONS CbNCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, akter having received the intemational search report and the wrilten apinion of the Intemational
Searching Authorily, ong opportunity to amehd the claims of the international appiication. It shauld however be emphasized
that, since all parts of the international application (ctaims,description and drawings) may be amended during the
intarnalional preliminary examination procedure, there is usually no need to file amendmants of the claims under Articls 19
except where, 8.9. the applicant wants the latter 1o be published for the purposaes of provisional protaction or has another
reason for amending the claims before international publication. Furthermore, it should bé emphasized that provisional
pralection is available in some States only (see PCT Applicant’s Guide, Voiume IVA, Annexes B1 and B2).

The attantion of the applicant is drawn 1o the fact that amendmants 1o the clalms under Article 19 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Aricle 17(2), that no international search raport would be
astablished (see PCT Applicant’s Guide, volume /A, paragraph 296).

What parts of the International application may be amended?
Under Article 18, only the cqalms may be amended.

Ouring the Intarnational phase, the claims may also be amended {or further amended) under Articla 34 batore the
International Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under
Article 34 before the Intarnational Examining Authorlty.

Upon entry into the national phase, all parts of the international application may be amended under Articla 28 or,
where applicable, Article 41.

When? Within 2 months lrom the dale of transmittal of the Intemalional search report or 16 months from the priority date,
whichever tme limit expires later. it should be noted, however, that the amendmants will be considerad as having
been receivad on time If thay are receivad by the international Bureau after the expiration of the applicable ime
limit but belore the comptetion of the technical preparations lor international pubtication (Rule 46.1).

Whare not 1o file the amendments?
I

The amendments may only be fifed with the Intemational Bureay and not with the recelving Office or the
Intemational Searching Authority (Rule 46.2).

Whnere a demand for International preliminary examination has bean/is fileq, see beiow.

How? Either by cancelling ane or more entire claims, by adding one or more new clalms or by amending the taxt of one
or moie of the claims as fited.

A replacemant sheel must be submitted for each sheel of the claims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the sheet originally filad.

All the claims appearing on a replacement shast must be numbered in Arabic numerals. Where a ¢lalm Is
cancelled, no renumbering of the other clalms Is reguired. In all cases whars ciaims are renumbered, they must be
renumbered conseculively (Section 205(b}).
The amendments must be made in the language in which the international application is to be published.
|

What documents mustmay accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)):
The amendments must ba submitted with a lshar.

The lstter will not be published with the international application and the amended claims, It should not be
confused with the “Statement under Articie 19(1)" (see below, under “Statament ynder Article 19(1)%).

The letter must be in English or French, at the cholce of the applicant. However, if the language of the
international application Is English, the letter must be In English; if tha language of the international application
Is French, the lotter must be in Freach.

Notes to Farm PCTASA/220 {first sheet) (October 2005)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

E (PCT Arnticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant’s or agent's file reference \ FOR FURTHER see Farm PCTASA/220

as well as, where licable, item 5 below.
8270WOP1 : ACTION aep
International application No. , International filing date (day/monthv/year) (Earilest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2007/072528 ! 29/06/2007 30/06/2006
Applicant ‘

ABBOTT LABORATORIES

] .
This International search report has been prepared by this International Searching Authority and is ransmitted to the applicant
according to Article 18. A copy Is baing transmitted to the international Bureau.
This international search repor consists of a total of ___6_‘_ shesls.
Itis also accompanied by a copy of gach prior art document cited in this report.

1. Basls of the repont '
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis ol:
the international application in the fanguage I? which it was filed

[:] a translation of the Internationat application into , which is the languags
of a transiation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3{a) and 23.1(b))
|

b. D This international search report has been establlshed’ltaklng into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.5bfs{a)).

c. [:I With regard to any nucleotide and/or amino acld sequence disclosad in the International application, sae Box No. |.

2. Certain clalms were found unsearchable (See Box No. 1)

3. [] unity of invention is u?king {see Box No i1t}

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
D the text has baen established by this Authority to read as follows:

[
&. With regard to the abstract, '

the text is approved as submitted by the applicant
the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as It appears in Box No. IV. The applicant

may, within oneé month from the date of maliing of this international saarch report, submit commants to this Autharity
|

€. Wilh regard to the drawings, t
a. the figure of the drawings to be pi'JbIIshed with the abstract Is Figure No.
D as suggestad by the applicant
[:I as setected by this Autherity, becausa the applicant failed lo suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better characterizas the invention
b. nong of the ligures is fo be publishad with the abstract ‘

Form PCTASA/210 (first sheet) (April 2007)

1%



INTE" ATIONAL SEARCH REPORT

“hationel appticatian No

PCT/US2007/072528

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV.  A23L1/29

|
According to intemational Patent Classiitcallon [IPC) or to both naticnal classliication and IPC

B. FIELDS SEARCHED l

A23L |

Minimum documenlation searchad {classirk:alion syslam lollowed by classllicaiion symbols)

Documenlalion searched other than minimum documentalion 19 the extenl Ihat such documants are included in the lields searched

i

Etecironic data base consuited during the inlarmational search (name cof dala base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, FSTA, BIOSIS, MEDLINE

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory” | Cihation of documanl, with Indication, whare appropriate, of the relovan! passages

Relavant to claim No.

NEWBORN INFANTS"
ST. LOUIS, MO, US,
50-%4, XP008000724

ISSN: 0022-3476
abstract

!
!
1
|
!
|
I

JOURNAL OF PEDIATRICS, MOSBY-YEAR BOOK
vol. 133, Ju]y 1998 (1998-07), pages

page 91, column 1 - page 92, column 1

-fm—

A RUEDA R ET AL: "“ADDITION OF GANGLIOSIDES 1-35
TO AN ADAPTED MILK FORMULA MODIFIES
LEVELSOF FECAL ESCHERICHIA COLI IN|PRETERM

m Funher documenis are listed in tha continualtion of Box C.

E Sea palenl tamily annex,

* Spedial categories of cited documenls :

“A* document dafining the general slale o! the ant which is not
considered 10 be of panticular rolovanco

‘€* eartier documenl bul published on or after the Intemational
liling date

|
‘L* documant which may throw doubls on priodty dalmis) or
which is ciled lo establish Ihe publication date of anolher

ciialion or other special reason {as speciiied) ‘
‘0" document referting to an oral disclosurn. use. exhlbnion or

olhar maans

"P* document published prior 10 Ihe inlermatlonal Illlng date but
later than the priority date claimod

*T* laler document published atter the intemational filing date
or priortty dale and not in conflict with the application but
cited 1o understand the principle ar theery undertying the
invantion

*X* documenl of panicular relevance; the claimed invantion
canno! be considared novel or cannol be considared to
Involve an inventive stap when the documant is tzken alone

*Y* documeni ol panicular relevance: Ihe ctalmed invention
<anno! bae considered 16 invelve an invenliva step when the
documeni is combined wilh one or more other such docu-
gterr‘ns such combination being obvious to a persen skilled

the an.

*&* document meamber ot the same patent tamily

Date of the actual completion of the inlermational search

14 January 2008

Dalo of mailing of the inlemational search repon

| 24/01/2008

Namo and malling address of the ISA/
European Palenl Otiice, P.8. 5818 Pa.lenllaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officar

! Vernier, Frédéric

Form PCTASA210 {second shaat) [Apnt 2006)

page 1 of 2
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INTE™™ATIONAL SEARCH REPORT i e———
PCT/US2007/072528

C(Continuatlen). DGCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory* | Chation of document, with indicalion, where apprapriale, of tha relevant passages Ralavanl to claim No,
]

[
A STEIJNS JAN M: "Milk ingredients as 1-35
nutraceuticals.” '

INTERNATIONAL JOURNAL OF DAIRY TECHNOLOGY,
vol. 54, no. 3, August 2001 (2001-08),
pages 81 88, XP002409550

ISSN: 1364-727X ‘

page 84, right-hand column - page 85,
r1ght—hand column .

A KVISTGAARD A S.ET AL: “Inhibitory effects 1-35
of human and bovine milk const1tuents on
rotavirus infections"”

JOURNAL OF DAIRY SCIENCE

vol. 87, no. 12, December 2004 (2004- 12)
pages 4088—4096 XP002409551
ISSN: 0022-0302

the whole document

A CARLSON S E ET AL: "LOWER INCIDENCE OF 1-35
NECROTIZING ENTEROCOLITIS IN INFANTS FED A
PRETERM FORMULA WITH EGG PHOSPHOLIPIDS"
PEDIATRIC RESEARCH, WILLIAMS AND WILKINS,
BALTIMORE, MD,, US,

vol. 44, no. 4, October 1998 {1998-10),
pages 491—498, XP000892677

ISSN: 0031-3998
the whole document

Al -.._-

A SANCHEZ-DIAZ A ET AL "A CRITICAL 1-35
ANALYSIS OF TOTAL SIALIC ACID AND
SIALOGLYCOCONJUGATE CONTENTS OF BOVINE
MILK-BASED INFANT FORMULAS"

JOURNAL OF PEDIATRIC'GASTROENTEROLOGY AND
NUTRITION, RAVEN PRESS, NEW YORK, NY, US,
vol. 24, no. 4, April 1997 (1997~ 04)
pages 405 410, XP008000726

ISSN: 0277-2116 i

the whole document 1

A US 2004/265462 Al (CARLSON SUSAN E [US]) 1-35
30 December 2004 (2004*12 30)
paragraph [0047]; c1a1ms

A DE 44 30 041 Al (MILUPA AG [DE]) 1-35
29 February 1996 (1996~02 29)

column 2, line 58 - column 3, line 24;

claims ,

A US 4 762 822 A (ETTINGER ANNA C [US]) 1-35
9 August 1988 (1988-08-09)
claims

Form PCTASA210 (continuation ol second shee!} {April 2005)

page 2 of 2
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(nternational Application No. PCT/US2007 /072528

FURTHER INFORMATION CONTINUED F;FIOM PCTASA! 210

Continuation of Box II.1

Although claims 15-35 are directed to a method of treatment of the human

body, the search has been carried out and based on the alleged effects
of the composition. |

Continuation of Box II.1

Claims Nos.: -

Rule 39.1(iv) PCT - Method 'for treatment of the human or animal body by
therapy




nternational application No,

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2007/072528

Box No. Il  QObservations whare cartaln C|I1|ITI‘IS were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

]
This international search report has not been established in respact of certain claims under Arlicle 17(2)(a) lor the foliowing reasons:
I

1. m Claims Nos.: - |
because they ralate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

2. D Claims Nos.: !
because they relale to parts of the intemational appiication that do not comply with the prescribed requicements to such
an extent thal no meaninglul international search can be carried oul, specifically:

a D Claims Nos.: i i

because they are dependent claims and é;e not erafted in accordance ‘wnh the second and third sanlences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Cbservations where unity of Inver?uon is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority tound multiple Inventions in this International appiication, as lollows:

1. D As all required additional search lees were timaly paid by the applicant, this intemational search report covers allsearchable
claims,

2. D As zial: sear'chabie claims could be saarched withouwt effort justitying an adgitional fees, this Authorily did not invite payment of
additional fees.

w

|
. D As only some of the required additional search fees were limely paid by the applicant, this international search reportcovers
only those claims for which fees were paid. specifically claims Nos.:

LR D No required add!Uonal search fees were timely paid by the applicant. Consaguantly, tis International search report is
restricted to the invention first mentoned in the claims; il Is covered by claims Nos.:

Remark on Protest DThe additiona) search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protast fae.

DThe additional search fees were accompanied by the applicant's protgst but the applicable protest
fee was not paid within the tims limit specifiad in the [nvitation.

i
D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) {April 2005)

21




INTE®ATIONAL SEARCH REPORT

Information on patett famlly members

atlonal epplication No

‘PCT/US2007/072528
Patent document Publicaticn Patent family Puyblication
cited in search repert date meamber(s} date
US 2004265462 Al 30-12—2004 NONE
DE 4430041 Al 29—02-1996 WO 9605844 Al 29-02-1996
; EP 0777486 Al 11-06-1997
US 4762822 A 09-08-1988  NONE

Form PCTASA/210 (patert tamily unnax} (April 2005)
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(19) World Intelleetual Property Organization

International Burcau |
1

(43) International Publication Date
10 January 2008 (10.01.2008)

b

PCT |

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

0 00 0O

(10) Inicrnational Publication Number

WO 2008/005862 A3

(51) International Patent C]:lsiil‘iculion}

i
(74) 1 Agents: WEIDA, Sandra, E. et al.. 625 Cleveland Av-

A23L 1429 (2006.01) | cenue, Dept, 108140 1251, Columbus, OH 43215 (US).
; .
(21) International Application Numben: (81) :])usignzllcd States (unless otherwise indicared. for every
ll’C'l‘/US'_’O(]'l/()TlS’_’S kind of national protection available): AL, AG, AL, AM,
) | AL AU AZ, BA. BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CI.
(22) [nternational |‘||lllg Date: 29 June 2007 (29()62()07) |CN é CR, CU.CZ.DI5. DK. DM. DO, D7 EC. EL’, IZG
. ) . - ES, FIL GB. GD. GE, GH, GM, GT, HN, HR. HU. 1D. ..
(25) Filing Language: . English IN, IS. JP, KE. KG, KM, KN, KP, KR, KZ. LA, 1.C, LK,
(26) Publication Language: lI IEnglish LR, LS, LT. 1.U, LY. MA, MD. M, ,MG" MK, MN, MW,
- - : ‘ e MX, MY. MZ, NA, NG, Ni, NO, N7, OM. PG, P11, PL,
(30) Priorily Dala: ! PIROR" .}%U’.‘S,(;’,:?D' S, 8G, SK, SL SM, 8V, :‘QY,
11/479.504 30 June 2006 (30.06.2006)  US 13, TM, NG TR L 12, UA, UG, US, UZ,VE, VN ZA,
| M, ZW.
(71) Applicant (for all designated States except US): ABBOTT
* LABORATORIES [US/UST: Dept. 3THAPGA-1, 100 Ab- (84) Designuted Stales {unless otherwise indicated, for every
bott Park Road, Abbott Park, 1. 60064 (US). kind of regional protection availuble): ARIPO (BW, GH,
—] ' GM, KE, LS, MW, MZ, NA. SD, SL, §Z, TZ. UG, ZM,
% (72) Inventors; and ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TI.'TM),
== (75) Inventors/Applicants (for US onlyj: RUEDA-CABR- European (AT, BE, BG. CH, CY. CZ, DE. DK, EE, ES, FL
= ERA, Ricardo [ES/ES]; Cira. Huetor Vega, N 38, Urb. IR, GB. GR, HULIE, IS, IT, LT, LU, LV, MC. M, NL, PL,
= Villa Argzez Cusa 8. 1-18008 Gramada (ES). BAR- FILRO, SE. 5L SK. TR, OAPI(BF, BJ, CF, CG. C1. CM,
= RANCO, Alejandro [ES/ES]; C/Chirivil, N 43, Urb. Los GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
] Chopos. E-18110 Las Gabias (ES). RAMIREZ, Maria
— [ES/ES]; C/Ramon Y Cajal 54, Portal 2, 4 A, E-18003  Published:
— Granada ([5). \’AZQGE'I,, Enriquc'{ll'ﬂS/l"jS]; Camino —  with international search report
E de Gojar 42, Urbe Los Nenufares, 52’; E-18151 OQgijures —  before the expiration of the time limir for amending the
= (ES). VALVERDE, Eduardo {ES/ES]; Avda.  Hector, claims and 1o be republished in the event of receipt of
— 1i-18198 Cajar (1i$). PRIETQ, Pedro [US/US): 1644 amendments
E Crusoe Drive. Columbus, OH 43235 (US). DOHNALEK,
= Margaret [US/US|; 1021 Portsmouth Circle, Gumnee, 1. (88) Date ol publication of the international search report:
= 60031 (LS 20 March 2008
—_— \
— b
= :
m 1
<, |
1
N .
oo
un
- (54) Title: ENRICHED INFANT FORMULAS i
=
o _
& (57) Abstract: Disclosed are infant formulas compristng, on an as-fed basis (A) at icast about 5 mg/L of gangiioskfes, (B) at least
g about 150 mg/L of phospholipids, (C) Jactoferrin, and (13) at (cast about 70 mg/L. of sialic acid, with at feast about 2.5% by weight of

the sialic acid as lipid-bound sialic acid. From about 50% to 100%: by weight of cach of the ganglosides, phospholipids, factoferrin,

and sialic acid is provided by an enriched whey proicin concentrate, with the concentrate representing at least about 6.5 g/L. of the

formuls on an asfed basis. Also disclosed ure methods of using the formula o reduce the risk of diarrhea infunts, and o produce a
B gut microflora profile similar to that of breast-féd infans.
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FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below

In-tem:m'onal apphc}ahon No.

Priarity dale (dayimanthyear)
30.06.20086

- PCTAJS2007072528 29.06.2007

in;én;&ti;raEEm C'assiﬁcal':c;n (IPC) or both n.-@tional classification and IPC ;
INV. A23L129

" Applicanl T T
ABBOTT LABORATORIES

1
|
1

. Name and ;am;ad;ws of the ISA:

1. This opinion contains indications relating to the following items:

2. FURTHER ACTION

If a demand for internalional preliminary examination is made, this opinion will usually ba considered to be a
written opinion of the Intarnational Preliminary Examining Authority ("IPEA") except lhat this does not apply where
the applicant chooses an Authorily other than this cne to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that wrilten opinions of this Intemational Searching Authority

will not be so considered.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2007072528

!

Box No.| Basis of the opinion !

. With regard to the language, this obinion has been established on the basis of:
1 : ‘
J  the international application in Ihe language in which it lwas filed

O atransiation of the international application into .whicﬁ is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

. O This opinion has been eslablished taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the internationat application ang
necessary to the claimed invention, this gpinion has been established on the basis of:

i
1

a. type of material :
0 asequence listing :

O table(s) related to the sequen:ce listing
b. format of material:

O  on paper

0O in electronic form
c. time of filingfurnishing: L

O contained in the international épplication as filed.

0 filed together with the inlernalilonal appiication in electronic form,

O furnished subsequently 1o this ':Aulhorily for the purposes of search.
. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andior table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical lo that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE Internationat application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2007072528

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability '

The gueslions whether the claimed invention appears 10 be novel, to involve an invaentive step (1o be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

O
&

because:

JE4

the entire international application

claims Nos. 15-35

|

the said internalional application, or the said ctaims Nos. 15-35 retale to the following subject matter which
does not require an internationai search (specify):

see separale sheet

i 1
the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.  are so unclear

that no meaningful opinion could be formed (specify}:
the claims, or said ciaims Nos. are 50 inadequately supported by the description that no meaninglul epinion
could be formed (specify): ‘

no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

|
a meaningful opinion could not be\formed without the sequence listing; the applicant did nol, within the
prescribed time limit: '

0O turnish a sequence listing on p'aper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authorily in a form and manner acceplable to it.

O turnish a sequence listing in electronic lorm complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceplable to il

0O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response 1o an
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b).

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were nol
available to the International Searching Authority in a form and manner acceplable to it.

the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See Suppiemental Box for further details

Form PCTASA/ 237 (April 2007)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2007072528

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Clims 135
No: Claims '

inventive step (IS) " Yes: Claims 1-35|
No: Claims

Industrial applicability {IA) Yes: Claims 1-14
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Farm PCTASA/237 (Aprit 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/072528
1

ltem Ill

Claims 15-35 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial épplicability of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)(l) PCT). ' '

ltem ¥ | i.

1. None of the prior art cited in the search report discloses an instant formula
comprising ganglicsides, phospholipids, lactoferrin and sialic acid in the amounts
disclosed in present independant claim 1, not the use of such compositions in
reducing the risk of diarrhéa in an infant or producing a gut microflora profile similar to
that of breast-fed infants, as disclosed in present independant claims 14 and 22.
Thus, present claims 1-35'meet the requirements of Art. 33(2) PCT.

2. Inview of the technical pro'blem to be solved (to provide an aiternative infant formula
for reducing risk of diarrhea in an infant) and its unexpected solution (the instant
formula comprising gangliosides, phospholipids, lactoferrin and sialic acid in the
amounts disclosed in presénl independant claim 1), the subject-matter of present
claims can be regarded as involving an inventive step (Articie 33(3) PCT) over any of
the cited prior art, taken alone or in combination.

3. The subject-matter of claims\ 1-14 meets the requirements of Article 33(4) PCT
because it is applicable in the food industry.

For the assessment of the present claims 15-35 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Eurther comments:
Present claim 9 lacks clarity (Art. 6 PCT), since it claims a product free of

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1} (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/072528

phospholipids, contrary to the teaching of independant claim 1.
|

Form PCTASA/237 (Separate Sheel) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Possible steps after receipt of the international search report (I SR) and
written opinion of the International Searching Authority (WO-| SA)

General
information

Amending claims
under
Art. 19 PCT

Filing a demand
for international
preliminary
examination

Filing informal
comments

End of the
international
phase

Relevant PCT
Ruies and more
information

XIO. <XS 200704010CK |_>

For all mternahonal applications filed an or after 01/01/2004 the competent
ISA will establlsh an ISR It is accompanied by the WO-ISA. Unlike the
former wrltten opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-ISA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps This decument 'explains about the possibilities.

| |
Within 2 months after the date lof mailing of the /SR and the WO-1SA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of W PO The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further mformatuon please see Rule 46 PCT as well as
form F’CT/ISA/ 220 and the oorreslpondmg Notes to form PCT/1SA/220.

t

In principle, the WO-{SA will be considered as the written opinion of the
IPEA. This should, in many cases make it unnecessary to file a demand for
international preliminary exammahon If the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/|WO ISA or 22'months after priarity
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can, 'be filed with the IPEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT)

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-1SA will be transtarmed
by the IPEA/into an IPRP (lnternatlonal Preliminary Report on Patentability)
which would merely retlect the content of the WO-1SA The demand can still
be wnthdraw’n (Art. 37 PCT).

After receipt of the ISR'WO-ISA the applicant may file informal comments
on the WO-I!SAdarectly with the International Bureau of WIPO. These
will be communicated to the des:gnated Offices together with the |PRP
(International Preliminary Report, on Patentability) at 30 months from the
priority date. Please also refer to the next box.

|

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transtorm the WO-ISA or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
infarmal oomments to the dasignated Offices. The IPRP replaces the former
|PER (mternatlonal preliminary examination report).

|

Rule 43 PCT,| Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003, QJ11/2003, QJ 12/2003
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express permission of the copyright holder.

BNSDOCID: «X5

X

! I

S CPRTENFRDE

. 2006100Y03CF 1 _>

3]



|
L
FORMULAS INFANTILES ENRIQUECIDAS

|

RESUMEN - OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

|
Son divulgadas formulas infantiles que comprenden, sobre una base alimentaria (A)

al menos alrededor de 51mg/L de gangliosidos, (B) al menos alrededor de 150 mg/L
de fosfolipidos, (C) Lactoferrina, y (D) al menos alrededor de 70 mg/L de acido
sialico. Se proporciona entre alrededor de 50% a 100% en peso de cada uno de los
ganglidosidos, fosfolipidos, lactoferrina y éc!ido sidlico por un concentrado proteinico
de suero enriquecido, con el concentrado representando al menos alrededor de 6.5
g/L de la formula sobre una base alimenta}ia. También son divulgados métodos de
uso de la formula para reducir el ri'esgo dé diarrea en infantes, y producir un perfil
de microflora intestinal sir"nilar alade los infantes alimentados con pecho.

|

|

l

|

| \_
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FORMULAS INFANTILES ENRIQUECIDAS

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a férr||'1ulas infantiles enriguecidas y que
comprende combinaciones seleccionadas de:fosfolipidos, lactoferrina, gangliésidos,
y acido sialico, cada uno de los cuales es proporcionado todo o en parte por un
concentrado proteinico de suero enriquecido para asimilar mejor la composicion

natural y funcidn de la leche humana. |

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las férmulas infantiles comerciales son usadas comunmente hoy para proporcionar
suplemento o Unica fuente de nutriciébn temprana en la vida. Estas foérmulas
comprenden un rango de nutrientes para curlnplir las necesidades nutricionales del
crecimiento infantii e incluye tipicamente lipidos, carbohidratos, proteinas,
vitaminas, minerales, y otros nutrientes utiles para el oOptimo crecimiento y
desarrollo infantil. |

|
Las férmulas infantiles comerciales estan disefiadas para asemejar, lo mas cerca
posible, la composicion y funcion de la leche humana. En los Estados Unidos, la ley
Federal de alimentos, farmacos y cosméticols (LFAFC) define férmula infantil como
“un alimento el cual tiene como objeto sero répresentar una dieta especial para uso
Unicamente como un alimento para infantes debido a su simulaciéon de la leche
humana o su idoneidad como una substitucion completa o parcial de la leche

humana” (LFAFC 201(z)). .

Formulas infantiles comerciales, bajo las reglas de la LFAFC, estan definidas por
nutrientes basicos que deben ser formulados dentro de las férmulas infantiles sin
excepcion en los Estados Unidos. Estos nutrientes incluyen, por 100 kcal de
formula: proteina (por lo menos 1.8 - 4.5 g equivalente nutﬁcionalmente a caseina),
grasa (3.3 - 6.0 g), acido linoléico (por lo menos 300 mg), vitamina A como
equivalente de retinol (75 - 225 mcg), vitamina D (40-100 1U), vitamina K (por lo
menos 4.0 mcg), vitamina E (por lo menos 0.7 IU/g de &cido linoléico), acido
ascorbico {por lo menos 8.0 mg), tiamina (por lo menos 40 mcg), riboflavina (por lo
menos 60 mcg) pirodoxina (por lo menos 35.0 mcg con 15 mcg/g de proteina en

formula), vitamina B12 (por lo menos 0.15 mcg), niacina (por lo menos 250 mcg),
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acido folico (por lo mencjs 4.0 mcg), acido pantoténico (por lo menos 300.C mcg),
biotina (por lo menos 1.5‘| mcg), colina (por lo menos 7.0 mg), inositol (por lo menos
4.0 mg), calcio (por lo menos 50.0 mg), fésforo (por lomenos 25.0 mg con calcio en
una proporcion de fosforo de 1.1 - 2.0), maénesio (por lo menos 6.0 mg), hierro (por
lo menos 0.15 mg), yodo (por lo menos 5.0|mcg), zinc {por lo menos 0.5 mg), cobre
(por lo menos 60.0 mcg), manganeso (porl lo menos 5.0 mcg), sodio (20.0 - 60.0
mg), potasio (80.0 — 200.0 mg) y cloro (55.0,— 150.0 mg)

No obstante lo dispuesto en los controles regulatorios, las formulas infantiles
comerciales aun no son idénticas, en cualqgiera de las dos, composicion o funcion,
a la leche humana. Casi 200 compuestos %ﬂiferentes han sido identificados en la
leche humana, mas de 100 aun no son ti'picamente encontrados en cantidades
significativas, o en ninguna cantidad, en férmulas comerciales. Tales compuestos
incluyen diversas inmuqoglobulinas, enzimas, hormonas, Cciertas proteinas,
lactoferrina, gangliésidos,‘ fosfolipidos (esfingomielina, fosfatadil etanolamina,
fosfatadilcolina, fosfatadil serina, fosfatadil inositol), y asi sucesivamente. Muchos
de estos materiales son Unicos a la leche humana o son presentan solamente en
concentraciones menores én la leche de vaca u otra fuente de proteina usada en la
preparacion de una formula infantil comercial. '
il

Hay una continua necesidad, por tanto, para huevas férmulas infantiles que incluso
contienen mas de los ingredientes naturales encontrados en la leche humana, para
que por lo tanto proporcionen mas de los beﬂ:eficios nutricionales que actualmente

|
gozan los infantes amamantados. !
i

|
La presente invencion se dirige a férmulas infantiles con concentraciones

seleccionadas y tipos de aquellos compuestos inherentemente encontrados en ia
leche humana, que incluye fosfolipidos, ganglil’)sidos, lactoferrina y acido sialico. En
virtud de estos ingrediente seleccionados y sus correspondientes concentraciones
en las férmulas infantiles, los perfiles de nutrientes de las formulas infantiies aqui
descritas son mas similares a la leche hUmana que las formulas infantiles

convencionales.

Se descubrié que, ademas de asimilar algunos de los ingredientes encontrados en
la leche humana, las férmulas infantiles de la presente invencion también reducen
el riesgo de diarrea como se demostrd en un estudio en animales aqui descrito. El

estudio muestra una reduccién de la diarrea en un animal modelo comparando la
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: _
formula infantil de la presente invencion con una férmula infantil comercial que

contiene poco o ninguna cantidad de lactoferrina, fosfolipidos y gangliésidos.

También fue descubierto que las formulas infantiles de la presente invencion
promueven el desarrollo de un perfil de mié:roﬂora intestinal similar al encontrado
en formulas de infantes alimentados con p‘lecho, como se demostré utilizando un
sistema modelo in-vitro dindmicc validado del intestino grueso desarrollado por
TNO Calidad de Vida (TNO modelo in-vitjro o TIM-2). Es bien conocido que la
lactancia materna y los infantes alimen:tados con férmula tienen diferencias
significativas en los perfiles de microflo:ra intestinal, con la de los infantes

alimentados con pecho siendo las mas salu”dable de las dos.

'RESUMEN DE LIA' INVENCION
[ :

|
I

Una primera realizacion de la presente invencion esta dirigida a féarmulas infantiles

que comprenden, sobre una base de aliméntaria (A) de por lo menos unos 5 mg/L
de ganglidsidos, (B) por io menos unos 150 mg/L de fosfolipidos, (C) lactoferrina, y
(D) y por lo menos 70 r'ngIL de acido sialico con por lo menos 2.5% en peso de
acido sialico como acido:sialico enlazado a lipido. De alrededor de 50% a 100% en
peso de cada uno de los gangliésidos, fogfolipidos, lactoferrina, y acido sialico es
proporcionado por un concentrado proteinfco de suero enriquecido, representando
el concentrado por lo menos unos 6.5J g/L de la formula sobre una base de
alimentaria. ' f

Una segunda realizacion de la presente invencion esta dirigida a un método de
reduccion del riesgo de fdiarrea en un infante, que incluye un método de reduccion
de la duracién de la }diarrea en infantes, cuando asi se inflige. El método
comprende la administracién a un infante en necesidad del mismo una férmula que
comprende sobre una base alimentaria (A) por lo menos unos 5 mg/L de
ganglidsidos (B) por lo menos 150 mg/L de fosfolipidos, (C) lactoferrina, y (D) por lo
menos 70 mg/L de acido sialico, con por lo menos un 2.5% en peso del acido
sialico como enlazado a lipido. Se proporciona alrededor de 50 a 100% en peso de
cada uno de los gangjli()sidos, fosfolipidos, lactoferrina, y acido sialico por un
concentrado proteinico'de suero enriquecido, con el concentrado que representa

por lo menos unos 6.5 g/L de la férmula sobre una base alimentaria.
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Una tercera realizacion de la presente invencion esta dirigida a un método de
estimulacién de microflora intestinal similar a la que se encuentra en lactantes
alimentados con pecho. El método comprende la administracion a un infante en
necesidad de la misma de una formula que comprende, una base alimentaria (A) de
por lo menos unos 5 mg/L de gangliésidos, (B)1| de por lo menos unos 150 mg/L de
fosfolipidos y (C) lactoferrina y (D) por lo menos unos 70 mg/L de acido sidlico, en
donde por lo menos 2.5% én peso del acido sidlico es enlazado a lipido. Son
proveidos alrededor de 50 a 100% en peso de cada uno de los gangliésidos,
fosfolipidos, lactoferrina, y éllcido sialico por L|m concentrado proteinico de suero

enriquecido, con el concentr;ado que represen{ta por lo menos unos 6.5 g/L de la

formula sobre una base alimentaria.

Se descubrié que, ademas de la asimilacion de algunos ingredientes encontrados
en la leche humana, las férmulas infantiles de la presente invencion también
reducen el riesgo de diarrea como se demostrd en un estudio de un modelo animal
descrito a continuacion. El estudio muestra una reduccion en la duracion de la
diarrea en un animal modfalo comparando la férmula infanti de la presente
invencién con una formula infantil comercial.

Tambien se descubrid que las formulas i}f1fantiles de la presente invencion
promueven el desarrollo de un perfil de microflora intestinal similar al encontrado en
infantes alimentados con fcl’>rmula, como se demostré utilizando un modelo de
sistema TIM-2. Es bien conocido que los infantes alimentados con pecho y los
infantes alimentados con férmula tienen diferencias significativas en los perfiles de
microflora intestinal, siendo la de los infantes alimentados con pecho la que se cree
mas saludable de las dos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

!
La Figura 1 es un grafico que resume el perfil de los acidos grasos de cadena corta
para una férmula infantil convencional con 0.5g/L. FOS de cadena corta después de

72 horas de fermentacién de flora de leche materna (Experimento 1)

La figura 2 es un gréafico que resume el perfil :de los acidos grasos de cadena corta
para una formula infantil convencional con| 2.0 g/L de FOS de cadena corta

después de 72 horas de fermentacion la flora de leche materna (Experimento 1)
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La Figura 3 es un grafico que resume el perfil de los acidos grasos de cadena corta
para una formula infantil convencional con 2.0jg/L de FOS de cadena corta y larga

después de 72 horas de fermentacién de flora de leche materna (Experimento 1)

Figura 4 es un gréafico que resume el perfil de los acidos grasos de cadena corta
para una realizacién de una formula infantl de la presente invencién que
comprende 0.8 g/L de FOS de cadena corta después de 72 horas de fermentacion
de flora de leche materna (E'xperimento 1)

La Figura 5 un grafico que riesume el perfil dcla los acidos grasos de cadena corta
para lactantes alimentados con pecho, que resulta de la fermentacién por medio de
la microflora en el intestino (Experimento 1)

|

La Figura 6 un grafico que resume el tipico perfil de los acidos grasos de cadena
corta para una formula infan'til convencional después de 72 horas de fermentacion

de la flora de leche materna (Experimento 1)

La Figura 7 es un grafico dé barras que muestra la duracién (dias) de diarrea en
lechones alimentados con la cualquiera de Ia\s Dietas A (formula infantil comercial
con concentrado proteinico 1de suero enriquecido en un nivel de 7.1 g/L de una
formula como base alimentaria). Los datos son la Media * SEM. (*)
Significativamente diferentes' del grupo A (p<0.05) (Experimento 2)

Figura 8 es un grafico de barras que muestra la duracion (dias) de diarrea en
cualquiera de los lechones alimentados con la Dieta A y C (férmulas infantiles
comerciales con concentrado proteinico deisuero convencional) o la Dieta B
(formula infantil con concentrado proteinico de'suero enriquecido en un nivel de 6.4
g/L de la férmula sobre una base alimentaria) (IExperimento 3)

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las composiciones de la presente invencion comprenden gangliosidos, fosfolipidos,

lactoferrina y acido sialico, cada uno de los cuales es proporcionado todo o en parte
|

por un concentrado proteinico de suero enriquecido, cada uno de los cuales de

describe en detalle a continuacion.
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El termino “infante” aqui uéado se refiere a individuos de no mas de un afio de
edad e incluye infantes desde 0 a alrededor de 4 meses de edad, infantes de
alrededor de 4 a 8 meses de edad, infantes de alrededor de 8 a 12 meses de edad,
infantes de bajo peso al nacer menor de 2500 gramos, e infantes nacidos
prematuramente de menos de aproximadamente 37 semanas de edad de
gestacion, tipicamente de alrededor de 26 sémanas a 34 semanas de edad de
gestacion. j
El término “férmula infantil” aqui usado, a menos de que se especifique de otro
modo, se refiere a formulaciones que comprenden grasa, proteina, carbohidratos,
vitaminas y minerales vy que son adecuadas para administracion oral a infantes
como complemento, primario, © como unica fuente de nutricion, no limitando
ejemplos en los cuales se incluye polvos reconstituidos, concentrados diluidos y

preparados liquidos para alimentacion de lactantes.

El término “como alimento” aqui usado, a menos de que se especifique de otro
modo, se refiere a férmulas liquidas adecuadas para administracion oral directa a
un infante, en donde las formulas son |IC]UIdOS listos para consumir, poivos

reconstituidos o concentrados diluidos.

Todos los rangos de ingredientes aqui usados, a menos de que se especifique de
| 4
otro modo, son usados para caracterizar las formulas infantiles de la presente

invencion son en peso de la férmula infantil en una base alimentaria.

Todos los porcentajes, partes y proporciones aqui usadas son en peso de la
composicion total, a menos dé que se especifique de otro modo. Todos los pesos a
los que se refiere la lista de i'ngredientes son basados en el nivel activo, por tanto,
no incluye solventes o sub-p;roductos que pueidan ser incluidos en {os materiales

disponibles comercialmente, a menos de que se especifique de otro modo.

Las formulas de la presente invencidén también pueden ser substancialmente libres
de cualquier ingrediente esencial opcional o seleccionado o caracteristica aqui
descrita, siempre que la férmula remanente aln contenga todos los ingredientes
requeridos o caracteristicas aqui descritas. En este contexto, a menos de gue se
especifique de otro modo, el término “substancialmente libre” significa que la
composicion seleccionada contiene menos de una cantidad funcional del

ingrediente opcional, tipicamente menor de 0.1% en peso, y que también inciuye un
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porcentaje cero en peso de tales ingredientes esenciales opcionales o

seleccionados.

Todas las referencias o caracteristicas singulares o limitaciones de la presente
invencion deberan incluir la correspondiente‘l caracteristica plural o limitacién, y
viceversa, a menos de gque se especifique de otro modo o claramente implique lo

contrario debido al contexto en el cual se hace referencia.

|
Todas las combinaciones de etapas métodos o procesos aqui usadas, pueden ser
realizadas en cualquier orden, a menos de que se especifique de otro modo o
claramente implique lo contrario debido al contexto en el que esta hecha la

combinacion referenciada. !

Los métodos y composiciones de la presente; invencion, que incluye los mismos
componentes, pueden comprender, consistir en, o esencialmente consistir en los
elementos esenciales y limitaciones de la i"nvencién aqui descrita, asi como
cualquier ingrediente adicional u opcional, 1componentes o limitaciones aqui

descritas u otra cosa Util en la aplicacion de la formula nutricional.

Concentrado Proteinico de Suero Enriquecido
|
Las férmulas infantiles de la presente invencion comprenden niveles seleccionados
de concentrados proteinicos de suero enriquecidos que proveen, en su totalidad o
en una parte, los gangliésidos, la lactoferrina, fosfolipido y componentes de acido
sialico en la formula. El concentrado proteinico de suero enriquecido puede
proporcionar alrededor de 10% a 100%, que incluye alrededor de 50 - 100%, que
incluye alrededor del 50% a alrededor del 90%, e incluye también alrededor del
60% a alrededor del 85%, en peso, de cada uno de los fosfolipidos totales,
gangliosidos, lactoferrina y niveles de acido sialico en la formula infantit. Aunque los
ultimos compuestos pueden ser adicionados individualmente y separadamente,
como compuestos aislados de la leche de un mzlamifero u otfa fuente adecuada, se
prefiere que la mayoria si no todos los compuestos sean proporcionados por el

concentrado proteinico de suero enriquecido.

El nivel de concentrado proteinico de suero enriquecido en ia férmula infantil debe
superar alrededor de 6.5 g/L de la férmula en una base alimentaria. Tales

concentraciones también pueden variar de alrededor de 6.5 a alrededor de 10.9
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g/L, que incluye alrededor de 6.6 g/L a alrededor de 8.5 g/L y también incluye de

alrededor de 6.7% a alredédor de 7.3% de Ial féormula, en una base alimentaria.

Los concentrados proteinicos de suero eﬁriquecido para uso en las férmulas
infantiles de la presente invencién son los E.que tienen una alta concentracion de
materiales de membrana globular de grasa de leche. Los materiales de membrana
globular grasa de leche y materiales asociados a membrana que rodean los
glébulos grasos de la leche rica en triacilglicerol en bovinos u otros mamiferos.
Muchos de los compuestos identificados en !os materiales de membrana globular
de grasa de leche son presentados en concentraciones mucho mas altas en la
leche de humanos que en las formulas infantiles comerciales. Por adicién de
concentrados proteinicos de suero enriquecido en tales materiales a una férmula
infantil, la formula resultante es mas similar en composiciéon a la leche humana,
especialmente con respecto a concentraciones en la leche humana de
ganglidsidos, fosfolipidos, lactoferrina y acido siiélico.

!

El término “concentrado protginico de suero enriquecido” aqui usado, a menos de
que se especifique de otro modo, generalmente se refiere a cualquier concentrado
proteinico de suerb que tiene por lo menos un 3%, mas tipicamente un 5% en peso
de fosfolipidos, de los Cualés al menos un 20% en peso de esfingomielina, al
menos un 0.5% , tipicamente al menos un 1.2% en peso de &cido sidlico; y al
menos un 0.05%, tipicamente al menos 0.1% en peso de gangliésidos. Al menos

un 2.5% en peso de acido sialico del concentrado es enlazado a lipido.

Las fuentes adecuadas de concentrados proteinicos de suero enriquecido incluyen
cualquier concentrado protelnlco de suero que tiene los niveles anteriormente
descritos de ingredientes ennquecndos sin limitar ejemplos en los cuales se incluye
LACPRODAN® MFGM-10, Concentrados Proteinicos de Suero, disponibles en los
ingredientes lacteos (Arla Food Ingredients), Denmark, los cuales contienen 6.5%
de fosfolipidos, 0.2% de gangliésidos, 1.80% de acido sidlico (como minimo 2.5%
de acido sidlico enlazado a lipido en peso del |total de acido sialico) v 1.5% de
lactoferrina, en peso del concentrado.

Acido Sialico

Las formulas infantiles de la presente invencion comprenden acido sialico en una

concentracién, en una base alimentaria, de al menos 70 mg/L, que incluye

do
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alrededor de 90 mg/L a ah“ededor de 4000mg/L, que ademas incluye 190 mg/litro a
alrededor de 2000 mg/L, tambien incluye alrededor de 300 mg/L a alrededor de 900
mg/L, con al menos 2.5%, incluyendo alrédedor de 2.6% a alrededor de 10%,
incluyendo alrededor de 2.7% a alrededor dilel 5%, en peso de acide sialico como
enlazado a lipido. Alguno o todo el acido si?lico puede ser proporcionado por un
concentrado proteinico enriquecido como el a'lqui descrito.
| |

El componente de acido sidlico de lipido ligado de la férmula infantii se encuentra
mas tipicamente en la forma de un gangliééido, el cual inherentemente contiene
acido sidlico de lipido-ligado. El gangliosido éomponente de la presente invencion,
como se describe a continuacion, puede por lo tanto ser una fuente primaria o unica

del acido sialico enlazado a lipide componente de la presente invencion.

El término “acido sialico” a.qui utilizado, a menos de que se especifique de otro
modo, se refiere a todas las formas conjugadas y no conjugadas del acido sialico,
que incluye derivados del acido sialico. El acido sialico en la férmula infantil de la
presente invencion puede por lo tanto incluir acido sidlico libre, acido sialico de
proteina-ligada, acido sialico de lipido ligado, (que incluye gangliésidos), acido
sialico de carbohidrato-ligado y combinacicnes o derivados de los mismos. Todas
las concentraciones de acido siélico aqui descritas estan sobre la: base del
porcentaje en peso del compuesto de acido sialico o fraccién propia, mencs
proteina, lipido, carbohidrato,‘; 0 otros conjugados ligados a la estructura de acido

i

sialico.
Las fuentes de acido siélicb para uso en las férmulas infantiles puede ser
adicionado o obtenido como ingredientes separ?ados. Sin embargo, en general, el
acido sialico se proporciona principalmente coﬁno un ingrediente intrinseco de un
componente del concentrado proteinico de suero, preferiblemente a partir de un
concentrado proteinico de suero enriquecido como el aqui descrito. Aunque menos
preferido, el acido sialico puede ser obtenido desde y afiadido como un ingrediente
separado a la férmula infantil, en el caso de ser adicionado el acido sidlico, éste es

combinado con el acido sidlico inherente de otros ingredientes para proporcionar el

contenido total de acido sialico en la formula infantil.

Como un compuesto individual o fraccién, el acido sialico es un amino azicar de
nueve atomo de carbono, estructura faciimente descrita en la literatura quimica.

Otros nombres generalmente aceptados son acide N-acetilneuraminico que incluye

gt
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acido sialico, acido o-siélico; acido 5-acetlamido-3,5-dideoxi-D—incero-D-gaIacto-2-
nonulosonice; acido 5-acetamido-3,5-didebxi-D-gIicero-D-gaIactonqusonico; acido
aceneuramico, N-acetil-neuraminato; acido N-acetilneuraminico; NANA; NANA,
NeubAc y NeuSAc. | 1

b

|

Las fuentes de &cido sialico pueden ser naturales o sintéticas, e incluir cualquiera
de las de 40 que naturaimente se encuentran vy derivados de acido sidlico
identificados actualmente, lo cual incluye &cido sialico libre, oligosacaridos
conjugados (por ejemplo, sialiloligosacariildos), conjugados lipiditos (es decir,
glicolipidos), conjugados proteinicos (es decir, glicoproteinas)' y combinaciones de
las mismas. | '

El acido sidlico aqui utilizado incluye sialiloligosacaridos cominmente encontrado
en la leche humana, ya sea natural o sintético, los dos mas abundantes son el
3’sialillactosa (3°SL, NeuNAcaZ-3Galactosaﬁ’1-4Giucosa) y 6’sialillactosa (6°SL,
NeuNAcaZ-GGalactosaB1—4Glucosa). Otros sialiloligosacaridos adecuados inciuyen
aquellos que contienen uno o mas moléculas conjugadas de acido sidlico para

aumentar la leche humana u otros oligosacaridos mas complejos.

Otros acidos sidlicos para usar aqui incluyen cualquier glicolipido correspondiente
que también es adecuado p'ara uso en una formula infantil, que incluye ganglidsidos
tales como glicolipidos conteniendo acido sialico que comprenden un acido graso,
esfingosina, glucosa, galactosa, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina vy
moléculas del acido N-acetilneuraminico. Estos compuestos de acido sialico
tambien pueden incluir uno o mas de las varias glicoproteinas comunmente
encontradas en la leche humana que son lconocidas por ser sialilatadas (por
ejemplo, k-caseina, a- lactoalbumina, lactoferrina)
|

Fuentes adecuadas para uso aqui incluyen aislados, concentrados, o extractos de
leche de mamiferos o productos mamifero, que!_ incluyen leche humana y bovina. La
leche bovina es la fuente preferida de uso aqui, que incluye concentrados

proteinicos de suero enriquecido como los aquiildescritos.

Fuentes individuales de acido sialico para uso aqui incluye Lacprodan CGMP-10
(glicomacropeptido de caseina con 4.2% de acido sialico), disponible de ArlaFood
Ingredients, Denmark; y glicomacropeptido de Biopure (con 7 - 8% de acido sialico),
disponible en Davisco Foods internacional, Eden Prairie, Minesota, USA.

42
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Aunque las formulas infantiles pueden cdmprender glicomacropéptidos como una
fuente de acido siélicé son substancialmente reducidas en el contenido de
glicomacropéptido. El glicomacropéptido és parte de la molécula de caseina de la
proteina de la leche bovina. Unicamente una pequefia cantidad de
glicomacropéptidos libres se encuentra en la leche descremada, pero el
concentrado proteinico de suero contiene|altas cantidades de glicomacropéptidos
libres. Se ha encontrado que los glicomacropéptidos no son tolerados por los
infantes asi como otras fuentes de acido; sidlico. Asi pues, la férmulas infantiles
hechas con concentrado proteinico de suero  tienen alto contenido de
glicomacropeptidos, pero podria ser menos tolerada por los infantes.

En el contexto, el termino “reducido substancialmente” significa que las formulas
infantiles preferiblemente contienen menos|de un 0.5% que incluye menos de 0.4%
que incluye también menos de 0.35% e inoi:Iuye menos de cero por ciento en peso

de la formula como glicomacropéptidos libres en una base alimentaria.
!

Convencionalmente las férmulas infantiles tipicamente contienen desde 0.6 a 0.8%

de glicomacropéptidos como un ingrediente intrinseco de un tipico concentradoc

proteinico de suero a partir de suero de queso.

% Gangliosidos
|
Las formulas infantiles de {a presente |invencion comprenden concentrados
enriquecidos de uno o mas gangliésidos, un grupo de compuestos de un
glicocoesfingolipido (cerar:nida y oligosacarido) con uno o mas acidos sidlicos (acido
N-acetilneuraminico) unido a la cadena oligosacarida. Algunos o todos los
gangliésidos pueden ser p!roporcionados por el concentrado proteinico enriquecido

como fue descrito aqui.

Los gangliosidos son componentes normales de las membranas plasmaticas de las
células de un mamifero y son particularmente abundantes en las membranas
neuronales. Estos estdn compuestos por una porcion hidrofébica, la ceramida, y
una porcién hidrofilica, una cadena oligosacarida que contiene una o mas
moléculas de acido sidlico.

Las fracciones de oligosacaridos de los ganglibésidos tienen diferentes estructuras
quimicas que constituyen la base de referencia para la separacion de gangliésidos
y su reconocimiento como entidades individuales. La fraccion de ceramida de los
gangliésidos mas comunes tiene una composicion de acido graso heterogéneo con

una prevalencia de derivados C18 y C20.

a5
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Los ganglidsidos son cominmente nombrados usando las designaciones M, D y T,
las cuales se refieren a {mono-, di- y tritrisialoganglidésidos, respectivamente, y los
namero 1, 2, 3 etc. Se refieren al orden de,migracidén de los gangliésidos sobre una
capa de cromatografia en capa delgada. P!or ejemplo, el orden de migracién de los
monosialoganglidésidos en una cromatografia en capad delgada es GM3 > GM2
>GM1. Para indicar las variaciones dentroc de las estructuras basicas, ademas son
l, GD1a, etc.

|

b

. ) : N
Las formulas infantiles de la presente invencion comprenden al menos 5 mg/L de
i

adicionados subindices, por ejemplo GM1a

gangliésidos, que incluye alrededor de 7 mg/L, incluye también alrededor de 10 a
alrededor de 30 mg/L. 1
Estas concentraciones de ganglidsidos son similares a las encontradas en la leche
humana, las cuales tipicamente contienen‘ por lo menos 3 mg/L de gangliésidos,
mas tipicamente entre alrededor de 3m/L y alrededor de 30 mg/L de gangliésidos.
Estos gangliésidos para uso en las férmullas infantiles tipicamente contiene uno o
mas, mas tipicamente todos, los gangliééidos GD3, O-acetil-GD3 y GM3. Estos
ganglibésidos generalmen'te representan por lo menos un 80%, mas tipicamente un

90% en peso de los gang’liésidos totales en la formula infantil aqui descrita.

Las fuentes adecuadas de ganglic’)sidc}ns aqui descritas incluyen aislados,
concentrados o extractos de la leche de un mamifero o productos de la leche, que
incluyen leche humana y bovina. La leche bovina es la fuente preferida, que incluye
concentrados proteinicos;de suero enriquecido como los aqui descritos.

Las fuentes individuales de gangliosidos adecuados para se usados aqui incluyen
el Gangliésido 500 (>0.5% GM3 y < 1.0% de GD3) y el Ganglidsido 600 (>1.2% de
GD3) disponibles de la Fonterra, Nueva Zelanda.

Las concentraciones de gangliésidos para el propésito de definir las formulas
infantiles de la presente invencién son m?didas de acuerdo con el método para

gangliésidos descrito a continuacion.

Fosfolipidos

Las formulas infantiles de la presente invencién comprenden concentraciones

enriquecidas de fosfolipidos. Tales concentraciones son mas altas que las
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encontradas en férmulas; infantiles convencionales pero similares a las encontradas
en la leche humana. Algunos o todos los fosfolipidos pueden ser proporcionados

por el concentrado proteinico de suero enriquecido como el aqui descrito.

|

Los fosfolipidos aqui usados incluyen aquellos comunmente encontrados en

bovinos y leche de otros mamiferos. L‘os fosfolipidos preferidos incluyen la
esfingomielina, fosfaditil, etanolamina, fosfatidil colina, fosfatidil inositol, fosfatidil
serina, y combinaciones de las mismas. Las mas preferidas son las combinaciones
de todos los cinco fosfolipidos, especialmelnte tales combinaciones en las cuales la
esfingomielina representa por lo menos un 20% en peso de fosfoslipidos totales.
|

Las concentraciones de fosfolipidos en las formulas infantiles de la presente
invencion son por lo menos de 150 mg/L, que incluye airededor de 200 mg/L a
alrededor de 600 mg/L, que también incluye alrededor de 250 a alrededor de 450
mg/L. La leche humana, por comparacién, generalmente contiene alrededor de 163
a alrededor de 404 mg/L de fosfolipidos, con esfingomielina que representa cerca

del 51% del total de fosfoljpidos.

Las fuentes adecuadas de fosfolipidos para ser usadas aqui incluyen aislados,
concentrados o extractos de leche de un mamifero o productos lacteos, incluyendo
leche humana y bovina. La leche bovina es{, la fuente preferida de fosfolipidos aqui
usada, que incluye concentrados proteinicé:s de suero enriquecido como los aqui
descritos.

.
Otras fuentes de fosfolipidos adecuadas incluyen soya, tales como la lecitina de
soya. Las foérmulas infantiles de la presente invencidén, sin embargo, son
preferiblemente y substancialmente libres de fosfolipidos de soya.
Las formulas infantiles también son preferiblemente y substancialmente libres de
fosfolipidos provenientes de huevo, el cual también se refiere como lecitina de
huevo. En éste contexto, el término “Libre substancialmente” quiere decir que las
formulas infantiles contiene menos de un 0.5%, mas preferiblemente menos de
0.1%, que incluye cero por ciento en peso de fosfolipidos de soya o huevo.
Fuentes individuales de fosfolipidos adecuadas para usarse aqui incluyen fuentes
~ derivadas de la leche tales como el concentrado fosfolipidico 600 (>18.0% de
Esfingomielina, >36.0% de Fosfatidil colina,!>9.0% de Fosfatidil Etanclamina, 4.0%

de fosfatidilserina), disponibles en la Fonterré, Nueva Zelanda.

a4s
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Lactoferrina

Las formulas infantiies de la presente invencién comprenden lactoferrina, una

proteina transportadora de hierro encontra‘da en la leche humana. Estas formulas

contienen concentraciones enriquecidas de lactoferrina en niveles mayores que los

encontrados en férmuias infantiles conve!‘_ncio‘nales. Parte o toda la lactoferrina

puede ser proporcionada por un concentﬁado proteinico de suero como el aqui
|

descrito. : |
|
!

|

Ei término “lactoferrina” aqui utilizado ambo‘s lactoferrina desnaturalizada y grande,
fragmentos activos biolégicamente de Iac:toferrina (por ejemplo, fragmentos de
lactoferrina) y lactoferrina desnaturaiizadla y natural. La lactoferrina es una
glicoproteina que pertenece a los transbortadores de hierro o a la familia
transferian. En bovinos 'y otra leche de mamiferos se encontrd como un
componente proteinico ménor de proteinas de suero. La lactoferrina contiene 703
aminoacidos, tiene un peso molecular de 80 kilodaltons y se encuentra también en

la leche humana.

El término “lactoferrina nativa” aqui usada se refiere a lactoferrina que no esta en
conjunto con otras proteinas o lipidos. La lactoferrina nativa puede, sin embargo,

ser unida a hierro u otros materiales. 9

Las concentraciones de iactoferrina en las formulas infantiies de la presente
invencion son preferiblemente de al menos de 50 mg/L, que inciuye entre alrededor
de 50 mg/L y alrededor de 2000mg/L, que incluye alrededor de 100 a alrededor de
1500 mg/L con al menos preferiblemente un 6% en peso, que incluye alrededor de
un 6% a alrededor de un 30%, y también incluye alrededor de un 7% a un 14%, de
lactoferrina como lactoferrina nativa. Por comparacién, la leche humana,
generalmente contiene alrededor de 1380 a alrededor de 1940 mg/L de lactoferrina.
l |
Fuentes adecuadas de lactoferrina para usar équi incluye aislados, concentrados o
extractos de leche de mamiferos o productoé lacteos, incluyendo leche humana y
bovina. La leche bovina es la fuente de lactoferrina preferida para usar aqui, que

incluye concentrado proteinico de suero enriquecido como el aqui descrito.

46
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Las fuentes individuales de lactoferrina adecuadas para usarse aqui incluye
Lactoferrina FD (80% de Lactoferrina), disponible en DMV Internacional, Veghel,

Los paises bajos.

Otros Nutrientes

Las férmulas infantiles de la presente invepcic’m comprenden grasa, carbohidrato,
vitaminas y minerales, los cuales son seieccionados en clase y cantidad para
cumplir ei unico, primario, o necesidad de sluplemento nutricional de los infantes o
la poblacion infantil definida. .

Son conocidas muchas fuentes diferente'ls y tipos de carbohidratos, grasas,
proteinas, minerales y vitaminas que pueden ser usadas en las formulas base aquf
descritas, proporcionando que tales nutrientes sean compatibles con los
ingredientes adicionados ‘en la férmulaciép seleccionada y son por lo demas

. | . . ,
ademas adecuados para uso en una formula'infantil.

I

Los carbohidratos adecuaéios para uso en las formulas aqui descritas pueden ser
simples o complejos, conteniendo lactosa o libre de lactosa, o combinaciones de
los mismos, no Iimitand? ejemplos en los cuales se incluye carbohidratos
hidrolizados, intactos, naturalmente y/o de harina de maiz quimicamente
modificados, maltodextrina, glucosa, polimeros, sucrosa, jarabe de maiz, sélidos de
jarabe de maiz, carbohidratos derivados del arroz o de la papa, glucosa, fructosa,
lactosa, jarabe de maiz de alta fructosa y oligosacaridos no digeribles tales como
fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS) y combinaciones de los

mismos.

Las proteinas adecuadas para uso en las férmulas aqui descritas incluyen
hidrolizados, hidrolizados parciales y no-hidrolizados o proteinas intactas o fuentes
proteinicas y pueden ser derivadas de cualquiera de las conocidas o si no de
fuentes adecuadas como la leche (por ejemplo, caseina, suero, proteina de leche
humana), animal (por ejemplo, carne, pescado), cereal (por ejemplo, arroz maiz),
vegetales (por ejemplo, soya) o combinaciones de las mismas.

. . o .
Las proteinas para usar aqui pueden incluir también, o ser enteramente o
parcialmente reemplazadas por aminoacidos libre conocidos o de otro tipo
adecuados para el uso en formulas infantiles, no limitando ejemplo en los cuales se

incluye alanina, arginina, asparagina, carnitina, acido aspartico, cisteina, acido
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glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, serirlla, taurina, treonina, triptofano, taurina, tirosina, valina, y
combinaciones de las mismas.

Estos aminoacidos son tipicamente usados en sus formas L-, aunque los
correspondientes isébmeros D- también pLFleden ser utilizados cuando equivalen

nutricionalmente. Tambien pueden ser utilizadas las mezclas racémicas o

isoméricas. |
|

Las grasas adecuadas para uso en las férmulas aqui descritas incluyen aceite de

coco, aceite de soya, aceite de maiz, aceitg de oliva, aceite de cartamo, aceite de

cartamo de alto contenido oleico, aceite |de algas, aceite MCT (triglicéridos de

cadena media), aceite de girasol, aceite de girasol de alto contenido oleico, aceite
de palma y aceite de almendra de palma, oleina de palma, aceite de canola, aceite
marino, aceite de semilla de algoddn, y combinaciones de las mismas. Las formulas
infantiles de la presente invencion incluyeniaquellas realizaciones que comprenden
menos de un 1.0%, que incluyen menos éie aproximadamente un 0.2%, también

incluyen cero por ciento en peso de grase de leche en una base alimentaria.

Vitaminas y otros ingredientes similares adecuados para uso en las formulas

incluye vitamina A, vitamina D, vitamina E, vitamina K, tiamina, pirodoxina, vitamina

B12, niacina, &cido fdlico, acido pantoténico, biotina, vitamina C, colina, inositol,
!

sales y derivados y combinaciones de los mismos.

Los minerales adecuados para el uso en las férmulas base incluyen calcio, fosforo,
- - . l . .
magnesio, hierro, zinc, manganeso, cobre, cromo, yodo, sodio, potasio, cloro, y

combinaciones de los mismos.

Las férmulas nutricionales para infantes de la presente invencién comprenden
preferiblemente nutrientes de acuerdoc con los lineamientos relevantes de las
férmulas infantiles dirigidos para el consumidor ¢ poblacién usuaria, un ejemplo
seria el acta de la Férmula Infantil, 21 U.S.C Seccion 350(a).

|
Las concentraciones de groteina, lipidos, y carbohidratos preferidos para uso en las

formulas se encuentran enunciados en la siguiente tabla.

Tabla 1: Rango de macro nutrientes

%



WO 2008/005862 PCT/US2007/072528

18
Nutriente Rango ' g/100 kcal g/100 g de gllitro como

polvo base

Preferido 8-16 30-90 54 - 108

Carbohidrato | Mas preferido 9-13 45 - 60 61-88
Preferido 3-8 ' 16-35 20-54

Lipido Mas preferido 4-66 25-25 27 - 45
Preferido 1-35 8-17 7-24

Proteina Mas preferido 1.5- 34I 10-17 10-23

1. todos los términos numéricos son prerferibfemente modificados por ei término

“aproximadamente”

|
\
Las formulas infantiles pueden incluir también por 100 kcal de formula unc o mas

de los siguientes:

Vitamina A ( de alrededor de 250 a apro|ximadamente 750 1U), Vitamina D ( de
alrededor de 40 a aproximadamente 100 IU), Vitamina k (mayor que 4 um
aproximadamente), vitamina E (por lo menos 0.3 |U aproximadamente), vitamina C
(por lo menos 8 mg aproximadameqte), tiamina (por lo menos 8 ug
aproximadamente), vitamina B12 (por lo menos 0.156 pg aproximadamente),
niacina (por lo menocs 250 Hg aproximadalmente), acido félico (por lo menos 4 ug
aproximadamente), acido pantoténico (pori lo menos 300 yg aproximadamente),
biotina (por lo menos 1.5 pg aproximapamente), colina {por lo menos 7 mg

aproximadamente) e inositol (por lo menos ? mg aproximadamente).

)
!

Las formulas infantiles pueden incluir también por 100 kcal de formula uno o mas
de los siguientes: |

Calcio (por lo menos 50 mg aproximadamente), fasforo (por lo menos 25 mg
aproximadamente), magnesio (por lo menos 6 mg aproximadamente), hierro ( por lo
menos 0.15 mg aproximadamente), yodo (por lo menos 5 pg aproximadamente),
zinc (por lo menos 0.5 mg aproximadamente), cobre ( por lo menos 60 pg
aproximadamente), manéaneso (por lo menos 5 ug aproximadamente), sodio (de
alrededor de 20 a aproximadamente 60 mg), potasio (de alrededor de 80 a
aproximadamente 200 mg), cloro {de alrededor de 55 a aproximadamente 150

mg), y selenio (por lo mencs 0.5 mcg aproximadamente),

Las formulas infantiles pueden contener ademas fructopolisacaridos, concentrados
los cuales pueden variar hasta aproximadamente el 5% en peso de la formula, en

" una base alimentaria, que incluye alrededor de 0.05% a aproximadamente 3%, que
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| ,
incluye también alrededor de 0.1% a aproximadamente 2%. Estos

fructopolisacaridos pueden ser de cadena larga (por ejemplo, insulina), cadena
corta (FOS o fructooligosacaridos), 0 combinaciones de los mismos, con mezclas
que comprenden variedad de estructural dg longitud de cadena, la mayoria de los

cuales tienen un GP (grado de polimerizacion) de alrededor de 2 a
|

i

, . . . .y .
Las férmulas infantiles de la presente invencion pueden comprender ademas

aproximadamente 60.

acidos grasos poliinsaturados tales como el acido docosahexanoico, acido
araquidonico, o combinaciones de los mismos. Cualquier fuente de acidos grasos
de cadena larga es adecuada para usar aqqi, siempre que tal fuente sea segura y
efectiva para uso en infantes, y sea compatible con los otros ingredientes
seleccionados en la formula infantil. Las concentraciones de acido araquidonico en
las formulas infantiles de;la presente invencion pueden variar hasta un 2%, mas
preferiblemente de alrededor de 0.1% a aﬁroximadamente 1.0%, preferiblemente
aun mas de alrededor de 0.15 a aproximad'amente 0.7%, incluyendo alrededor de
0.2% a aproximadamente; 0.45%, incluyendo también de alrededor de 0.38% a
aproximadamente 0.43% en peso de los acidos grasos totales en la férmula. Las
concentraciones de acido docosahexanoico en las formulas infantiles de la
presente invencion pueden variar hasta aproximadamente un 1%, que incluye de
alrededor de 0.09% a aprbximadamente un 1%, incluyendo tambien alrededor de
01% a aproximadamente|0.36% en peso de los acidos grasos totales en la
formula.  No limitando ejemplos de algunas fuentes adecuadas de acido
araquidonico y/o acido docosahexandico que incluye aceite marino, aceite de
derivados de huevo, aceite de hongos, aceite de algas, otros aceites de células

individuales y combinaciones de los mismos.

i _
Las formulas infantiles pueden comprender ademas otros ingredientes opcionales

las caracteristicas fisicas, quimicas, estétticas, 0 de procesamiento de las
composiciones 0 servir como componelntes nutricionales adicionales o
farmacéuticos dirigidos a los infantes o la po'placién infantil. Muchos de aquellos
ingredientes opcionales son conocidos u ot:ros son adecuados para el usoc en
producto nutricionales y pueden ser usados también en las formulas infantiles de la
presente invencion, siempre que tales materiales opcionales sean compatibles con
los materiales esenciales aqui descritos y sean adecuados para el uso en una

formula infantil. |

5O
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No limitandc ejemplos de tales ingredientes opcionales que incluyen tales anti-
oxidantes adicicnales, agentes emulsificantes, amortiguadores  (buffers),
colorantes, sabores, nucle6tidos y nucleésidos, probidticos, prebidticos, y derivados

relacionados, agentes espesantes y estabili'zantes y asi sucesivamente.
Método de uso

La presente invencion también esta dirigida!la un método de reduccidn del riesgo de
diarrea en un infante, que incluye la reducc'ic'm de tal riesgo por la reducciéon en la
duracion de la diarrea en un infante prope!nso al desarrollo de o causado por la
diarrea, mediante la preparacion y posterio# administracion o instruir al encargado
para administrar las formulas infantiles a u? infante como una unica fuente, fuente
primaria, o fuente complementaria de nutricion. Se favorece una unica fuente de

nutricion. ’

.
La presente invencion est%l dirigida también a un métodec de produccion de un perfil
de microflora intestinal sif‘nilar al que es encontrado en infantes alimentados con
pecho, por medio de la preparacion de las formulas infantiies aqui descritas y
posterior administracion o linstruccién al cuidador o para administrar la férmula a un
infante como una unica' fuente, fuente primaria, o fuente complementaria de

nutricion. Se favorece una Gnica fuente de nutricién.

La presente invencion se dirige también a uln método para proporcionar nutricion a
un infante por medio de la preparacién de las formulas infantiles aqui descritas y
posterior administracién o instruccién al cuidador o para administrar la férmula a un
infante como una Onica fuente, fuente primaria, o fuente complementaria de

nutricién. Se favorece una Unica fuente de nutricion.

En el contexto de los métodos de la presente invencion, las formulas infantiles
pueden proporcionar a los infantes con Unica, primaria o nutricion suplementaria.
Para realizaciones en polvo, cada método puede incluir también los pasos de
reconstruccion del polvo con un vehiculo acuoso mas tipicamente agua o leche
humana, para formar la densidad calérica deseada, la cual es administrada por via
oral a los infantes para proporcionar la nutricion deseada. El polvo es reconstituido
con una cantidad de agua, u otro fluido adecuadc como la leche humana, para

producir un volumen y perfil nutricional adecuado para una alimentacion.
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Las formulas infantiles del la presente invencion tendrdn mas tipicamente una
densidad calorica de alrededor de 19 a aproximadamente 24 kcal/oz, mas
tipicamente de alrededor de 20 a aproximadamente 21 kcal/oz, en uha base

alimentaria.

|

Método Analitico de Gangliosidos

. o i . ,
Las concentraciones de | Ganglidsidos paﬁa usarse aqui son determinadas de

- " o
acuerdo al siguiente metogo analitico.
|

i

Los lipidos totales son extraidos de Lacprohan MFGM-10 o muestras de formulas
infantiles, con una mezcla de cloroformo:metanol:agua. Los gangliésidos son
purificados del extracto de lipido total por medic de una combinacion de diisopropil
éter (DIPE)/1-butanol/parti‘cic’)n de la fase acuosa y extraccion de la fase sdlida a
través de un cartucho C-18. Los lipidos Iiéados de acido sialico (LBSA, por su
abreviacion en ingles) en los gangliosidos purificados se miden
espectrofotométricamente por medio de la reaccién con resorcinol. La cantidad de
gangliosidos en las muestras se obtiene al multiplicar el LBSA por un factor de
conversion. Esté factor se obtiene de la proporcién del peso molecular de los
gangliosidos y las unidades de acido sialico.

Debido a que los gangliésidos son una famili'a de compuestos con diferentes pesos
moleculares y numero de‘residuos de écid‘o sidlico, se utiliza la separacion por
medio de CLAE para medir la distribucion de gangliésidos individuales con el fin de

calcular con mas precision éste factor de conversion.

Estandares

o Disialogangliosido Gb1, de cerebro de bovino, min. 95% (CCD) SIGMA. Ref.
G-2392

* Monosialogangliosido GM1, de cerebrcg de bovino, min. 95% (CCD) SIGMA.
Ref. G-7641 |

e Sal de amonio de Dlisialogangliosido GD3, de mantequilla de bovino, min.
98% (CCD) Calbiochem,
Ref. 345752 o Matreya, ref. 1503

+ Sal de amonio de Mdnosialogangliosido GM3, de leche de bovino, min. 98%
(CCD) Calbiochem, Ref. 345733 o Matreya, ref. 1504

57
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» Acido N-acetilneuraminico, (acido siajlico, NANA) de Escherichia coli, min.

98% SIGMA, ref. A-2388. |
Los estandares de ganglisidos no son considerados como verdaderos estandares
desde que los proveedores tipicamente no garantizan sus concentraciones. Por

ésta razon, las concentraciones son estimadas como medidas del LBSA por medio

del procedimiento con. el resorcinol. lLos estandares son diluidos con

cloroformo:metanol (C.M)| 1:1 (v/v) a una Iconcentracic’)n tedrica de 1-2.5 mg/ml

dependiendo del tipo de ‘gangliosido. Son rtomadas alicuotas de 10, 20 y 40 pl,,

llevadas a sequedad bajo corriente de| N2 y medidas como se explica a
continuacion (Medida del LBSA). Una concentracion promedic de las tres alicuotas

es considerada como la concentracion del estandar de gangliosido expresado como
!
LBSA.

La concentracion de gangliésido se obtiem?j al multiplicar el LBSA por un factor de

conversion obtenido de la relacion del peso molecular

L, PM Gangliosid . : g
Factor Conversion: - g —— donde n = numero de unidades de dcido sidlico
nx PM Acido Sidlico
Reactivos

¢ Cloroformo, grado HPLC (CLAE), Prolabo.

¢ Metanol, grado HPLC (CLAE), Mercl|<.

¢ Diisopropil éter, grado HPLC (CLAE), Prolabo.
¢ Acetato de Butilo, PA, Merck.

« 1-Butanol, PA, Merck.

» Fosfato dibasico de Sodio, PA, Panreac.

o Acido clorhidrico 35%, PA, Panreac.

e Sulfato de Cobre, PA, Panreac.

¢ Resorcinol, 99%, Merck

e Cloruro de Sodio, PA, Panreac.
Equipo

¢ Balanza analitica, con una precision de 0.1 mg.
¢ Viales para CLAE,

B3
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¢ Micro jeringas Hamilton (50, 100, 250, 500, 1000 ul)

o CLAE: Alliance 2690 de Waters.
o CLAE con detector UV, nimero de referencia 2487, Waters.
* Integrador CLAE: Waters Milennium 32.

¢ Solvac Filter Holder (polipropileno), ref. N° 4020.

¢ Filtros de membrana Durapore de 0.45 um, ref. N° VLP04700
¢ Multi-reax Vortex (I-Eleidolph) |

* Pipetas digitales (2l20, 5-50, 40-200, 200-1000 ¥])]

e Tubos de vidrio par!a centrifugar de fo:ndo redondo de 10ml.
e Tubos de vidrio para centrifugar de fo:ndo redondc de 50ml.
e Tubos de vidrio para centrifugar de fo:ndo conico de 40ml.

e Cartuchos C-18 de 500 mg (5 ml, ref.552602-U. Supelco)

e Evaporador REacti-Vap Ill modelo po:rt-27 (Pierce)

e Centrifuga !

e Bafo ultrasonico |

¢ Colectores de vacio- EFS modelo poirt-24

*» Bomba de vacio Dilphragm

o Triple-Block Reacti;-Therm Il {Pierce)

¢ Bomba de vacio- agua

e Pipeta de vidrio Pasteur |

* Dispensador de solvente organico (2.:5-25 mil)

o Vortex (Heidolph)

e Bario de agua de 40 - 100 °C.

e Pipetas de vidrio (5, 10, 25 ml)

» Espectrofotometro (ThermoSpectronic UV500).

Procedimiento

Extraccion lipidica: Los extracto lipidicos son preparados asi: Muestras de 1 g de la

formula o 100 mg de Lacprodan MFGM-10 son pesadas dentro de un tubo de vidrio
para centrifugar de fondo redondo (tubos de 50 ml para la férmula y tubos de 10 ml
para el Lacprodan MFGM-10). Son adicicnados 25 ml de cloroformo:metanol:agua
(C:M:A) 50:50:10 (v/v) por gramo de muestra, estando las muestras completamente
dispersadas por medio de agitacién y so}micacién por un minuto. Los tubos son
incubados por 45 min a temperatura ambiente con agitacién vigorosa y continua

(2000 rpm) con pulsos de bafio de sonicacidon cada 15 min. Las muestras son
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centrifugadas (1500 x g, 10 min, 15 °C). Los sobrenadantes son transferidos a
tubos centrifugos de vidrio de base conica de 40 ml llevandolos a sequedad bajo N,
a 37°C. Mientras tanto, los pellets son extraidos de nuevo con 12.5 ml de C:M:A
por gramo por 15 min a temperatura ambiente con agitacion continua (200 rpm) y
con pulsos de bafio de sonicacion de 1 min cada 7.5 min. Después de centrifugar,
los sobrenadantes son combinados con los primeros en Iso tubos de 40 ml y la
evaporacion continua. Los pellets son Iavagos con C:M 1:1 (v/v) e incubados 10
min en las mismas condiciones que los antelariores, con pulsos de sonicacién cada
15 min. Después de centrifugar, los sobrenédantes también son adicionados a los
tubos de 40 ml y evaporados. }

\
La fraccién de gangliésidos es purificada a ;Igartir del extracto de lipido total por una
combinacion de diisopropil éter (DIPE)/1%Butanol/particién de la fase acuosa
descrita por Ladisch S. y Gillard B. {1985) Un método para la particion de solvente
para la purificacion de gangliésidos a micrd-escala, Anal. Biochem, 146:220-231.
Esto es seguido por una elxtraccic’m en fase sélida a través de cartuchos C-18 como
los descritos por Williams M. y McCluer R. (1880), El uso de cartuchos Sep-PakTM
C-18 durante el aislamiento de ganglidsidos, J. Neurochem, 35:266-269 con
modificaciones.

Biisopropil éter/1-Butanol/Particion acuosa con NaCl: 4 ml de DIPE/1-Butanol 60:40

(v/v) son adicionados al extracto lipidico |seco. Las muestras son agitadas vy
sonicadas para lograr una suspension fina éel extracto lipidico. Son adicionados 2
ml al 0.1% de solucién acuosa de NaCl, y los tubos son agitados alternativamente
y sonicados por pulsos de 15 segundos durante 2 min, y centrifugados luego (1500
x g, 10 min, 15 °C). La fase organica superior (contiene los lipidos neutrales y los
fosfolipidos) y se remueven cuidadosamente usando una pipeta Pasteur teniendo
cuidado de no remover la interfase.

La fase acuosa inferior contiene los gangliésidos y se extrae dos veces con el
volumen original del solvente organico frTasco. Las muestras son evaporadas

parcialmente bajo corriente de N2 a 37°C dtiJrante 30-45 min hasta que el volumen

(cercano a los 2 ml) es reducido a aproximadamente la mitad del volumen original.

1

Extraccion en fase solida (EFS) a través de un cartucho C-18 de fase reversa: 500

mg de cartuchos C-18 estan equipados con 24 puertos de lineales del colector de
vacio EFS y activados con tres lavados consecutlvos de 5 ml de metanol, 5 ml de

C:M 2:1 (v/v) y 2.5 ml de metanol. Luego, los cartuchos son equilibrados con 2.5 ml

Bh
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de 0.1% de solucion acuosa de NaCl:metanol 60:40 (v/v). Son medidos los
volimenes de las fases inferiores evaporadas parcialmente, llevandolos hasta 1.2
ml con agua, y adicién de 0.8 ml de metanol. A continuacion, los cartuchos son
centrifugados (1500 x g, 10 min) para remover cualquier material insoluble y
cargandolos dos veces en el cartucho C-18. Los cartuchos de EFS se finalizan con
10 ml de agua destilada para remover sale,'s y contaminantes solubles en agua y
posterior secado al vacio por 30 segundos.' Los gangliésidos son eluidos con 5 ml
de metanol y 5 ml de C:M|2:1 (v/v), secadoé bajo corriente de N2 y redisueltos en 2
ml de C:M 1:1 (v/v). La_!s muestraé y Ios’, solventes son pasados a traves de
cartuchos por gravedad :o por fuerza de vacio con una relacion de flujo de 1-1.5
ml/min. Los gangliésidos son almacenados a -30°C hasta el analisis. Los
gangliosidos totales son medidos como LBéA. Una alicuota de 500 ul es puesta en
tubo centrifugo de vidrio de 10 ml, secado bajo N2 y medido por medio del ensayo
del resorcinol (3).

' !
Medicion del LBSA: Se ariade 1 ml de reactivo de resorcinol y 1 ml de agua. Los

tubos son ahuecados y ci:alentados por 15 min a 100 °C en un bafio de agua en
ebullicion. Después del célentamiento los tubos son enfriados en un bafio de agua-
hielo, se afiaden 2 mlfde acetato de butilo:butanol 85:15 (v/v), los tubos son
sacudidos vigorosamente vigorosamente por un minuto y luego son centrifugados
a 750 x g por 1 min. Son tomadas las fases superiores y medidas a 580 nm en un
espectrofotometro, las soluciones estandar de NANA (0, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 yg/ml)
son tratadas de la misma forma y usadas|para calcular la concentracion de acido

sialico en las muestras.

El reactivo de resorcinol es preparado asi: 10 ml de resorcinol al 2% en agua
demonizada, 0.25 ml 'de sulfato de cobre 0.1 M, 80 ml de acido clorhidrico
concentrado, completando a volumen de 100 ml con agua. El reactivo se prepara

diariamente protegido de la luz.

Separacion de los gangliésidos por medio de CLAE (HPLC): Los gangliésidos son

separados por medio ge CLAE en un !equipo Alliance 2690 con Detector de
Absorbancia Dual, de Waters utilizando una columna Luna-NH2, 5 pm, 100 A, 250
x 46 mm de Phenomenex, ref. 00G-4378-EQ. Son eluidos a temperatura ambiente
con el siguiente sistema de solventes: acetonitrilo-buffer de fosfato en fracciones de
volumenes diferentes y fuerzas i6nicas de acuerdo con el método de Gazzotti G.,
Sonnion S., Ghidonia R. (1985), Separacion de mezclas de gangliésidos no-
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derivatizados por medio d'e cromatografia liquida de alta eficiencia en fase normal.
J. Chromatogr. 348:371-378.
Se utiliza un gradiente con dos fases maoviles:
s Solvente A: Acetonitrilo — & mM buffer de fosfato, pH 5.6 (83:17). Se prepara
éste buffer ‘
con 0.6899 g de NaHPO4.H,O en 1L! de agua, el pH es ajustado en 5.6.
¢ Solvente B: Acetoriltrno 20 mM Buffer de Fosfato, pH 5.6 (1:1). Se prepara
éste buffer ! i
con 2.7560 g de N!aH2P04.H20 en 1L! de agua, el pH es ajustado en 5.6.

- ] g
Se usa el siguiente programa de gradiente de elusion:
‘ [

Tiempo Flujo ,’ ]
(min) (ml/min) ) % A %B
0] 1 i 100 0
7 1 ( 100 0
. 60 1 ' 66 34
61 1 0 100
71 1 0 100
72 1 100 0
85 1 100 0

Las muestras son extraidas en fase- hqwda particionadas y extraidas en fase-
solida como se explicd anteriormente. Una alicuota de 0.5 ml de la muestra de 2 ml
en en C:M 1:1 se evapora bajo nitrégeno y es redisuelta en 0.150 ml de agua. Para
la perfecta reconstitucilén, la muestra es agitada y sonicada. La solucidn final es
transferida a un vial de CLAE (HPLC). El volumen inyectado es de 30 pl para

, t
muestras y estandares!

|
t

Los estandares GD3 inM3 son medidos por el procedimiento del resorcinol y las
verdaderas concentraciones son calculadas como se xplico anteriormente. Son
preparadas en agua cuatro soluciones estandar que contienen GD3 y GM3 y un
blanco. Las concentraciones de Io’s estandares de calibracion van de
aproximadamente 0-6.5 mg/ml para (;3D3 y de 0-0.2 mg/ml para GM3. Las
concentraciones exactas de cada grupo de estandares pueden variar dependiendo

de la pureza de los estandares.
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Se inyecta un grupo de estandares cada vez! que el sistema esta puesto en marcha,
por ejemplo, para una nueva columna. Se comprueba la correcta ejecucién del
sistema por la inyeccién de un estandar clle concentracion intermedia cada 10
corridas. Si la concentracion interpolada| no esta entre 95% - 105% de la
concentracion teorica, se inyecta un nuevo glrupo de calibracién y se utiliza para los

calculos posteriores. I
i |
' |

Método Analitico para la Lactoferrina Nativa

Las concentraciones de Lactoferrina Nativa para ser usadas aqui son
determinadas de acuerdo con el método para CLAE aqui descrito (Cromatografia

de exclusidon de tamano). Los parémetrctas de prueba son, por ejemplo, los
|

siguientes: |
¢ Columnas (2 en serie): Shodex KW-8104 (Waters #36613) y Shodex KW-803
(Waters # 35946)

e Fase movil: 525 mL de H20 Milli-Q Plus, 475 mL de acetonitrile, 0.5 mL de
acido trifluoroacético.

¢ Relacion de Flujo: 0.2 ml/minuto.

¢ Temperatura: 40 °C;.

o Detector: UV a 205 ‘nm, 214 nm, 280 r’1m.

s Inyeccion; 2.0 pL } |

 Tiempo de corrida: 150 minutos. |

« Rango del esténdar: LF: 20 — 80 mg/L

e Prep de la muestra WPC:~1.0 mg/mL en fase mévil.

Método de Fabricacion

Las férmulas infantiles de ;Ia presente invencion pueden ser preparadas por medio
de cualquier u otra técniéa efectiva conocida, adecuada para hacer y formular
infantes u otras férmulas similares. Tales técnicas y variaciones de las mismas para
cualquier féormula dada son determinadas yI aplicadas facilmente por una persona
versada en el arte de fabricacidn o formulacién nutricional infantil, durante la
preparacion de las férmulés descritas en la p|resente invencion.

!

Los métodos de fabricacion de formulas infantiles de la presente invencién pueden

incluir la formacion de una papilla desde una o mas soluciones las cuales pueden
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contener agua y uno o mas de los siguierﬁtes: Carbohidratos, proteinas, lipidos,
estabilizantes, vitaminas y minerales. Esta p'apilla es emulsificada, homogenizada y
enfriada. Pueden ser adicionadas otras soluciones, mezclas u otros materiales
antes de la emulsién_ resultante, durante o después de su procesamiento. Esta
emulsion puede ser diluida, esterilizada y émpacada» en forma de liquidos listos
para consumir (ready-to-feed) o concentrados liquidos, o puede ser esterilizada y
subsecuentemente proce:sada y empacada como un polvo reconstituible (por
ejemplo atomizacion en seco, mezcla seca, aglomerado).

Son descritos otros métodos adecuados para hacer formulas infantiles, por
ejemplo, en la Patente U.S. 6,365,218 (Borschel) y la solicitud de Patente U.S.
20030118703 A1 (Nguyen, y colaboradores), tales descripciones son incorporadas

] . |
aqui como referencia. |
|

|

|

|
EXPERIMENTO |

El objetivo de éste experimento es evaluar los efectos de las formulas infantiles de
la presente invencidn sobre la microflora intestinal, y comparar aquellos efectos con
los producidos por la leche humana. '

Esto se logra por la medicion de las concentraciones de acidos grasos de cadena
corta que provienen de la leche humana y de las férmulas infantiles utilizando un
sistema modelo validado del intestino IargoJ‘

Es bien conocido que el perfil de microflora intestinal de lactantes alimentados con
pecho es diferente del producido por infantes alimentados con férmula. Y desde
que la microflora intestinal es responsable de afectar la produccion de &acidos
grasos de cadena cortaien el intestino, la diferencia entre el perfil de microflora
intestinal de infantes alimentadas con pecho y el de infanies alimentados con
formula puede ser evalu:ado por medio de las mediciones de sus concentraciones
respectivas de acidos g’;rasos de cadena corta en el colon. Infantes alimentados
con pecho tipicamentei producen mas altas cantidades de acetato y bajas
cantidades de propianatlo y butirato en comparacién con los infantes alimentados

|
con férmula. ‘ '

Se utiliza un sistema modelo del intestino largo para conducir las evaluaciones
(Sistema TIM-2, Calidad de Vida TNO, Zeist, Los paises Bajos.). en este sistema

en particular, 1a microflora colénica de un infante alimentado con pecho se

5
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introduce a una férmula infantil de prueba y se anotan los cambios que ocurren en

los perfiles de acidos grasos de cadena pequefia.
J

Cada férmula infantil para ser evaluada es predigerida de modo que su adicién al
sistema TIM-2 es representativa de las caEracteristicas quimicas de una féormula
infantil que pasa por el intestino delgado después de pasar a travées del estomago
y el intestino delgado del|infante. El sistema TIM-2 contiene microbiota cultivada
representativa de muestrés fecales de infantes exclusivamente alimentados con

pecho, tipicamente infantes de 2 — 4 meses de edad.

Como la microflora de la lactancia materna es alimento predigerido de férmula
infantil, en curso de 72 h periodo de fermentacion, los productos finales de la
fermentacion (acidos grasos de cadena pequefia) cambia como se refleja por
medio de cambios en las proporciones relativas de acidos grasos de cadena corta
definidos (acetato, propionato, butirato). El perfil SCFA a las 72 horas de cada
formula de prueba es comparada con la de un perfil conocido SCFA de leche

humana (Figura 5) y con la de una formula infatil convencional (figura 6).

Este experimento evalia y compara el perfil SCFA de las siguientes formulas
infantiles: (Férmulas 1-4). -

Tabla 2
Formula 1 Foérmula 2 Férmula 3 Férmula 4
Formula Formula Formula Formula
infantil infantil infantil infantil
comercial comercial comercial Ejemplo 1
Ganglidsidos 32-48 32-48 32-48 14
mg/L i
Acido Sialico 115-1‘50 115-150 115-150 10
mg/L f
Lactoferrina 2.6; 2.6 2.6 100
mg/L '
Fosfolipidos 1 18| 118 ll 118 450
mg/L O |
FOS- cadena 0.5 2.0 - -

6O
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corta mg/L
FOS- cadena L - 2.0 -

larga y corta

mg/L

Perfil de acido graso de cadena peque':ﬁa a las 72 horas en presencia de

I '
flora de Iactanclla materna

n-butirato 1 (l?% 1 O%i 10% 15%
Propionato 28% 8% | 9% 7%
Acetato 62% 82% 81% 78%
Resumen de Figura 1 Figura 2 Figura 3 Figura 4
resultado |

Un resumen de los perfiles SCFA después de 72 horas de cada una de las
formulas se muestra en las Figuras 1-4, respectivamente. Para efectos de
compasion, un perfil tipico SCFA en el colon de un infante alimentado con pecho de
2 — 4 meses de edad se muestra en la figura 5 (Gibson, G.R. y M.B. Roberfroid,
1995, Modulacién dietaria de la microbiota colénica humana: introduciendo el
concepto de prebidticos, Journal of Nutrition, 125; 1401-1412) mientras que el perfil
tipico SCFA después de '}"2 horas cuando una férmula infantil basada en leche
predigerida (férmula infantil convencional) és introducida como Unica fuente de
nutricién, se muestra en la Figura 6 (Know, J., Scholtens, P., Kafka, C.,
Steenbakkers. J., Gross, S., Helm, K., Klarczyk, M., Schopfer H., Bockler H.-M., y
Wells, J., 2004, microflora de colon en una férmula de alimentacion de infantes con

galacto- y fructo-oligosacariidos: Journal Pediatric Gastroenterology, 40(1): 36-42.

A partir de los resultados resumidos anteriormente, puede verse que la férmula
infantil de la presente invencion (Férmula 4) resulta .en un perfil de actividad
metabdlica, como se refleja por medio de las concentraciones relativas SCFA de n-
butirato, propionato y acetato, similar al de infantes alimentados con pecho (Figura
5), y significativamente diferentes de los perfil‘es asociados con una formula infantil
convencional (Figura 6). Este perfil de actividad metabdlica como el de los infantes
alimentados con pecho ayu&aré a producir un medio intestinal que puede inhibir el
crecimiento de patdgenos ipotenciales, como C. difficile y ademas prevenir la
probabilidad de enfermedades diarréicas infecciosas (Marleen H.M.C van Nuenen
P. Diederick Meyer, y Koen Venema, 2003. Los efectos de diversas inulins y
Clostridium difficile sobre la actividad metabdlica de la microbiota colénica humana

in vitro, Microbial Ecology in Health Disease, 15: 137-144).

6\
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|
Cabe sefalar que cada :;una de las Férmulas 1 — 4 contenia FOS, un ingrediente
bien conocido por su efeéto probidtico sobre el perfil de microflora en el intestino.

Las formulas 2 y 3 contenian 2 g/L de FOS y produjo predeciblemente un perfil
SCFA similar al de la leche humana, mielntras que una férmulacién idéntica con
Unicamente 0.5 g/L de FOS (Foérmula 1) dio como resuitado un perfil SCFA similar
al de una formula infantil‘convencional. Deimodo interesante, la Formula 4 produjo
un perfil SCFA similar al de la leche humaﬁa aunque éste contiene Unicamente 0.8
g/L de FOS. Se cree q!ue la concentracion seleccionada y la combinacién de
lactoferrina, acido sidlico, fosfolipidos, y ganglibésidos de la Férmula 4 es la

responsable del perfil SCFA similar al de la leche humana.

| EXPERIMENTO I

El objetivo de éste estudio es comparar los beneficios en cerdos recién nacidos ya
|
sea en una férmula control o una de las dos realizaciones de formulas diferentes
: ] l. , . .y
de la presente invencidn con concentraciones enriquecidas de ganglidsidos,

fosfolipidos, lactoferrina y acido sialico.
Antecedente

Un cerdo recién nacido constituye un modelo apropiado para evaluar la previa
intervencién nutricional all disefio e implementaciéon de pruebas clinicas en
humanos. Su idoneidad reside en las similitudes de la fisiologia gastrointestinal del
lechon al de el neonato humano. El modelo es una herramienta dtil para predecir la
tolerancia de férmulas infantiles (Millar, E.R., Ullrey, El cerdo como modelos para la
nutricion humana, Annu Re;/. Nutr. 1987; 7; 361-82). El presente estudio se disefid
para proveer una valoraci(');n biolégica de los efectos de dos realizaciones de la
presente invencion. l '
Se observan importantes en el area de redu'c;cién de riesgo de diarrea, es decir,

duracién reducida de la diarrea.

|
Disefio Experimental
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El estudio es Iongitudinalke incluye 3 grupos de lechones alimentados con dietas
experimentales, A, B o C (ver tabla 3) con t‘res tiempos de sacrificio después de 8-
9, 15-16 y 29-30 dias de alimentados. !

Un grupo adicional, se sacrifico en el inicio |del estudio, se utilizd como referencia.

El estudio es dividido en dos experimentos. Los lechones son proporcionados por
una granja certificada. i “
|

En el primero de los dos experimentos, 33 lechones domésticos machos (4-5 dias
de edad) son alojados en jaulas de alambre de acero inoxidable (2 animales por
jaula) en condiciones de temperatura de 27-30 °C. Los animales son alimentados 4
veces al dia con una dieta de cerdo adaptada, de acuerdo a sus requerimientos
nutricionales. Después de un periodo de adaptacion de tres dias, tres lechones son
sacrificados. El tiempo en el cual estos animales son sacrificados se considera
como Tiempo Cero en el estudio. El resto de los lechones es emparejado por peso
y camada, y son divididos e‘n tres grupos (n=10, n=10, y n=10, respectivamente)
que son alimentados tambiéri 4 veces al dia con las siguientes dietas:

¢ Dieta A: Similar a Iq férmula Infantii Similac® Advance® disponible de
faboratorios Abbott, Célumbus, Ohio, USA. Con concentrados proteinicos de
suero convencionales. | ‘

+ Dieta B y C: Realizacion de la férmula infantil de la presente invencion con
concentrado proteinicc; de suero enriquecido en un nivel de 7.1 g/L de
formula como base alimentaria.

|
Las dietas A, B y C son adaEptadas en términos de micronutrientes (minerales y
vitaminas) a los requerimientoljs especiales de los lechones neonatos. La siguiente
tabla muestra la composicién de las dietas A, B, é’) y una dieta de cerdo estandar.
1
Tabla 3: Dietas experimentales
Dieta de | Dieta de | Dietas A, B C | Dietas A,BC

cerdo cerdo por 100 g por 100 gml
estandar por | estandar por
100 g 100 mi
Proteina 25.5 4.79 10.9 1.40
Grasa 36.3 6.82 28.9 3.71
Carbohidratos 31 5.83 53 6.81
Ceniza 5.2 0.98 | 5.2 0.67
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Humedad 2 0.38 2 0.26
Minerales |
Na (mg) 201.9 37.96 201.9 25.94
K (mg) 800 150.4|0 800 102.80
Cl (mg) 300 56.40 300 38.55
Fe (mg) 32.7 6.15, 32.7 4.20
Zn (mg) 13 744 13 1.67
Cu (mg) 0:8 0.15 0.8 0.10
Mg (mg) 613.4 11.54 61.4 7.79
Mn (mg) 0.!5 0.09 0.5 0.06
Ca (mg) 1069 200.9|7 1069 137.37
P (mg) 792 148.90 792 101.77
| (Hg) 61.7 11.60 61.7 7.93
Se(ug) 20 3.76 20 2.57
Vitaminas |

Vitamina A (1U) 4QO 75.20 400 51.40

Vitamina D (IU) 53 9.96 53 6.81

Vitamina E (1U) 5 0.94 5 0.64

Vitamina K (ug) 21.5 4.04] 215 2.76
Tiamina {(B1) 0.2 0.04 0.2 0.03

(mg)
Ribofiavina (B2) 0.5 0.09: 0.5 0.06
(mg)
Piridoxina (B6) 0.317 0.06 0.317 0.04
(mg) !
Cianocobalamina 3.!5 0.66 3.5 0.45
(B12) (Mg) ;
Acido 2 0.38 2 0.26
pantoténico (mg)

Acido folico (ug) 100 18.80 100 12.85
Biotina (ug) 26.5 4,98, 26.5 3.41
Niacina (mg) 3 0.56 3 0.39

Vitamina C (mg) 71.25 13.40 71.25 9.16
Colina (mg) 170 31.96 170 21.85

Otros
Nucledtidos (mg) - - 56.14 7.21
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Energia 55?.7 103.91 515.7 66.27
i .
Tabla 4
Dieta A (control) | Dieta B Dieta C
Proteina Milacteal-65 PSNU 2900¢ PSNU 29007
(7.1 g/L como (7.1 g/L como
alimento) alimento)
Gangliosido mg/L 3.2-4.8 14 14
Acido sialico mg/L 115-1 50 190 190
Acido sialico :<O.1% 2.5-3.0 2.5-3.0
enlazado a lipidos
(% en peso de
acido sidlico total)
Fosfolipido mg/L 118 450 450
Lactoferrina mg/L [ 2.6 100 100
FOS g/L 0 2 2
Lactoferrina nativa ~12 ~12 ~12
% en peso de ’
lactoferrina %
Acido araquidénico 04 0.4 0.2
-% en peso de
total de acidos
grasos |
Acido 0.15 0.15 - 0.1
Docosahexaenoico
- % en peso de
total de acidos i
grasos |

1. Milacteal-75, concentrado proteinico de suero, Dairy Specialities, Inc. MILEI GMBH,
Alemania
2. lLacprodan MFGM10, concentrado proteinico de suero enriquecido, Arla Food

Ingredients, Denmark.

|
Todas las dietas, una vez preparadas, son utilizadas inmediatamente o

almacenadas en tarros en atmésfera inerte a 4°C y usadas dentro de 24 horas. Las
!

dietas estan en forma de polvo y son reconstituidas con agua 18.8% en peso para

la dieta de cerdo adaptadafy al 12.85% en peso para las Dietas A, By C.
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Las dietas liquidas reconstituidas son vertidas en los comederos de las jaulas. El
liquido remanente es removido y medido y los comederos son limpiados
previamente para la subsiguiente alimentacion.

Por cada grupo, 3 o 4 lechones son sacrificz!ados alos8-9,615-16y 29 - 30 dias
después de iniciada la alimentaciéon con' el control (Dieta A) o las formulas
experimentales (Dietas B )I/ C).

|
En el segundo experimento, 44 lechones domesticos machos (4 - 5 dias de edad)

son alojados individualménte en el mismo tipo de jaulas lugar descrito para el
primer experimento. El Protocolo de alimentacion es el mismo y 4 lechones son
sacrificados después del periodo de ad%\ptacién para completar el grupo de
referencia. El resto de los lechones es emparejadc por peso y camada y divididos
en tres grupos (n=13, n=1‘3, y n=14, respectivamente) que son alimentados con las
dietas A, b y C. Uno o dos lechones mas, son incluidos en cada grupo para

reemplazar a los retirados.

La ingestion alimenticia y%el peso ganado son monitoreados 4 veces al dia y dos
veces a la semana, respe;ctivamente por cada lechén. La incidencia y la duracion
de la diarrea son documentadas y evaluadas. La diarrea se define como la
consistencia acuosa de la deposicion {puntuacién de 5) por dos dias 0 mas con
concomitante de pobre crecimiento. Una velz la diarrea persiste es confirmada, los
lechones afectados son trétados con antibidticos siguiendo los protocolos estandar

para el lechon neonato.
Resultados
Retirados

Experimento 1: Un lechén del grupc A es muy pequefio al nacer y no compagina
con el resto de los cerdos bebes. Un lechén del grupo C muere 10 dias después de
comenzar. Otro lechén del grupo C es una hembra, como se confirma al final del
experimento. Consecuentemente, n para el grupo A a los 29-30 dias es 3 en vez

de 4, y n del grupo C a la misma edad es 2 en vez de 4.

Experimento 2: Un lechdn ?muere durante el periodo de adaptacion. Otro lechon del

grupo B muere 6 dias des'pués de comenzar. Dos lechones del grupo A y uno del

(A¢
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|
grupo B son excluidos del estudio debido a que son muy pequefios al momento de

nacer y no crecen como el resto de lechones.

Consecuentemente el estudio completo fije‘i)do en 7 lechones por cada tiempo y
grupo se cumple en todos los grupos exc:epto para le grupo A a los 29-30 dias
(n=6)

|

Pes|o corporal e nggsta alimentaria
La evolucién del peso corporal y la ingesta i.=1Iimentaria| es muy similar para los tres
diferentes grupos dietarios. No hay diferencias en la evolucion del peso corporal
entre grupos por la duracion del experimento. La ingesta dietaria es
significativamente alta en el grupo C que en los grupos A y B, Unicamente por el
intervalo de tiempo entre 16 y 28 dias. Para el resto de los tres tiempos no hay
diferencias entres los grupos. No hay diferericias entre grupos cuando la ingesta es
representada como ingesta dietaria acumulada. Asimismo, La evolucién de la
eficiencia alimentaria, calculada como gramos de peso corporal /100 kcal de
ingesta es similar para los tres grupos. Cuando diferentes intervalos de tiempo son
considerados o por el periodo de estudio Cpmpleto no se encuentran diferencias
entre los grupos. |

¢

Diarrea

El numero de lechones que sufrieron de diarrea durante el estudio es similar para
los tres grupos dietarios (no se notaron importantes diferencias). Sin embargo,
culando se analiza la duracién de los episddios de diarrea (Figura 7) es posible
detectar diferencias importantes entre grupos. La duracion de la diarrea es
significativamente mas baja en el grupo C que en el grupo A y grupc B mostrando
una tendencia (p=0.1512) de ser mas baja que el grupo A por este parametro. De
hecho si la correccion Boferronils no es utilizada para ésta ultima comparacion, se

encuentra una tendencia mas fuerte, con un valor de p de 0.0504.

Conclusiones
|

|

La duracion de la diarrea es significativamente mas baja en el grupo C que en

grupo A, y grupo B mostra:ndo una tendencia (p=0.1512) de ser mas baja que el

grupo A por este parametro. De hecho si lalcorreccion Boferronils no es utilizada
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para ésta Ultima comparacion, se encuentra una tendencia mas fuerte, con un valor
de p de 0.0504.

|
[0125] la reduccion de la diarrea parece ser el resultado de usar un concentrado
proteinico con niveles enriquecidos de Lactoferrina, fosfolipidos, acido siélico y
ganglidsidos (PSNU 2900 WPC para las muestras B y C) al ser Comparado con un
aislado proteinico de suero convencional|{(SIMILAC ADVANCE ® Férmula Infantil,

Laboratorios Abbot, Columbus, Ohioc — modificado para la muestra A)

i
!
t

| EXPERIMENTO i

Este segundo estudio animal es conducido, similar en protocolo al usado en el
Experimehto Il, excepto que éste estudio compara el rendimiento de los beneficios
de las siguientes alimentaciones:

e Dieta A: realizacion de la fc')rmu]a! infantil de la presente invencion con
concentrado proteinico de suero enriquecido en un nivel de 6.4 g/L de
formula sobre una: base alimentaria. _

¢ Dieta B: Similac A'dvance ® Férmul% Infantil, Laboratorios Abbot, Columbus,
Ohio, E.U., con concentrado proteini:co de suero convencional.

o Dieta C: Enfalac DHA + ARA™ Férmula Infantil, disponible de Bristol-Myers

Squibb (Tailandia), con concentrado proteinico de suero convencional.

Diseiio Experimental

El estudio es longitudinal e incluye tres grupos de lechones alimentados con las
dietas experimentales A, I? o C (Ver tabla 4) con dos tiempos de sacrificio después
de 7-8 dias y 14 -15 dias de alimentados. Un grupo adicional de lechones
alimentados con leche de cerdo es incluido en el estudio como una referencia. Los
animales en el grupo de leche de cerdo son emparejados por edad para coincidir
con el tiempo de sacrificio de los animales alimentados con las dietas
experimentales. Los animales del grupo de leche de cerdo son sacrificados al inicio
del estudio, después de 14-16 dias de edad, 'y después de 23-24 dias de edad.

Dieciséis lechones domésticos (3-4 dias de edad) son proporcionados por una
granja certificada. Cuarent"a y ocho de los lechones son emparejados por peso,
camada y sexo, Yy son divididos en tres grupos (n=16, n=16, y n=16,

respectivamente). Cuatro de los lechones remanentes son asignados al azar a los
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tres grupos (1 al grupo A, 1 al grupo B, y 2 al grupo C). Los lechones son alojados
en jaulas de alambre de|acero inoxidable en una habitacién acondicionada a 27 °C.
Los animales son alimentados cuatro veces al dia con una dieta de cerdo
adaptada, de acuerdo a sus requerimientos nutricionales por un periodo de tres
dias. Seguidos los tres dias del periodo de adaptacion, los lechones son
alimentados cuatro veces al dia con una de las tres dietas experimentales. El
tiempo en el cual los qnimales son alim!entados por primera vez con la dieta

. N @ .
experimental se considera Tiempo Cero en el estudio.

|
Las siguientes tablas muestran la compos‘icién de la dieta de cerdo estandar y de
las dietas A, By C. }

Tabla 5: Dietas Experimentales

Dieta de | Dieta de | Dietas A | Dietas Dietas | Dietas
cerdo cerdo y B porf/A y B|C por|C por
estandar | estandar | 100 g por 100 | 100g | 100 mi
por 100 | por 100 | ml
g m ‘
Proteina 25.5 4,79 10{.9 1.40 12 1.5
Grasa 36.3 6.82 28|.9 3.71 30 3.9
Carbohidratos 31 5.83 53 7.1 52 6.7
Ceniza 5.2 0.98 2.%) 0.37 3.5 0.45
Minerales
Na (mg) 201.9 37.96 126 16 147 19
K (mg) 800 | 150.40 | 552 71 620 80
Cl (mg) 300 56.40 342 44 390 50
Fe (mg) 327 ¢ 6.15 9.5 1 9.4 1
Zn (mg) 13 2.44 3.94 1 5.8 1
Cu (mg) 0.8 0.15 0.2173 0.061 370 .048
Mg (mg) 61.4 11.54 32; 4 47 6
Mn (mg) 0.5 0.09 0.05 0.006 .076 .01
Ca (mg) 1069 200.97 1410 53 390 50
P (mg) 792 148.90 | 221 28 260 33
| (mcg) 61.7 11.60 32 4 79 10
Se(mcg) 20 3.76 12 17.3 2

28]
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Vitaminas ;
Vitamina A (IU) | 400 ! 75.20 1577 203 470 60
Vitamina D (IU) [ 53 9.96 315 41 310 40
VitaminaE (IU) |5 0.94 16 9.4 1
Vitamina K (mcg) | 21.5 4.04 42 50 6
Tiamina (B1)]0.2 | 0.04 0.53? .07 0.39 .05
(mg) ’
Riboflavina (B2) | 0.5 ' 0.09 0.79 0.1 085 |0.1
(mg)
Piridoxina (B6) | 0.317 0.06 0.32 0.04 0.35 |0.05
(mg)
Cianocobalamina | 3.5 | 0.66 1.31 1.17 2.1 2.27
(B12) () |
Acido 2 0.38 2365 304 3000 | 386
pantoténico (mg)
Acido folico (ug) | | 18.80 79 10 84 11
Biotina {ug) 26.5 ' 4.98 23 3 14.7 2
Niacina (mg) 3 ' 10.56 5.5 6.3 1
Vitamina C (mg) | 71.25 13.40 47 | 6 120 15
Otros | |
Nucleotidos (mg) | - - 56 7 17 2
Energia 552.7 | 103.91 | 525 68 523 87
Tabla 6

Dieta A Dieta B Dieta C
Proteina  PSNU 29007, | 6.4 0 0
Férmula Infantil g/L
Gangliosido mg/L 17.2 4 4.6
Acido sialico mg/L 157 139 248
Acido sialico enlazado a lipido | 4.4 1.1 0.6
(% en peso de total de acido
sialico)
Fosfolipido mg/L 440 140 850
Lactoferrina nativa % en peso | ~5 ~12 ~16
de lactoferrina
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Prebiotico g/L | 0.8g/LFOS |0 3.6 (GOS +
Inilin)
Acido araquidénico % en peso | 0.4 0.4 0.65

de total de acidos grasos

Acido Docosahexaenoico - % | 0.2 I 10.15 0.35

en peso de total de acidos

grasos

1. Lacprodan MFGM10, concentrado proteinico de suerc enriquecido. Arla Food

Ingredients. Denmark |
Todas las dietas, una l vez preparadas, son utilizadas inmediatamente o
almacenadas en tarros en atmésfera inerte a 4°C y usadas dentro de 24 horas. Las
dietas estan en forma de polvo y son recor%stituidas con agua al 12.85% en peso
para las Dietas A, B y C. Las dietas liquidas reconstituidas son vertidas en los
comederos de las jaulas. El liquido remanente es removido y medido y los

comederos son limpiados previamente para la subsiguiente alimentacion.

Por cada grupo, 8 cerdos bebes son sacrificados a los 7-8, y 14-15 dias después
de iniciada la alimentacion con el control (Dietas B y C) o las férmulas
experimentales (Dietas A). |

Resulta‘do
Retirados

Cuatro lechones de cada grupo mueren. Tres de los lechones del grupo A y uno del
grupo B mueren durante el periodo de adaptacion. Un lechon del grupo B es
excluido del estudio porqde es muy pequefio al nacer y no compagina con el resto
de lechones. !

Consecuentemente, a los 7-8 dias, n para el grupo Aes 7, n para el grupoBes 8,y
n para el grupo C es 8. alos 14-16 dias, n para el grupo A es 6, n para el grupo B

es 4, y n para el grupo C es 6. !

Peso corporal e Ingesta alimentaria

La evolucion del peso corporal y la ingesta alimentaria es muy similar para los tres

diferentes grupos dietarios. No hay diferencias en la evolucion del peso corporal
: |
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entre grupos por la dura;cic’)n del experimento. No hay diferencias entre grupos
cuando la ingesta es representada como ingesta dietaria acumulada. La evolucion
de la eficiencia alimentaria, calculada como gramos de peso corporal /100 kcal de
ingesta, es mas alta pero significativamente diferente, en el grupo C que en los
grupos A y B, anicamente por el intervalo de tiempo entre 0 y 6 dias pero no hay

diferencias entre grupos.

Diarrea

El numero de lechones que sufrieron de diarrea durante el estudio es similar para
L . . :
los tres grupos dietarios (no se notaron importantes diferencias). No hay tampoco

diferencias importantes en la duracién de la ljiarrea entre grupos (Figura 8).
Conclusiones

El Experimento | muestra que las formulas infantiles que comprenden aislados
proteinicos convencionales (Dieta A) no reducen la duracién de la diarrea.

El experimento | también muestra que las lf(’)rmulas infantiles (Dietas B y C) que
comprenden niveles enriquecidos de Lacitoferrina, fosfolipidos, acido sialico vy
gangliésidos, cada uno de los cuales es perorbionado en su totalidad o en parte
por el concentrado proteinico de suero enriquecido {(PSNU 2800 WPC en 7.1 g/L de

la férmula sobre una base alimentaria) reduce {a duracién de la diarrea.

El Experimento 2 muestra que las fc')rmulals infantiles (Dieta A) que comprenden
niveles enriquecidos de lactoferrina, fosfolipido, acido sialico y gangliosidos, pero
bajos niveles de concentreado proteinico de suero enriquecido (PSNU 2900 WPC en
6.4 g/L de la formula sobre una base alimentaria) no reduce la duracion de la

diarrea.

Los resultados de ambos experimentos por tanto sugieren que las formulas
infantiles que comprenden niveles enriquecidos de lactoferrina, fosfolipido, &cido
sialico y ganglidsidos, reducen la duracion de la diarrea, siempre que la formula
incluya un nivel de umbral minimo de concentrado proteinico de suero enriquecido

como el aqui definido.
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| EJEMPLOS
|
|

Los siguientes ejemplos representan realizaciones especificas dentro del alcance
de la presente invencidén, cada uno de loes cuales es dado unicamente con el
proposito de ilustracién y no para ser interpretados como ilimitaciones de la
presente invencién. Todas las cantidades (Iajempiificadas son porcentajes en peso
sobre la base de peso total de la composicion, a menos que se especifique de otro
modo. :

Férmulas infantiles en polvo

Las siguientes son realizaciones de formula en polvo de la presente invencién, que
incluye meétodos de usar la férmula en infaPtes. Los ingredientes de cada férmula

se enumeran en la tabla a continuacion. |

Tabla 5: Ejemplos 14

| Ejemplo 1 | Ejemplo 2 | Ejemplo 3 | Ejemplo 4

Ingredientes | CANTIDADES POR 100 kg DE FORMULA
LACTOSA ? 428.76 kg | 428.76 kg | 428.76 kg | 525.02 kg
NON FAT DRY MILK LOW HEAT | 200.62 kg 197.62kg | 197.62kg | N/Akg
ACEITE DE GIRASOL DE OLEICO !
ALTO 106.53 kg 1206.53 kg | 106.53kg | 102.97 kg
ACEITE DE COCO 90.74kg |91.09kg [92.87kg |87.57 kg
ACEITE DE SOYA 86.37kg |86.37kg |86.37kg |83.49kg
LACPRODAN MFGM-10 51.00kg |53.96kg |[53.96kg |154.18kg
CITRATO DE POTASIO 7.20 kg 7.20 kg 7.20 kg 7.20kg
OLIGOFRUCTOSA |
(FRUCTOOLIGOSACARIDO) | | 7.04kg |7.04kg |7.04kg |7.04kg
CARBONATO DE CALCIO 4.018 kg 4.02 kg 4.02 kg 9.563 kg
ACIDO ARAQUIDONICO (AA) 2.87 kg 2.87 kg 1.44 kg 2.87 kg
CLORURO DE POTASIO 1614kg | 1.61kg 1.61 kg 1.717 kg
ACIDO DOCOSAHEXAENOICO
(DHA) 1.40 kg 1.05 kg 0.70 kg 1.40 kg
CLORURO DE SODIO 1.303kg | 1.30kg 1.30 kg 3.280 kg
CLORURO DE COLINA 1.04 kg 1.04 kg 1.04 kg 1.04 kg
ACIDO ASCORBICO 766.88g |766.88g |766.88g |766.88¢g
PREMIX VITAMINA 25913 746.460g | 746.46g |74646¢g |746.460g
CLORURO DE MAGNESIO 641.63g |641.63g |641.63g |218g
SULFATO FERROSO 511.98¢g 511.08 g |511.98g |508.79¢g
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TAURINA : 373.84g |373.84g |37384g |37384g
PALMITATO DE ASCORBILO | 349229 |34922g |34922g |349.22¢

VITAMINA A, D, RRR-E, K|[34500g |[34500g |34500g |345.00g
PREMIX

M-INOSITOL 254649 |25464g |25464g |25464g

5'-MONOFOSFATO DE CITIDINA | 243.188¢g | 243.19¢ 243.19¢g 243.188 g

5-MONOF.  DE  URIDINA | 1922869 | 19229g |192.29g | 192.286g
DISODICA 25% .

5-MONOFQ. DE GUANOS}INA 175.452g | 17545¢g 17545¢g 175.452 g
DISODICA

TOCOFEROL-2 ANTIOXIDANTE | 166.37g | 166379 | 166.37g | 166.37g
GRADO ALIMENTICIO

SULFATO DE ZINC 165.70 g 165.70 g 165.70 g 206.02g

5"-MONOFOSFATO DE | 92.043g |92.04g 92.04 g 92.04 g

ADENOSINA

SULFATO DE COBRE | 26.136g | 26.14 ¢ 26.14 g 27.691g
‘| ENCAPSULADO

BETA CAROTENO 30% | 11.64 g 11.64 g 1164 g 11.64 g

FOSFATO TRICALCICO . | 3.000¢g 3.00g 3.00g 3.000¢g

SULFATO DE MANGANESO 1.00g 1.00g 1.00g 1.00g

SELENATO DE SODIO 232.03 mg 2132.03 mg | 232.03 mg | 232.03mg

Cada uno de los ejemplificados puede ser preparado de una forma similar
haciendo por loc menos dos papillas separadas que son entonces mezcladas,

tratadas térmicamente, estandarizadas, evaporadas, secadas y empacadas

Inicialmente, en un tanque de mezcla de aceite bajo condiciones de nitrogeno, una
papilla de aceite es preparada por combinacién de aceite de girasol oleico alto,
aceite de coco y de soja, seguido por la adicion de palmitato de ascorbilo, beta
caroteno, vitamina ADEK y mezcla de tocoferoles. El tanque se agita por 20
minutos y los analisis QA. Seguido de la autorizacion QA e inmediatamente antes
de procesar el aceite de ARA y DHA son adicionados al tanque de mezcla de
aceite. La papilla de aceite resultante es puesta bajo agitacion moderada a
temperatura ambiente (< 30°C) hasta ser mezclado después con la otra papilla
preparada.
i

La papilla leche descremada-aceite se prepara por combinacion de la papilla
mezclada de aceite a aproximadamente 40% del fluido de la leche descremada a

35-45 °C en un proces? de agitacién cqntinua seguido de la adicion de un

0
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concentrado proteinico dejsuero enriquecido. Esta papilla de aceite — proteina se
calienta a 65 — 70 °C, clios etapas homogenizadas a 154 — 190/25-45 bares,

enfriadas a 3 — 6 °C y almacenadas en el proceso de silo.

La papilla de carbohidratos de leche descremada se prepara al disolver lactosa y
polvo de leche descremada en aproximadamente 60% del fluido de la leche
descremada a 60 — 75 °C. Esta papilla se tiene bajo agitacion en el tanque de

l .
solubilizaciéon por aproximadamente 2 minutos antes del bombeo a la placa
l

intercambiadora donde se enfria a 3-6 °C y transportado al proceso de silo donde

se mezcla con la papilla leche — aceite descremada.

La papilla mineral 1 se prepara por disolucion de cloruro de magnesio, cloruro de
sodio, cloruro de potasio y citrato de potasio en agua a 40-60 °C y puesta bajo
agitacion por un minimo de 5 minutos. La papilla mineral 1 es adicionada al proceso
de silo.

|
La papilla mineral 2 se prepara por disolucion de fosfato tricalcico y carbonato de
calcio en agua a 40-60 °C| y puesta bajo aglitaci()n por un minimo de 5 minutos. La

papilla mineral 2 es adicionada al proceso de silo.

La papilla de oligofructosa se prepara por di.solucic')n de oligofructosa en agua a 40-
60 °C y puesta bajo agitaci()n por un minimo de 5 minutos. La papilla de
oligofructosa es adicionada al proceso de silo.

El lote es agitado en el proceso de silo por un minimo de 45 minutos antes de
tomar una muestra para p’ruebas analiticas. Basados en los resultados analiticos de
las pruebas de contro! de calidad, se lleva a cabo un proceso de estandarizacion
apropiado.

La papilla de vitamina C se prepara por disolucién de citrato de potasio y acido
ascorbico en agua a 40-60 °C y puesta bajo agitacion por un minimo de 5 minutos.

La papilla de vitamina C es adicionada al proceso de silo.

La papilla vitaminas solubles en agua-inositol se prepara por disolucion de citrato
de potasio, premix de vitaminas solubles en agua e inositol en agua a 40-60 °C y
puesta bajo agitacién por un minimo de 5 minutos. La papilla vitaminas — inositol

soluble en agua es adiciolnada al proceso de silo.

7w
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La papilla de sulfato ferroslo se prepara por disolucion de citrato de potasio y sulfato
ferroso en agua a temperatura ambiente y puesta bajo agitacion por un minimo de

5 minutos.

!
La papilla nucleétidos- collna se prepara por disolucién premix nucleotido - colina

en agua a temperatura amblente y puesta bajo agitacidon por un minimo de 5
minutos. La papilla nucleottdos -colina es adicionada al proceso de silo.

El lote final se agita en ell proceso de silo por un minimo de 60 minutos antes de
tomar una muestra para ensayos analiticos. Basados en los resultados analiticos
de las pruebas de control de calidad, una correccion apropiada de pH y vitamina C

puede llevarse a cabo. El lote final es puesto bajo agitaciéon moderada a 3-6°C.

Tras una espera por un periodo no mayor a 7 dias, la mezcla resultante es
precalentada a 90-96 °C, calentada a 110-130 °C por tres segundos. La mezcla
calentada se pasa a travéis de un refrigerador flash para reducir la temperatura a
93-97 °C y luego a través de un evaporador;para alcanzar los solidos deseados. El
producto se calienta luego a 75-78 °C y se bombea a la torre spray-de secado. El
producto en polvo resultante es recogido! y almacenado en silos de polvo y
sometido a pruebas de calidad. El producto terminado es colocado en
contenedores apropiados. Se toma muestras para pruebas analiticas vy
microbiolégicas, ambas durante el proceso (in-process) y en las etapas de producto

terminado.

Procesos Alternativos

Cada uno de los ejemplifibados puede ser preparado de forma similar haciendo al
menos dos papillas separadas que son mezcladas luego, ftratadas con
calentamiento, estandarizadas, secadas, mezcladas en seco y empacadas.
|

Inicialmente, la papilla mineral-leche descremada se prepara por disolucién de
aproximadamente 80% de polvo de leche descremada en agua desmineralizada a
60-65 °C, seguida de la adicién de citrato de potasio e hidrdxido de potasio. El pH
de la mezcla resultante se ajusta a 7.7 — 8.7 con hidroxido de potasio o acido

citrico.
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El resto del polve de lechedescremada y cloruro de magnesio se adicionan a la
mezcla previamente. El pH de la mezcla resultante se ajusta a 6.7 — 7.2 con

hidréxido de potasio o acido citrico.

| . . .
En un tanque separado se prepara una nueva papilla por disolucion de cloruro de
colina e inositol en agua desmineralizada |a temperatura ambiente. La papilla

resultante se combina con la papilla mineral T leche descremada y es puesta bajo
agitacion moderada a 60 — 65 °C por un tiempo no mayor a una hora y es mezclada
luego con los ingredientes adicionales.

En un tanque separado se prepara una nueva papilla por disolucién de Taurina en
agua desmineralizada a 70 °C. La papilla resultante se combina con la papilla
mineral — leche descremada y es puesta bajo agitacion moderada a 60 — 65 °C por
un tiempo no mayor a una hora hasta que es mezclada mas tarde con los

ingredientes adicionales.

Un concentrado proteinico de suero enriquecido se adiciona a la papilla mineral -
leche descremada seguida por lactosa y oligofructosa. La papilla se agita en el
proceso de silo por minimo 30 minutos antes de tomar una muestra para prueba
analitica. El pH de la mezcla resultante serl ajusta a 6.7 — 7.1 con hidroxido de
potasio o acide citrico.
En un tanque de proceso 'de aceite, bajo condiciones de Nitrégeno, una papilla de
aceite se prepara por combinacién de aceite de girasol oleico alto, aceite de coco y
de soja, seguido por la adicion de vitamina ADEK, beta caroteno, mezcla de
tocoferoles, palmitate de ascorbilo, aceite de ARA y aceite de DHA. La papilla de
aceite resultante es puestjél bajo agitacion moderada a temperatura ambiente por un
tiempec no mayor a seis horas hasta ser mezclado después con la papilla proteina-

carbohidrato-mineral.

Tras una espera por un periodo no menor a 30 minutos, ni mayor a 6 horas, con la
papilla proteina-carbohidrato-mineral es precalentada a 70-80 °C y calentada a 84 —
86 °C. En éste punto del proceso la papilla de aceite se inyecta sobre una linea a
50 — 80 °C. La mezcla final se enfria a 68 — 72 °C y se emulsifica a través de un
homogeneizador de etapa doble a 145 — 155 bares en la primera etapa y a 30 — 40
bares en la segunda etapa. La mezcla calentada se pasa a través de una placa
enfriadora para reducir la temperatura a 3-5 °C y se almacena en un proceso silo.

1 |
|
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Una solucién mineral yi una solucibn de &cido ascorbico se preparan
separadamente por adicién de los siguientes ingredientes al mezclado procesado.
La solucion mineral se prepara por la adicidbn de los siguientes ingredientes a
suficiente cantidad de agua desmineralizada con agitacion: acido citrico, sulfato de
manganeso, selenato de sodio y sulfato de zinc. La solucidén de acide ascorbico se
prepara por la adicion de 4&cido ascérb!ico a suficiente cantidad de agua
desmineralizada para diso|lv,er los ingredientes. La mezcla procesada es puesta
bajo agitacién moderada a 3 — 5°C por un tiempo no mayor a 48 horas. Se toman

muestras para pruebas analiticas.

La mezcla enfriada se calienta a 69 - 73 °C y se homogeniza a 60 — 70/30-40

bares y se envia a la torre de secado de spray. La base en polvo del producto se

recoge y almacena en contenedores de polvo. Se toman muestra para pruebas

microbiologicas y analiticas.

Después de que se completan las correspondientes pruebas microbioldgicas y
analiticas. La base en polvo del producto se libera para el mezclado en seco del
resto de los ingredientes. Las cantidades de los ingredientes remanentes
requeridos para obtener el producto en pqlvo final se determinan y entran en el
sistema de peso automatico. El sistema p'esa todos los componentes del premix
mezclado seco (Lactosa, carbonato de calcio, cloruro de potasio, cloruro de sodio,
premix soluble en agua, nucledtido de citidina 5-monofosfato, nucledtido de
adenosina 5-monofosfato, sulfato de cobre y fosfato tribasico de calcio. La base en
polvo del producto y la mezcla premix seca es transportada a la licuadora. La

mezcla se deja bajo agitacioén por un periodo no menos a 20 minutos.

Después de que la mezcla se completa, el producto terminado se transporta a la
maquina de empacado y se coloca en contenedores apropiados. Se toman muestra

para pruebas microbiolégicas y analiticas.

Las formulas ejemplificadas (Ejemplos 1 -4) no estan limitadas a los ejemplos de
realizaciones de formulas en polvo de la presente invencion. Cada formula es
reconstituida con agua antes de usar una densidad calérica que va desde alrededor
de 19 a alrededor de 24 kcal/oz y luego de alimentar a los infantes como Gnica
fuente de nutricion durante los primeros nueve meses de vida, incluyendo los
primeros 4 meses de vida. Los infantes que usan la formula experimentan

reduccion del riesgo de diarrea y gravedad menor de la enfermedad en la forma de
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reducir la duracion de la (Ijiarrea cuando asi se inflinge. Estos infantes también
desarrollan una microflora intestina similar a la de los infantes alimentados con

pecho.

Férmulas Infantiles Liquidas
|

Los ejemplos 1-4 son modificados por medios convencionales para formar

realizaciones de férmula liquida lista para consumir (ejemplos 5 — 8) de la presente
invencion. Los ingredientes para los ejemplos 5 -8 corresponden a los ingredientes
en los ejemplos 1 — 4, respectivamente.

Las formulas ejemplificadas (Ejemplos 5 — 48) no estan limitando los ejemplos de
realizaciones de férmulas liquidas de la presente invencion. Cada formula se ajusta
a una densidad caldrica que va de alrededor de 19 a alrededor de 24 kcal/oz. La
formula alimenta a un infante como Unica fuente de nutricion durante los primeros
nueve mese de vida, incluyendo los primeros 4 meses de vida. Los infantes que
usan la féormula experimenltan reduccién deliriesgo de diarrea y gravedad menor de
la enfermedad en la forma de reducir la duracién de la diarrea cuando asi se
inflinge. Estos infantes también desarrollan{una microflora intestina similar a la de

los infantes alimentados con pecho. :



REIVINDICACIONES

LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Formula infantil quel‘comprende, sobrej’ una base alimentaria:
(A) al menos alrededor de 5 mg/L de gangliosidos
(B) al menos alrededor de 150 mg/L de fosfolipidos
(C) lactoferrina, y
(D) al menos alrededor 70 mg/L de acido sialico, con al menos
alrededor de un 2.5% en peso del acido sialico como acido sialico
enlazado a lipido;
en donde entre alrededor de 50 % a 100 % en peso de cada uno de los
gangliésidos, fosfolipidos, lactoferrina, y acido sialico son proporcionados
por un concentrado proteinico de suero enriguecido, dicho concentrado
representa por lo menos alrededor de 6.5 g/ de la formula sobre una base

alimentaria.

2. Una férmula infantil segin la reivindicacion 1 en donde el acido sidlico
enlazado a lipido representa entre alreded;or de 2.7% vy alrededor de 5% en peso
del total de acido sialico. |

3. Una formula infantil segtn la reivindic':acién 1 que comprende sobre una base
alimentaria, (A) entre alrededor de 7 mg/L'y alrededor de 50 mg/L de gangliésidos,
(B) entre alrededor de'2IOO mg/L y alrededor de 600 mg/L de fosfolipidos, y (C)

entre alrededor de 90 mg/L y alrededor de 250 mg/L de acido sialico.

4. Una formula infantil segun la reivindicacion 1 que comprende sobre una base
alimentaria, entre alrededor de 50 mg/L y alrededor de 2000 mg/L de lactoferrina,

con al menos airededor de 6% en peso de la lactoferrina como lactoferrina nativa.

5. Una formula infantil segun la reivindicacion 1 en donde los fosfolipidos

totales comprenden al menos el 20 % en peso de esfingomielina.
P p g

6. Una formula infantil segun la reivindicacion 5 en donde los fosfolipidos
comprenden esfingomielina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil colina, fosfatidil inositol,

y fosfatidil serina.
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7. Una formula infantil rsegun la reivindicacion 1 que comprende ademas entre

alrededor de 0.05% v alrededor de 5 % de un fructopolisacarido.

8. Una formula infantil segun la reivindicacion 1 en donde la formula contiene
menos de alrededor de 0.5% de glicomacropéptidos libres, sobre una base

alimentaria. '
r

|

S. Una férmula infantil segin la reivindicacion 1 en donde la formula infantil es
substancialmente libre de fosfolipidos, fosfolipides de hueve y combinaciones de

los mismos.

10. Una formula infantil segun la reivindicacion 1 en donde la formula infantil
comprende menos de alrededor del 0.2% en peso de grasa de leche sobre una

base alimentaria.

11.  Una formula infantil segun la reivindi]'cacic’)n 1 en donde la formula infantil es

un polvo. i

12, Una férmula infanti! segun la reivind{icacién 1 en donde la formula infantil es

un liquido listo para consumir. '
13. Una formula infantil segan la reivindicacion 1 que comprende, sobre una
base alimentaria, entre alrededor de 6.5 g/!_ y alrededor de 10.9 g/L de concentrado

- e l
proteinico de suero enriquecido.

14.  Una formula infantil segan la reivindicacion 1, en donde entre alrededor del
60% y alrededor del 90 % en peso de cada uno de los gangliésidos, fosfolipidos,
lactoferrina y é&cido sialico son proporcionados por el concentrado proteinico de
suero enriquecido, dicho concentrado representa al menos alrededor de 6.5 g/l de

la formula sobre una base alimentaria.

15.  Un método de reduccidn del riesgo de diarrea en un infante, que comprende
() La preparacion de una férmula infantii que comprende, sobre una
base alimentaria:

A) al menos alrededor de 5 mg/L de gangliosidos
(B) al menos alrededor de 150 mg/L de fosfolipidos

(C) lactoferrina, y

B
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(D) al menosfardedor 70 mg/L de acido sialico total, con al menos

alrededor'de un 2.5% en peso de el acido sidlico como acido
sialico enlazado a lipido;
en donde alrededor de 50 % a 100 % en peso de cada uno de los
gangliésidos, fosfolipidos, lactoferrina, y acido sialico son proporcionados
por un concentrado proteinico de suero enriquecido, dicho concentrado
representa por lo menos alrededor dJe 6.5 g/L de la férmula sobre una base
alimentaria.
(I La administracidon o instruccidon a un cuidador para administrar la

formula a un infante.

16.  Un método segun la reivindicacion 15 en donde la férmula es administrada

como Unica fuente de nutricion.

17.  Un método segun la reivindicacion 15, en donde la férmula infantil
comprende, sobre una base alimentaria, entre alrededor de 50 mg/L y alrededor de
2000mg/L de lactoferrina, con al menos alreidedor de 6% en peso de la tactoferrina

. . !
como lactoferrina nativa. |

18.  Un método segun la reivindicacion 1!5, en donde e! acido sialico enlazado a
lipido representa entre alrededor de 2.7 y alrededor de 5% en peso del 4cido sialico
total. ,

19. Un método segun la reivindicaciéon 15, en donde la formula infantil
comprende, sobre una base alimentaria, (A) entre alrededor de 7 mg/L y alrededor
de 50 mg/L de gangliosidos, (B) entre alreldedor de 200 mg/L y alrededor de 600
mg/L de fosfolipidos, y (C) entre alrededor de 90 mg/L y alrededor de 250 mg/L de
acido sialico.

r
20. Un metodo segun la reivindicacién 15, en donde el total de fosfolipidos

comprende al menos 20% en peso de esfingomielina.

21.  Un método segun la reivindicacion 15, en donde la formula infantil
comprende menos de alrededor de 0.2% en peso de grasa de leche sobre una

base alimentaria.
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22.  Un método segun la reivindicacion 15, en donde la férmula comprende

t
menos de 0.5% en peso de glicomacropeptidos libres sobre una base alimentaria.

23.  Un meétodo segun la reivindicacion 15, en donde la formula infantil
comprende, sobre una base alimentaria, entre alrededor de 6.5% y airededor de
10.9 g/L de concentrado pr‘oteinico de suero 'enriquecido.

24, Un método segun Ig reivindicacion 1fl5, en donde son proporcionados entre
alrededor del 60% vy alrededor del 90% en peso de cada uno de los ganglidsidos,
fosfolipidos, lactoferrina, y acido sialico por el concentrado proteinico de suero
enriquecido, dicho concentrado representa por lo menos alrededor del 6.5 g/L de la

formula sobre una base alimentaria.

25.  Un método de produccién de un perfil de microflora intestinal similar al
presentado por infantes al‘imentados con pecho, dicho método comprende
(1) la preparacion de una formula infantil que comprende, sobre una base
alimentaria:

A) al menos alrededor de 5 mglle de gangliésidos

(B) al menos alrededor de 150! mg/L de fosfolipidos

(C) lactoferrina, y |'

(D) al menos ardedor 70 mg/L de acido sidlico total, con ai menos
aIrededPr de un 2.5% er; peso de el acido sialico como acido
sialico enlazado a lipido

En donde son proporcionados entre alrededor de 50 % a 100 % en peso de
cada uno de Ios‘ gangliosidos, fosmlolipidos, lactoferrina, y acido sialico por
un concentrado proteinico de suero enriquecido, dicho concentrado
representa por lo menos alrededor de 6.5 g/L. de la formula sobre una base
alimentaria.

(11} la administracion o instruccion aiun cuidador para administrar la formula a

un infante.

26.  Un meétodo segun la reivindicacion 25, en donde la formula comprende,
sobre una base alimentaria, entre alrededor de 50 mg/L y alrededor de 2000mg/L
de lactoferrina, con al menos alrededor de 6% en peso de la lactoferrina como

lactoferrina nativa.

27. Un método segun la reivindicaciéon 25, en donde la férmula comprende,

&3
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entre alrededor de 6.5 g/L y alrededor de 10.9 g/L de concentrado proteinico de

suero enriquecido.

28. Un método segun la reivindicacion 25 en donde son proporcionados entre
alrededor de 60 % a 90% en peso de cada unc de los gangliosidos, fosfolipides,
lactoferrina, y acido siélicp por un concent:rado proteinico de suero enriquecido,
dicho concentrado representa por lo menos alrededor de 6.5 g/L de la formula

sobre una base alimentaria.

29. Un meétodo segun la reivindicacion 25 en donde entre alrededor de 50% al
100% en peso de la combinacion de gangliosidos, fosfolipidos y acido sidlico

proviene de un concentrado proteinico de suero enriquecido.

30. Un método segun la reivindicacion 25 en donde el 4cido sialico enlazado a
lipido representa entre alrededor del 2.7% y alrededor del 5% en peso de &cido

stalico total.

-31.  Un método segun la reivindicaciérg\ 25, en donde la férmula comprende,
sobre una base alimentaria, (A) entre alrededor de 7 mg/L y afrededor de 50 mg/L
de gangliésidos, (B) entre alrededor de |200 mg/L y alrededor de 600 mg/L de
fosfolipidos, y (C) entre alrededor de 90,mg/L y alrededor de 250 mg/L de acido
sialico. ;

32.  Un método segun la reivindicacié"n 25, en donde el total de fosfolipidos

comprende al menos un 20% en peso de esfingomielina.

33.  Un método segun la reivindicacion 25, en donde la formula comprende
menos de alrededor de 0.2% en peso de grasa de leche sobre una base

alimentaria.

34.  Un método segun la reivindicacion 25, en donde la formula comprende

menos del 0.5% en peso de glicomacropéptidos libres sobre una base alimentaria.

35.  Un método segun la reivindicacion 25, en donde la formula comprende

ademas entre alrededor de 0.05% vy alrededor de 5% de un fructopolisacarido.

o
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Figura 1. Perfil de acidos grasos de cadena corta para formula infantil convencional
con 0.5 g/L de FOS después de 72 horas en la presencia de flora proveniente de

lactancia materna.
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Figura 2. : Perfil de' acidos grasos de cadena corta para formula- infanti
convencional con 2.0 g/L de FOS de cadena corta despues de 72 horas en la

presencia de flora proveniente de lactancia materna.
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Figura 3 : Perfil de acidos grasos de cadena corta para formula infantil convencional
con 2.0 g/L de FOS de cadena corta después de 72 horas en la presencia de flora

de lactancia materna.
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Figura 4 : Perfil de acidos grasos de cadena corta para realizacién de formula
infantil de la presente invencion con 0.8 g/L de FOS después de 72 horas en |a

presencia de flora de lactancia materna.
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Figura 5. Perfil tipico de écildos grasos de cadena corta en el colon de infantes

alimentados con pecho.
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Figura 6. Perfil tipico de acidos grasos de cadena corta en el colon de infantes

alimentados con férmulas basadas en leche convencional como Unica fuente de
i |
. nutricion,
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l Duracion de la diarrea
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Figura 7. Duracion de episodios de diarrea en lechones alimentados con diferentes
dietas (Grupo A —Férmula convencional); Grupos B y C — realizaciones de formula
de la presente invencion). Los datos son la Media + SEM. (*)Diferencia significativa
del grupo A (p<0.05)
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Figura 8. Duracion (dias) de episodios de diarrea en lechones alimentados con las
dietas experimentales del Experimento |ll (Dieta A, B y C)



