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(57) Resumo: A presente invengao refere-se a um método para produzir um composto de inclusdo de flavonoide que inclui uma
etapa de clivagem que inclui tratamento de um flavonoide pouco solivel que tem uma estrutura de ramnosideo com uma enzima
que tem uma atividade de ramnosidase na presenga de uma ciclodextrina para clivar a ramnose. De acordo com o método de
produgdo da presente invengdo, um composto de inclusdo de flavonoide e uma composicao de glicosideos de flavonoides que
tem excelente solubilidade em agua podem ser produzidos com eficiéncia, de modo que o composto e a composigdo possam ser
adequadamente usados nos campos de medicamentos, alimentos, alimentos saudaveis, alimentos para uso especifico na saude,
cosmeéticos e assim por diante.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencéo para "METO-
DO PARA PRODUCAOC DE CLATRATO DE FLAVONGCIDE™,
CAMPO TECNICO

(0001} A presente invencao refere-se a um metodo para a produ-

¢cao de um composto de incluséo de flavonoide, um método para a
oroducao de uma composicao de glicosideos de flavonoides, um com-
posio de inclus@o de flavonoide, uma composicdo gue contém um
composto de inclusédo de flavonoide, uma composicédo de glicosideos
de isoquercitrina, uma composicéo de glicosideos de hespereting-7-
glicosideo, uma composicdo de glicosideos de naringenina-7-
glicosideo, um género alimenticio, um medicamento ou um cosmetico
que contém estes compostos ou composicbes e um metodo para me-
thorar a solubilidade de um flavonoide pouco soluvel que tem uma es-
trutura de ramnosideo.

ANTECENDENTES DA TECNICA

[0002] Uma vez que os flavonoides {ém um efeito antioxidanie, os

flavonoides {ém sido usados na prevencdo de deterioracéo do sabor
dos alimentos, na prevencéo de desvanecimento da cor e assim por
diante e, em listas de aditivos alimenticios, aditivos e antioxidantes ja
existentes no Japéo, foram relatadas numerosas substancias que con-
tém flavonoides como ingrediente alivo, tais como catequinas, rutinas
enzimaticamente modificadas, extratos de ruting, extratos de cha, ex-
tratos de baunitha chinesa. Além disso, foram relatadas acdes fisiolo-
gicas, antitumorais, de reducao de colesterdis, diminuicdo da pressaoc
sanguinea, reducio de acucar no sangue, reducdo de gorduras corpo-
rais e assim por diante dos flavonoides, e os flavonoides tém sido am-
plamente usados em medicamentos, géneros alimenticios e produtos
naturais, alimentos para uso especifico na saude, cosméticos e assim
por diante.

10003} Os flavonoides estdo contidos em vegetais, frutas, chas e
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assim por diante, e s&o conhecidos 3.000 ou mais tipos de flavonoi-
des, porém, muitos deles sdo pouco soluveis em agua, de modo que é
dificit usar flavonoides em géneros alimenticios, bebidas, medicamen-
tos ou cosméticos que requereriam capacidade prontamente soluvel
em agua, tal como em bebidas refrescantes, agentes aquosos & assim
por diante. Por exemplo, a solubilidade da hesperidina ou rutina, a qual
& um flavonoide representativo, € de 0,01% ou menos, de modo que é
dificit usa-la para bebidas refrescantes, locdes cosmeticas ou similar.
10004] Os flavonoides pouco soluveis podem ser classificados co-
mo aqueles que tém uma estrutura de ramnosideoc e sem estrutura de
ramnosideo, & fol relatado que a isogquercitrina, hesperetina-7-
glucosideo, naringenina ou naringenina-7-glucosideo, nos quais a
ramnose é clivada, tem maior biodisponibilidade em ratos do que a ru-
tina, hesperidina ou naringina que tem uma estrutura de ramnosideo
{(Publicacdes Nao Patente 1 a 3).

[0005] Além disso, sabe-se gue a biodisponibilidade & aprimorada
e os efeitos fisiologicos s80 efetivamente mostrados pela incluséo de
um flavonoide pouco soldvel com uma ciclodextrina ou ao submeter um
flavonoide pouco soluvel a glicosidacdo. Quanto a um composto de in-
clusdo, por exemplo, foi relatado que um composto de inclusdo de iso-
quercitrina (1M)-y-ciclodextrina (5 M) tem uma taxa de absorcdo corporal
mais elevada do que a isoquercitrina (Publicacdo de Patente 1), que,
em um experimento com camundongos, um composto de inclusédo de
hesperetina-B-ciclodextrina ou similar tem maior biodisponibilidade
(AUC: 0 a 9 horas) e efeitos mais elevados de acbes de supresséo de
reacles alérgicas, acbes de melhora do fluxoe sanguineo e sensibilida-
de a aches de melhora do frio do que a hesperetina (Publicacao de
Patente 2} e que um composto de inclusdo de naringenina-
hidroxipropil B-ciclodextrinag tem uma biodisponibilidade elevada (rato),

uma reducao de VLDL (lipoproteina de densidade muito haixa) e uma
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taxa aumentada de depuracao da glucose comparado com a naringe-
nina (Publicacdo Néo Patente 4). Quanto a glicosidagio, por exemplo,
foi relatado que os efeitos antialérgicos em camundongos sdo da or-
dem de "rutina enzimaticamente modificada < isoguercitrina < isoquer-
citrina enzimaticamente modificada” e uma isoquercitrina enzimatica-
mente modificada na qual uma ramnose € removida ¢ é soluvel em
agua mostra os maiores efeitos (Publicacdo N&o Patente 5).

100086} Alem das publicacdes acima, um método para clivar uma
ramnose de um flavonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de
ramnosideo foi descrito, por exemplo, nas Publicactes de Patente 3 a
6. Um metodo para incluir um flavonoide pouco soltvel com uma ciclo-
dextrina foi descrito, por exemplo, nas Publicacbes de Palente 2, 7 e 8.
Um método para submeter um flavonoide pouco soluvel a glicosidacdo
foi descrito, por exemplo, nas Publicactes de Patente 9 ¢ 10. Alem
disso, a Publicacdo de Patente 11 descreve um método para solubili-
zacdo gue inclui permitir gue um flavonoide pouco soluvel esteja co-
presente com uma saponina de soja e/ou uma composicao de glicosi-
deos de malonil isoflavona como um métedo para produzir um fla-
vonoide pouco soluvel prontamente soluvel em agua.

(00071 Além disso, foi descrito um metodo para melhorar a solubi-
lidade em agua caracterizado pela combinacdo de um flavonoide pou-
co soluvel com glicosideos de flavonoide prontamente soluveis em
agua como um metodo para melhorar a solubilidade de um flavonoide
pouco soluvel (Publicacdes de Patente 3 a 4 e 12) e um flavonoide so-
iGvel em agua caracterizado pelo fato de que o flavonoide contém um
flavonoide-f-ciclodextrina pouco soluvel e uma glicosit hesperidina
{(Publicacdo de Patente 8).

REFERENCIAS DO ESTADO DA TECNICA

PUBLICACOES DE PATENTES

10008] Publicacdo de Patente 1. Patente Japonesa N° 5002072
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[0009] Publicacgo de Patente 2. Patente Japonesa N° 5000884
10010} FPublicacdo de Patente 3. Patente Japonesa N° 4002151
0011} Publicacdo de Patente 4. Patente Japonesa N° 3833775
[0012] Publicacio de Patente 5. Patente japonesa N° 4488277
10013} Publicacdo de Patente 6. patente japonesa N°® 5885229
i0014] Publicacéo de Patente 7 Patente japonesa N° 3135912
[0015] Publicacao de Patente 8. Patente Japonesa N° 5000373
10016} FPublicacdo de Patente 9: Patente japonesa N°® 4202439
100171 Publicacéo de Patente 10: Palente japonesa N° 3889561
10018} Publicacio de Patente 11: Patente japonesa concedida N°

2011-225586

10019} Publicacéo de Patente 12; Patente Japonesa N° Hei-07-
10898

PUBLICACOES NAQC PATENTES

100201 FPublicacéo Nao Patente 1. Brifish Joumnal of Nutrition, 102,
976-984, 2009

(0021} Publicac8o Nao Patente 2: Biological & Pharmaceutical Bui-
fetin, 32 (12), 2034-2040, 2009

[0022] Publicacdo Ndo Patente 3. American Journal of Physiology:
Gastrointestinal and Liver Physiology, 279, 1148-1154, 2000

[0023] Publicacdo N&o Patente 4. PLOS ONE (4), e18033, 2011
[0024] Publicacgo N&o Patente 5. Journal of natural Medicines,
Oct, 87 (4), 881-6, 2013

SUMARIO DA INVENCAQ

PROBLEMAS A SEREM RESOLVIDOS PELA INVENCAO

[0025] No entanto, néao € dito que os métodos de producdo descri-

tos nas publicacdes anteriores do estado da técnica tém uma excelen-
te eficiéncia de producao, e os flavonoides obtidos ndo satisfazem su-
ficientemente uma solubilidade em agua, de modo que melhorias adi-

cionais sdo desejadas.
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[0026] Um objetive da presente invencao € fornecer um mélodo
facil e eficiente para a producadc de um composto de inclusao de fla-
vonoide e uma composicdo de glicosideos de flavonoides que fem
uma excelente solubilidade em agua. Além disso, um ohijetivo é forne-
cer um composto de incluséo de flavonoide gque tem uma excelents
solubilidade em agua, uma composicdo que contém compostos de in-
clusao de flavonoides, uma composicio de glicosideos de isoquercitri-
na, uma composicao de glicosideos de hesperetina-7-glicosideo, uma
composicdo de glicosideos de naringenina-7-glucosideo, um género
alimenticio, medicamento ou cosmético gue contém estes composios
ou composicdes e um metodo para melhorar a solubilidade de um fla-
vonoide pouco seltvel que tem uma estrutura de ramnosideo.

MEIOS PARA RESOLVER OS PROBLEMAS

(00271 A presente invencéo se refere a:

10028} [11 um meétodo para produzir um composto de inclusdo de
flavonoide que inclui uma etapa de clivagem que inclui tratamento de
um flavonoide pouco solivel que tem uma estrutura de ramnosideo
com uma enzima que tem uma atividade de ramnosidase na presenca
de uma ciclodexirina para clivar uma ramnose;

[0029] 2] um método para produzir uma composicéo de glicosi-
deos de flavonoides que inclui uma etapa de glicosidacdo que inclui o
tratamento de um composto de incluséo de flavonoide obtido de acor-
do com um método definido em [1] acima com uma glicosil transferase
para submeter o composto de incluséo de flavonoide a glicosidacéo;
[0030] [3] um método para a producéo de uma composicao de gli-
cosideos de flavonoides que inclui uma elapa de clivagem que inclui
tratamento de um flavonocide pouco solivel gue tem uma estrutura de
ramnosides com uma enzima que tem atividade de ramnosidase na
presenca de uma ciclodextrina para clivar uma ramnose e uma etapa

de glicosidacao que inclui tratamento de um composto de inclusdo de
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flavonoide oblido por meic da etapa de clivagem com uma glicosil
transferase para submeter o composto de inclusdo de flavonoide a gli-
cosidacéo;

10031} [4] um composto de inclusao de flavonoide que contém iso-
gquercitrina com incluséo em y-ciclodextrina, em que a proporcéo molar
de isoquercitrina e y-ciclodextrina (y-ciclodextrinafisoquercitrina) é a
partir de 0,9 a 1,8 e em que uma solubilidade em agua da isoguercitri-
na & 2% ou mais;

10032] [5] um composto de inclusdo de flavonocide que contém
isoquercitrina com inclusdo em vy-ciclodexirina, em que a proporcao
molar de isoquercitrina & y-ciclodexirina (y-ciclodexirina/isoquercitring)
& a partir de 0,9 a 4,0 e em que uma sclubilidade em agua da isoquer-
citrina € 2.5% ou mais;

(0033} 6] um composto de incluséo de flavonoide que contém iso-
quercitrina com inclusao em B-ciclodextring, em que a proporgao molar
de isogquercitrina & B-ciclodextrina (B-ciclodexirinalisoquercitrina) é a
partir de 1,0 a2 3,0 & em que uma solubilidade em agua da isoquercitri-
na & §,1% ou mais;

[0034] [71 um composto de inclusdo de flavonoide que contém
hesperetina-7-glucosides com inclusdo em uma ciclodextrina, em que
a proporcado molar de hesperetina-7-glucosideo e ciclodextrina (ciclo-
dextrina/hesperetina-7-glucosidec) éa partirde 1,0 a3 0eemque a
solubilidade em agua da hesperetina-7-glucosideo em agua é 0,01%
ou mais;

[0035] [8] um composto de incluséo de flavonoide que contém na-
ringenina-7-glucosideo com inclusdoe em B-ciclodextrina, em que a
proporcdc molar de naringenina-7-glucosideo e B-ciclodextrina (B-
ciclodextrina/naringenina-7-glucosideo) é a partir de 1,0 a 3,0 ¢ em
que uma solubilidade em agua da naringenina-7-glucosideo é 0,01%

ou mais;
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10036} [9] uma composicdo que contem um composto de incluso
de flavonoide que contéem um composio de inclusédo de flavonoide,
conforme definido em qualquer um de [4] a [8] acima, & uma ramnose,
em que a propoercac molar do composio de inciuséo de flavonocide e da
ramnose (ramnosefflavonoide} éapartirde 0,8 a 1,2;

100371 [10] uma composico que contém um composto de inclusdo
de flavonoide que contém um composio de incluséo de flavonoide,
conforme definido em qualgquer um de [4] a [8] acima, e um flavonoide
pouco solivel que tem uma estrutura de ramnosideo, em que a pro-
porcao molar de um flavonoide no composto de inclusao de flavonoide
e do flavonoide pouco soluvel (flavonoide/flavonoide pouco solivel no
composto de incluséo) é a partir de 0,001 a 0,1

10038] [11] uma composicao de glicosideos de isoquercitrina que

contém um composto representado pela formula geral (1) a seguir:

A

- M TR, Rg*’”J\}"Hﬁﬁ N
HON o O S

3
..j\n‘,

O

OH
(1)

em que, na formula geral (1), Glc significa um residuo de glucose e n
significa um numero inteiro de 0 ou 1 ou mais, &

00391 em que o teor de glicosideos que temn = 0 & 10% em mol
ou mais e 30% em mol ou menos, ¢ teor de glicosideos que temn = 1
a 3 € 50% em mol ou menos & o teor de glicosideos que temn = 4 ou
mais € 30% em mol ou mais, da composicao de glicosideos;

10040} (121 uma composicdo de glicosideos de hesperetina-7-
glicosideo qgue contém um composto representado pela formula geral

(2) a sequir:
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s AOH
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2)

em que, na formula geral (2), Glc significa um residuo de glucose e n
significa um numero inteiro de 0 ou 1 ou mais, &

(00411 em que o teor de glicosideos que temn = 0 & 10% em mol
ou mais e 30% em mol ou menos, ¢ teor de glicosideos que temn = 1
a 3 € 50% em mol ou menos & o teor de glicosideos que temn = 4 ou
mais € 30% em mol ou mais, da composicao de glicosideos;

10042} [13] uma composicdo de glicosideos de naringenina-7-

glicosideo qgue contém um composto representado pela formula geral

{3} a seguir:
{-’»’ﬁ»fﬁ\“‘\« ].f"“{:} A
{Glein-Gle-O - N LS N ,,, S
|
Ry
L]
{OH O

(3)
em que, na formula geral (3), Glc significa um residuo de glucose e n
significa um numero inteiro de 0 ou 1 ou mais, e
[0043] em que o teor de glicosideos que tem n = 0 € 10% em mol
ou mais e 30% em mol ou menos, o teor de glicosideos que temn = 1
a 3 & 50% em mol ou menos e o teor de glicosideos que temn = 4 oy
mais € 30% em mol ou mais, da composicéo de glicosideos;

[0044] [14] um génerc alimenticic que contém um ou mais com-
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postos ou composicdes selecionados a partir do grupo que consiste
em um composto de inclusdo de flavonoide obtido de acordo com um
meétodo conforme definido em [1] acima, uma composicdo de glicosi-
deos de flavonoides obtida de acordo com um meétodo conforme defi-
nido em [2] ou [3] acima, um composto de incluséo de flavonoide con-
forme definido em gqualquer um de [4] a [8] acima, uma composicao
que contém um composto de inclusao de flavonoide conforme definido
em [9] ou [10] acima, uma composicdo de glicosideos de isoquercitrina
conforme definido em [11] acima, uma composicdo de glicosideos de
hesperetina-7-glucosideo conforme definido em [12] acima & uma
composicéo de glicosideos de naringenina-7-glucosideo conforme de-
finido em [13] acima;

10045] [15] um medicamento gue contém um ou mais composios
ou composicbes selecionados a partir do grupo gue consiste em um
composto de inclusado de flavonoide obtido de acordo com um metodo
conforme definido em [1] acima, uma composicdo de glicosideos de
flavonoides obtida de acordo com um método conforme definido em [2]
ou [3] acima, um composto de inclusdo de flavonocide conforme defini-
do em qualguer um de [4] a [8] acima, uma composicdo que contem
um composto de inclusdo de flavonoide conforme definido em [9] ou
[10] acima, uma composicao de glicosideos de isoquercitring conforme
definido em [11] acima, uma composicdo de glicosideos de hespersti-
na-7-glucosideo conforme definido em [12] acima € uma composicéo
de glicosideos de naringenina-7-glucosides conforme definido em [13]
acima;

10046} [16] um cosmético que contém um ou mais composios ou
composicoes selecionados a partir do grupo que consiste em um com-
posto de inclusdo de flavonoide obtido de acordo com um método con-
forme definido em [1] acima, uma composicdo de glicosideos de fla-

vonoides obtida de acordo com um método conforme definido em [2]
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ou [3] acima, um composto de inclusdo de flavonoide conforme defini-
do em qualguer um de [4] a [8] acima, uma composicdo que contém
um composto de inclusdo de flavonoide conforme definido em [9] ou
[10] acima, uma composicao de glicosideos de isoquercitrina conforme
definido em [11] acima, uma composicdo de glicosideos de hespereti-
na-7-glucosideo conforme definido em [12] acima e uma composicao
de glicosideos de naringenina-7-glucosideo conforme definido em [13]
acima. e

100471 [17] um meétodo para melhorar a solubilidade de um fla-
vonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosidec que in-
cluir misturar o flavonoide pouco soluvel gue tem uma estrutura de
ramnosideo com um composto de inclusao de flavonoide obtido de acor-
do com um métedo conforme definido em [1] acima ou um composto de
inclusdo de flavonoide conforme definido em qualquer um de [4] a [8]
acima, em um meio de modo que a proporgae melar de um flavonoide no
composic de inclusao de flavonoide para o flavonoide pouco soluvel (fla-
vonoide no composto de inclusao/flavonoide pouco soluvel) seja a par-
frde(0,1a80,9.

EFEITOS DA INVENCAO

[0048] De acordo com a presente invengao, e formecido um méto-

do facil e eficiente para produzir um composto de inclusao de flavonoi-
de & uma composicao de glicosideos de flavonocides que tem uma ex-
celente solubilidade em agua. Além disso, s&o fornecidos um compos-
to de inclusdo de flavoncide gue tem uma excelente solubilidade em
agua, uma composicdo que contém compostos de inclusdo de fla-
vonoides, uma composicdo de glicosideos de isogquercitring, uma
composicao de glicosideos de hesperetina-7-glucosides, uma compo-
sicdo de glicosideos de naringenina-7-glucosideo, géneros alimenti-
cios, medicamenios ou cosmeticos gue contém estes compostos ou

composicoes e um metodo para methorar a solubilidade de um fla-
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vonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosideo.
BREVE DESCRICAD DOS DESENHOS

100491 A Figura 1 mostra um cromatograma de HPLC do Exemplo
39,

10050} A Figura 2 mostra um cromatograma de HPLC do Exemplo
40.

MODOS PARA REALIZACAQ DA INVENCAD

10051} Como um resultado de estudo dos objetivos acima, 08 pre-

sentes inventores descobriram gue um composto de incluséo de fla-
vonoide pode ser produzido ao mesmo tempo que a clivagem de uma
ramnose de um flavonoide pouco soluvel gue tem uma estrutura de
ramnosidec na presenca de uma ciclodextrina para, assim, clivar a
ramnose, de modo que um composto de incluséo de flavonoide possa
ser produzido com mais eficiéncia do que ¢ método convencional no
qual a etapa de clivagem e a elapa de inclusdo foram realizadas sepa-
radamente. Surpreendentemente, os inventores descobriram que ©
composto de inclusdo de flavonoide obtido de acordo com o método
de producéo tem uma melhor solubilidade em agua do que um com-
posto de inclusdo de flavonoide produzido de acordo com o metodo
convencional. Na presente invencao, além da ciclodexirinag, varios oli-
gossacarideos ciclicos podem ser usados da mesma maneira. Um oli-
gossacarideo ciclico, conforme usado aqui, se refere a um composto
no qual 0s monossacarideos estdo ligados de uma forma ciclica e,
mais especificamente, exemplos incluem ciclodextrina, ciclodextrana,
ciclofrutana, cicloalternana, dexirina agrupada e assim por diante. Na
descricdo a seguir, uma modalidade que usa cicledextring sera expli-
cada como um exemplo; no entanto, a presente invencao ndo se des-
tina a estar limitada a ela e outros oligossacarideos ciclicos podem ser
usados da mesma maneira.

10052] O metodo para produzir um composto de inclusao de fla-
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vonoide da presente invencdo inclui uma etapa de clivagem que inclui
tratamento de um flavonoide pouco soltvel que tem uma estrutura de
ramnosides com uma enzima que tem uma atividade de ramnosidase
na presenca de uma ciclodexirina para clivar uma ramnose.

10053} A etapa de clivagem é uma etapa de clivagem de uma ram-
nose de um flavonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ram-
nosideo para obter um composto de inclusédo de um flavonoide sem
uma estrutura de ramnosideo e uma ciclodextrina (também conhecido
como "composto de inclusdo de flavonoide”). A etapa de clivagem po-
de ser realizada enquanio se permite repousar em um meio, tal como
agua, ou durante agitacdo, ou 0 ar no espaco superior de um sistemna
de reacdo pode ser substituido por um gas inerte, tal como nitrogénio,
para evitar oxidacdo ou escurecimento durante a reacao e tambhém um
antioxidante, tal como acido ascorbico, pode ser adicionado a um sis-
tema de reacdo. A elapa de clivagem pode ser terminada por meio de
um meétodo conhecido, tal como um metodo gue inclui um método de
desativacdo enzimatica por meio de aquecimenio ou similar.

10054] O flavonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ram-
nosideo inclui agueles selecionados a partir de flavondis, flavanonas,
flavonas e isoflavonas e aqueles que tém uma estrutura na qual um ou
mais, de preferéncia dois ou mais grupos hidroxila, estao ligados a um
anel de benzeno de um esqueleto de flavonoide & que contém uma
ramnose, podem ser usados. Aqui, "pouco solivel” se refere a uma
solubilidade em agua a 25°C de 1,0% em massa ou menos, de prefe-
réncia 0,1% ou menos &, mais preferivelmente, 0,01% em massa ou
menos. Exemplos especificos incluem rutina, hesperidina, nariruting,
naringina, dicsmina, eriocitrina, mirricitrina, neocesperidina, {uteclina-7-
rutinosideo, delfinidina-3-rutinosideo, cianidina-3-rutinosideo, isoram-
netina-3-rutinosideo, caemferferol-7-rutinosideo, acacstina-7-rutinosi-

deo, derivados dos mesmaos e assim por diante. Os derivados incluem

Peticdo 870200088059, de 28/03/2020, pdg. 38/248



13/81

compostos acetilados, compostos malonilados, compostos metilados e
assim por diante.

10055] A quantidade de flavonoide pouco solavel que tem uma es-
trutura de ramnosideo usada n&o esta parlicularmente limitada e a
guantidade usada pode ser, de preferéncia, a partir de 0,1 a 20% em
massa, mais preferivelmente a partir de 1 a 15% em massa e, ainda
mais preferivelmente, a partir de 2 a 14% em massa no sistema de re-
acdo. Quando flavonoides pouco soliveis que t&m uma estrutura de
ramnosideo sdo usados em dois ou mais tipos, a quantidade usada se
refere a uma quantidade total dos mesmos.

[0056] As matérias-primas que contém um flavonoide pouco sold-
vel que tem uma estrutura de ramnosideo usadas no métedo de pro-
ducédo da presente invencdoc ndo precisam ser particularmente purifi-
cadas, porém, as matérias-primas s&o, de preferéncia, purificadas. O
teor do flavonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosi-
deo nas matérias-primas acima néo estd particularmente limitado, e
um flavonoide pouco sollvel que tem, de preferéncia, um teor de 5%
ou mais, mais preferiveimente 20% ou mais, ainda mais preferivelmen-
te 50% ou mais, mais preferiveimente 80% ou mais g, ainda mais pre-
feriveimente, 80% ou mais pode ser usado.

10057] A ciclodextrina (CD) a qual esta presenie na etapa de cliva-
gem ndo esta particularmente limitada e, mais preferivelmente, um ou
mais elementos selecionados a partir do grupo que consiste em B-
ciclodextrina (B-CD), B-ciclodextrina ramificada (B-CD) e y-ciclodexirina
{(v-CD) podem ser usados. A ciclodextring € um tipo de oligossacarideo
ciclico no gual as D-glucoses estdo ligadas por meio de uma ligacdo o-
1,4-glicosidica para formar uma estrutura ciclica, e aquelas nas quais
sete glucoses estdo ligadas sao B-ciclodextrina e aquelas nas guais
oito glucoses estdo ligadas sao vy-cicledextrina. A B-CD ramificada é

aguela na qual um ou mais residuos de glucose, grupos galactosila ou
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grupos hidroxipropila estdo ligados a B-CD como uma cadeia lateral,
incluindo maltosil-B-CD (G2-B-CD), hidroxipropil-B-CD (HP-B-CD) e
assim por diante. Aqui, a frase "na presenca de uma ciclodexiring” se
refere a um estado onde uma ciclodexirina esta contida no sistema de
reacdo de clivagem.

10058] A guantidade de ciclodextrina presente ndo esta particular-
mente limitada e a guantidade pode ser, de preferéncia, a partir de
0,01 a 80% em massa, mais preferivelmente a partir de 1 a 50% em
massa e, ainda mais preferiveimente, a parlir de 3 a 40% em massa
no sistema de reacdo. Quando a ciclodexirina ¢ usada em dois ou
mais tipos, a quantidade se refere a uma gquantidade total da mesma.
10059] A proporcdo molar da ciclodextrina para o flavonoide pouco
soluvel gue tem uma estrutura de ramnosideo (ciclodextrinafflavo-
noide) e, de preferéncia, 0,01 ou mais, mais preferivelmente 0,1 ou
mais, ainda mais preferivelmente 0,9 ou mais e, mais preferivelmente,
1,0 ou mais do ponio de vista da eficiéncia, e a proporcao molar &, de
oreferéncia, 10,0 ou menos, mais preferivelmente 6,0 ou menos, ainda
mais preferivelmente 4,0 ou menos e, mais preferivelmente, 3,0 ou
menos do ponto de vista das vantagens econdmicas.

10060} Como a enzima que tem uma atividade de ramnosidase,
suas origens nao estdo limitadas e todas as origens, tais como origem
animal, origem vegetal e origem de micro-organismos, podem ser usa-
das. Alem disso, a enzima pode ser uma enzima geneticamente re-
combinante. Além disso, a forma da enzima ndo esta particularmente
limitada.

10061} Exemplos especificos da enzima que tem uma atividade de
ramnaosidase incluem hesperiginase, naringinase, B-glucosidase, pec-
tinase e assim por dianie.

10062] A guantidade da enzima que tem uma atividade de ramno-

sidase usada € variada, dependendo dos tipos de enzimas usadas,

Peticdo 870200088059, de 28/03/2020, pag. 40/248



15/81

condicdes de reacdo, tipos de flavonoides pouco soluveis que tém
uma estrutura de ramnosideo das matérias-primas. Quando a enzima
e, por exemplo, hesperiginase, naringinase e B-glucosidase, a quanti-
dade e, de preferéneia, de 0,01 a 1.000 U com base em 1 g dos fla-
vonoides pouco soluveis que tém uma estrulura de ramnosideoc. Quan-
to as condicbes de reacdo, a temperatura da reacio ou o pH da mistu-
ra de reacao liquida pode ser selecionado dependendo das proprieda-
des da enzima usada, € o pH &, de preferéncia, apartirde 3a 7 e o pH
&, mais preferivelmente, a partir de 3,5 a 6,5. Alem disso, o flavonoide
pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosideo pode ser dissol
vido em uma regido alcalina e, em seguida, submetido a uma reacaoc
enzimatica em um pH de 7 ou menos. O solvente usado no sistema de
reacao inclui um meio aquoso. Meio aquoso, conforme usado agqui, se
refere a agua ou a uma solucdo aquosa de um solvente organico.
Exemplos de agua incluem agua da torneira, agua destilada, agua com
permuta de ions e agua purificada. O solvente organico nao esta parti-
cularmente limitado, contanto que o solvente orgénico seja iguaimente
miscivel com agua. O solvente orgénico &, de preferéncia, etanol do
ponto de vista de que o solvente orgdnico € aplicavel a alimentos.
Alem disso, a temperatura da reacdo é, de preferéncia, a partir de
10°C a 80°C, e mais preferivelmente, a partir de 40°C a 75°C. Além
disso, ¢ tempo de reacdo é variado, dependendo dos tipos de enzimas
ou similar, & o tempo de reacdo pode ser, por exemplo, apartirde 1 a
100 horas e, de preferéncia, a partir de 2 a 24 horas.

10063} A enzima que tem uma atividade de ramnosidase pode ter
uma atividade de glucosidase e a obtencio de um composto de inclu-
580 de agliconas (um composto de incluséo de quercetina, um com-
posto de inclusdo de hesperetina, um composto de inclusio de narin-
genina, um compostio de inclusdo de mirricetina ou similar) a partir de

um composto de flavonoide pouco solavel gue tem uma estrutura de
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ramnosideo (hesperidina, rutina, naringina, mitritrina ou similar) atra-
vés de uma atividade de glucosidase também nédo esta limitada, de
modo que estes também sdo abrangidos no composto de incluséo de
flavonoide de acordo com a presente invencao.

10064] O composto de inclusdo de flavonoide formado € um com-
posto de inclusdo de um flavonoide sem uma estrutura de ramnosideo
e uma ciclodexirina, conforme mencionado acima. Aqui, um composto
de inclusdo se refere a um composto formado de maneira tal que uma
espécie quimica forma um espaco de escala molecular e a oulra espé-
cie quimica esta incluida no espaco ac combinar o espago com o for-
mato e as dimensdes.

10065] O flavonoide sem uma estrutura de ramnosideo inclui iso-
quercitrina, quercetina, hesperetina-7-glucosideo, hesperetina, narin-
genina-7-glucosides (prunina), naringenina, uteclina-7-glucosideo,
diosmetina-7-glucesideo, midreting, eriodictiol-7-glucosideo, deffinidina-3-
glucosideo, cianidina-3-glucosideo, isoramnetina-3-glucosideo, kaempfe-
rol-3-glucosideo, apigenina-7-rutinosides, acacetina-7-glucosideo e
assim por diante.

10066} Exemplos especificos de formulas estruturais do flavonoide
pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosideo e do flavonoide
sem uma estrutura de ramnosidec sdo mostrados abaixe. As formulas
estruturais de rutina (RTN), hesperidina (HSP) e naringina (NRG), ca-
da uma tendo uma estrutura de ramnosideo, & isoquercitrina (1QC),
quercetina (QCT), hesperetina-7-glucosides (HPT-7G), hesperetina
(HPT), naringenina-7-glucosides (prunina) (NGN-7G, prunina) & narin-
genina (NGN), sem uma estrutura de ramnosideo, s&o representadas

pelas formulas a seguir.
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(00671 A proporcdo molar de uma ciclodexiring em um composto
de inclus8o e um flavonoide sem uma estrutura de ramnosideo (ciclo-
dextrinafflavonoide) €, de preferéncia, 0,01 ou mais, mais preferivel-
mente 0,1 ou mais, ainda mais preferiveimente 0,9 ou mais e, mais
preferivelmente, 1,0 ou mais do ponto de vista da eficiéncia, e a pro-
porcdo molar &, de preferéncia, 10,0 ou menos, mais preferivelmente
6,0 ou menos, ainda mais preferivelmente 4,0 ou menos &, mais prefe-
riveimente, 3,0 cu menos do ponto de vista das vantagens econdmi-
cas.

10068] O rendimento do composto de inclusao de flavonoide for-
mado €, de preferéncia, a partir de 10 a 100%, mais preferivelmenie a
partir de 40 a 100%, mais preferivelmente a partir de 70 a 100% e,
ainda mais preferivelmente, a partir de 90 a 100%. O rendimento é
uma conversdo percentual de um flavonoide pouco soltvel que tem
uma estrutura de ramnosidec em um flavonoide sem uma estrutura de
ramnosideo, € o rendimento pode ser calculado de acordo com um
método descrito nos Exemplos descritos abaixo. Aqui, a proporcéo do
composto de inclusdo de flavoncide formado ndo esta limitada, mesmo
guando o composto de inclusao de flavonoide formado € uma mistura
de um flavonoide de matéria-prima que tem uma estrutura de ramno-

sideo (por exemplo, rutina, hesperidina, naringina ou similar) ou um
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flavonoide gue pode estar contide em matérias-primas (por exemplo,
quercetina, kaempferol-3-rutinosideo, kaempferol-3-glucosideo, hespe-
retina, naringenina & assim por diante), dependendo do teor de fla-
vonoides ou da converséo percentual das matérias-primas usadas.
10069] No composto de inclusao de flavonoide formado ou na
composicao que contém um composio de incluséo de flavonoide des-
crita posteriormente (ambos podem ser coletivamente denominados
como "composto de inclusio de flavonoide e assim por diante”), a so-
lubilidade em agua de uma por¢éo flavonoide pode depender dos tipos
ou das guantidades do flavonoide pouco solluvel gue tem uma estrutu-
ra de ramnosideo e da ciclodextrina usada, e a solubilidade &, de pre-
feréncia, 0,01% ou mais, mais preferivelmente 0,015% ou mais, ainda
mais preferivelmente 0,02% ou mais, mais preferivelmente 1,0% ou
mais, ainda mais preferivelmente 2,0% ou mais, mais preferivelmente
2,5% ou mais e, ainda mais preferivelmente, 3% ou mais. Embora o
limite maximo nao esteja particularmente limitado, o limite maximo po-
de ser definido, por exemplo, como 20% ou menos. Solubilidade em
agua de uma porgao flavonoide, conforme usado aqui, € uma concen-
tracdo em porcentagem em massa a 25°C, e a solubilidade pode ser
medida de acordo com um metodo descrito nos Exemplos apresenta-
dos abaixo.

10070] Modalidades especificas serao fornecidas abaixo.
Meodalidade 1-1

10071} Um composto de inclusac de flavonoide que contém iso-

quercitrina com incluséo em y-ciclodextrinag, em que a proporgio molar
de isoquercilrina e y-ciclodexirina em um composio de inclusdo (y-
ciclodexirinafisoguercitrina) €, de preferéncia, a partir de 0,9 a 4,0 e,
mais preferivelmente, a partir de 0,9 a 1,8 do ponto de vista de redu-
¢ao dos custos de producdo, caso no qual a solubilidade em agua da

isoquercitrina €, de preferéncia, 0,01% ou mais, mais preferivelmente
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2% ou mais, ainda mais preferivelmente 2,5% ou mais e, mais preferi-
velmente, 3% ou mais.
Modalidade 1-2

[0072] Um composto de inclusao de flavonoide que contém iso-

quercitrina com inclusdo em B-ciclodextring, em que a proporcdo molar
de isoquercitrina e B-ciclodextrina em um composto de incluséo (B-
ciclodextrina/isoquercitrina) € a partir de 1,0 a 3,0, caso no qual a so-
lubilidade em agua da isoguercitrina &, de preferéncia, 0,01% ou mais,
mais preferivelmente 0,02% ou mais, ainda mais preferivelmente
0,03% ou mais e, mais preferivelmente, 0,05% ou mais.

Modalidade 1-3

10073] Um composto de incluséo de flavonoide que contém hespe-

retina-7-glucosidec com incluséo em uma ciclodextrina, em que a pro-
porcdo molar de hesperetina-7-glucosideo e ciclodextrina em um com-
posto de inclusdo (cicledextrina’hesperetina-7-glucosideo) € a partir de
1,0 a 3,0, caso no qual a solubilidade em agua da hesperetina-7-
glucosideo &, de preferéncia, 0,01% ou mais, mais preferiveiments
0,02% ou mais e, ainda mais preferivelmente, 0,03% ou mais.
Modalidade 1-4

10074} Um composto de incluséo de flavonoide que contém narin-

genina-7-glucosideo com inclusdo em B-ciclodextring, em que a pro-
porcdo molar de naringenina-7-glucosides e B-ciclodextrina em um
composto de incluséo (ciclodexirina/naringenina-7-glucosideos) € a par-
tir de 1,0 a 3,0, case no qual a solubilidade em agua da naringenina-7-
glucosideo €, de preferéncia, 0,01% ou mais, mais preferiveimente
0,02% ou mais e, ainda mais preferiveimente, 0,03% ou mais.

10075] De acordo com o método para a producdo de um composio
de inclusédo de flavonoide da presente invencio, no caso de composto
nao purificado, € obtida uma composicéo que contém um composto de

inclusao de flavonoide que contem um composio de inclusao de fla-

Peticdo 870200088059, de 28/03/2020, pdg. 3/248



20/81

vonoide e uma ramnose. Neste caso, a proporcdo molar do flavonoide
no composto de inclusdo de flavonoide e da ramnose clivada {ramno-
sefflavonoide) é a partirde 0,8 a3 1,2.

10076] De acordo com o método para produzir um composto de
inclusao de flavonoide da presente invencdo, em um caso no qual o
rendimento acima nao € de 100%, o composto de inclusdo conteria um
flavonoide pouco soluvel gue tem uma estrutura de ramnosideo como
material ndo reagido. A proporgio molar do flavonoide no composto de
inclusao de flavoncide e do flavonoide pouco soldvel na composicao
que contém o compaosto de incluséo de flavonoide que contém o mate-
rial n80 reagido acima (flavonoide/flavoncide pouco solavel no com-
posto de inclusdo) é, de preferéncia, 0,1 ou menos, mais preferivel-
mente 0,08 cu menos e, ainda mais preferiveimente, 0,05 ou menos
do ponto de vista da estabilidade a longo prazo. O limite minimo nao
esta particularmente limitado e o limite minimo pode ser 0,001 ou
mais, 0,003 ou mais, 0,004 ou mais e 0,01 ou mais.

(00771 Aléem disso, surpreendentemente, descobriu-se que a solu-
bilidade de um flavonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de
ramnosides pode ser melhorada pelo composio de incluséo de fla-
vonoide oblido por meio do método de producédo da presente inven-
¢ao. Mais especificamente, a solubilidade de um flavonoide pouco so-
iGvel que tem uma estrutura de ramnosideo pode ser melhorada ao
misturar um flavonoide pouco soltvel que tem uma estrutura de ram-
nosideo com um composto de incluséo de flavonoide obtido por meio
do método de producdo da presente invencdo em um meio tal que a
proporcdo molar do flavonoide no composto de incluséo de flavonoide
no flavonoide pouco soluvel (flavonoide no composto de inclu-
sdo/flavonoide pouco soluvel) seja, de preferéncia, a partir de 0,1 a
0,9, mais preferivelmente a partir de 0,1 a 0,7 e, ainda mais preferi-

velmente, a partir de 0,1 a 0,3. Aqui, o termo "meio” se refere a um

Peticdo 870200088059, de 28/03/2020, pg. 58/248



21/81

meio aquose ou a uma solucéo aquosa que contém aditivos alimenti-
cios, tais como sacarideos, sais, acidulantes, adogantes, aromatizan-
tes, glicerol ou propileno glicol e alimentos ou filoterapicos chineses,
tais como extratos de limdo ou exiratos de ervas medicinais chinesas.
O meétodo para melhorar a solubilidade pode ser realizado usando di-
retaments uma composicdo que contém um composto de incluséo de
flavonoide gque contem materiais n&o reagidos ou pode ser realizado
ao adicionar um composto de inclusao de flavonoide ou similar ao fla-
vonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosideo. Aqui, ©
flavonoide pouco solivel que tem uma estrutura de ramnosideo € ©
composto de inclusdo de flavonocide obtido por meio do método de
producao da presente invencdo sdo aqueles supracitados, 0s quais
incluem uma combinacao, por exemplo, de rutina & um composto de
incluséo de isoguercitrina-y-ciclodexirina, hesperidina e um composto
de inclusao de hesperetina-7-glucosideo-f-ciclodextring, naringina e
um composto de inclusdo de narigenina-7-glucosideo-p-ciclodexirina e
rutina e um composto de inclusdo de narigenina-7-glucosideo-f-
ciclodextrina.

10078] O metodo para produzir um composto de inclusao de fla-
vonoide da presente invencao néo esta particularmente limitado quan-
to a realizacdo de purificacdo, conforme necessario, alem de uma eta-
pa de clivagem, e a purificacdo pode ser realizada através de uma
gtapa de tratamento em resina (método de adsorcao, metodo de per-
mita idnica e assim por diante), uma etapa de tratamento em membra-
na (meétodo de tratamento em membrana de ultrafiltracdo, método de
tratamento em membrana de osmose reversa, método de tratamento
em membrana com potencial zeta ou similar), meétodo de eletrodidlise,
dessalinizacdo, precipitacdc acida, recristalizacio, um método de fra-
cionamento por solvente ou similar. Por exemplo, a composicéo que

contém um composto de inclusao de flavonocide obtida na etapa de cli-
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vagem € adsorvida com um adsorvente poroso sintélico, ramnose ou
similar € removida através de lavagem com agua e, em seguida, a
composicao e eluida com um alcool € seca por pulverizaco, pelo que
pods purificados podem ser fornecidos. Alem disso, apds eluicao com
um alcool, um diluente ou outros aditivos podem estar contidos como
componentes diferentes da composicdo. Agui, a ramnose ou similar
pode ser fracionada e usada nos campos de alimentos, medicamen-
tos, quasi-farmacos, cosméticos e assim por diante. Além disso, um
flavonoide individualmente pode ser purificado a partir do composto de
inclusao de flavonoide produzido.

10079} O diluente ndo esta particularmente limitado, contanto que
o diluente ndo prejudique os efeilos da presente invencdo, e o diluente
inclui, por exemplo, sacarideos, tais como acucar, glucose, dexiring,
amidos, trealose, lactose, maltose, xarope de glucose e actcar liguido;
alcoois, tais como etanol, propileno glicol & glicerol; alcoois de acgucar,
tais como sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, maltitol, xarope de glucose
reduzido e manita; ou agua. Além disso, os aditivos incluem auxiliares,
tais como fosfatos, acidos organicos e quelatos; antioxidantes, lais
como acido ascdrbico e assim por diante.

(0080} A seguir, o metodo para produzir uma composicdo de glico-
sideos de flavonoeides da presente invencao sera descrito.

0081} O método para produzir uma composicdo de glicosideos de
flavonoides da presente invencao inclui uma etapa de glicosidacéo que
inciui o tratamento de um composto de inclusdo flavonoide obtido de
acordo com ¢ metodo de producao de um composto de incluséo fla-
vonoide da presente invencdo com uma glicosil transferase para sub-
meter o composto de inclusdo flavonoide a glicosidacao. Em outras
palavras, 0 método inclui uma etapa de clivagem que inclui tratamento
de um flavonoide pouco solavel que tem uma estrutura de ramnosideo

com uma enzima que tem uma atividade de ramnosidase na presenca
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de uma ciclodexirina para clivar a ramnose € uma elapa de glicosida-
¢cao que inclui tratamento do composto de inclusdo de flavonoide obti-
do atraves da etapa de clivagem acima com uma glicosil transferase
para submeter o composio de inclusao de flavonoide a glicosidacao.
10082] A etapa de clivagem e ¢ composto de incluséo de flavonoi-
de obtido por meio da etapa de clivagem sédo conforme mencionado
acima. Aqui, a frase "obtido por meic da etapa de clivagem” nao pre-
tende excluir métodos que incluem etapas diferentes da etapa de cli-
vagem, porém, também inclui agueles obtidos por meio da etapa de
purificacao opcional ou similar.

(0083} A etapa de glicosidaco inclui tratamento de um composto
de inclusdo de flavonoide obtido por meio da etapa de clivagem com
uma glicosil ransferase para submeter o composto de inclusdo de fla-
vonoide a glicosidacéo para fornecer uma composicéo de glicosideos
de flavonoides. Além disso, a etapa de glicosidacao pode ser realizada
enguanto se deixa repousar em um solvente, tal como agua, ou en-
guanto se agita, da mesma maneira que a etapa de clivagem, o ar no
espaco livre no sistema de reacéo pode ser substituido por um gas
inerte, tal como nitrogénio, de modo a evitar a oxidacdo ou escureci-
mento da reacdo, & tambem um antioxidante, tal como acido ascorbi-
co, pode ser adicionado ao sistema de reacdo. A elapa de glicosida-
¢80 pode ser terminada por meio de um método conhecido, tal como
um meétodo gue inclui um método de desativacdo enzimatica por meio
de aguecimento ou similar.

10084] Na etapa de glicosidacdo, uma ciclodextrina do composto
de inclusdo de flavonoide serve como doador de aglcar e uma com-
posicdo de glicosidens de flavonoides pode ser produzida, e ndo ha
limitacSes quanto a doacdes adicionais do doador de agucar. Exem-
plos especificos do doador de agucar que sao adicionaimente doados

inciuem amido, dexirina, hidrolisados parciais de amido, {ais como
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malto-cligossacarideo, xilo-oligossacarideo, produtos que contém o0s
Mesmaos e assim por diante.

10085] A glicosil transferase néo estd particularmente limitada,
contanto que a enzima tenha uma atividade de glicosil transferase con-
tra o composto de incluséo de flavonoide obtido por meio da stapa de
clivagem. Como glicosil transferase, suas origens ndo estdo limitadas
e todas as origens, tais como origem animal, origem vegetal e origem
de micro-organismos, podem ser usadas. Além disso, a enzima pode
ser uma enzima sintética derivada através de uma técnica genetica-
mente recombinante, hidrélise parcial ou similar. Além disso, a forma
da glicosil transferase ndo esta particularmente limitada e pode ser
usado um preduto seco de uma proteina enzimatica, uma enzima imo-
bilizada com um carreador insoluvel, um liquido que contém uma pro-
teina enzimatica ou similar.

10086} Exemplos especificos da glicosil transferase incluem ciclo-
dextrina glucanotransferase, glicosil transferase, g-glucosidase, B-glu-
cosidase, o-galactosidase, pB-galactosidase, g-amilase, xilanase, pulu-
lanase, arabinofuranocsidase e assim por diante.

100871 A quantidade de glicosil transferase usada € variada, de-
pendendo dos tipos de enzimas usadas, das condicdes das reaches
de transferéncia de glicosilacgo, dos tipos de sacarideocs e assim por
diante. Por exemplo, no caso da ciclodextrina glucanotransferase, a
quantidade usada ¢, de preferéncia, a partir de 1 a 10.000 U com base
em 1 g de um composto de inclusao de flavonoide. Quando um fla-
vonoide pouco soluvel é submetido a glicosidacio, geralmente € reali-
zada uma reacdo enzimatica em uma regido alcalina para solubilizar
um flavonocide pouco soltvel. No entanto, a estabilidade do flavonoeide
& agravada em uma regido alcalina de um pH acima de 7, de modo
que o flavonoide provavelmente sera decomposto ou escurecido, sen-

do necessaria uma etapa adicional de remocéo de produtos escureci-
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dos e uma etapa de dessalinizacdo por meio de neutralizacdo com um
agente alcalino. No entanto, no composto de incluséo de flavonoide
ohtido de acordo com o método de producao da presente invencdo, o
flavonoide pouco soluvel € solubilizado em uma alta concentracao,
mesmo em um pH de 7 ou menos, de modo que uma reacdo enzimati-
ca processe eficientemente a glicosidacédo, mesmo em um pH de 7 ou
menos. Consequentemente, o pH &, de preferéneia, apartirde 3 a 7 e,
mais preferivelmente, a partir de 6 a 6,8 do ponto de vista da eficiéncia
ou qualidade da producao. No entanto, a transferéncia de glicosilacao
pode ser realizada em uma regido alcalina ou a transferéncia de glico-
silacdo pode ser realizada ao ajustar o pH para uma regido alcalina,
seguido por ajuste para um pH de 7 ou menos. O solvente usado no
sistema de reacao inclui um meioc aquoso. Além disso, a temperatura
da reacao &, de preferéneia, a partir de 40°C a 70°C e, mais preferi-
velmente, a partir de 50°C a 65°C. Além disso, o tempo de reacéo é
variado, dependendo dos tipos de enzimas e assim por diante, e ©
tempo de reacdo pode ser, por exemplo, a partir de 0,5 a 120 horas ¢,
de preferéncia, a partir de 1 a 30 horas. Além disso, é preferivel que,
apots a etapa de clivagem, a temperatura e o pH sejam continuamente
alterados para condicbes ideais, e uma glicosil fransferase seja adicio-
nada a mesma para executar a etapa de glicosidacado do ponto de vis-
ta da eficiéncia de producéo.

10088} O modo de ligacdo dos sacarideos a um flavonoide pode
ser um de uma o-ligacdo ou uma B-ligacdo. Os lipos de sacarideos a
serem ligados nao estdo particularmente limitados e s&o preferidos um
ou mais membros selecionados a partir de pentoses € hexoses, tais
como glucose, galactose e frutose. Alem disso, o numero de ligaces
de sacarideos &, de preferéncia, a partir de 1 a 30, mais preferivelmen-
te a partir de 1 a 25, ainda mais preferivelmente a partir de 1 a 20,

mais preferivelmente a parlir de 1 a 15 g, ainda mais preferivelmente,
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a partir de 1 a 10. A composicio de glicosideos de flavonoides se refe-
re aguelas que contém uma mistura de glicosideos na qual os sacari-
deos acima estdo ligados a um flavonoide, € a proporcéo do numero
de ligacdes de cada glicosideo nao esta limitada e as modalidades a
seguir sao preferidas do ponto de vista de ndo prejudicar o sabor dos
géneros alimenticios ou similar.

Meodalidade 2-1

10089] Uma composicdo de glicosideos de isoquercitrina que con-

tém um composto representado pela formula geral (1) a seguir;

L, ~OH
H ‘_‘_;.;{.-"x -~ 0\'\.\ _.v’JL\Q}‘-“'\. -~ ] S
i"\’\ f'i"\- _'_i‘.\
S ~O-Gle-{Gl)n

OH O
(1

em que, na formula geral (1), Glc significa um residuo de glucose e n
significa um numero inteiro de 0 ou 1 ou mais, &

10020} em que o teor de glicosideos que tem n = 0 € 10% em mol
ou mais e 30% em mol ou menos, o teor de glicosideos que temn = 1
a 3 e 50% em mol ou menos e o teor de glicosideos gue femn = 4 ou
mais & 30% em mole cu mais da composicao de glicosideos acima. De
preferéncia, o teor de glicosideos gue temn = 0 € 10% em mol ou
mais & 30% em mol ou menos, o teor de glicosidess quetemn=1a3
& 35% em mol ou mais e 45% em mol ou menos, e o teor de glicosi-
deos que tem n = 4 ou mais & 30% em mol ou mais e 50% em mol ou
menos.

Modalidade 2-2

0091} Uma composicido de glicosideos de hesperetina-7-glicosi-

deo que contém um composto representado pela formula geral (2) a

seguir:
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(2)
em que, na formula geral (2), Glc significa um residuo de glucose e n
significa um numero inteiro de 0 ou 1 ou mais, &
10092] em que o teor de glicosideos que tem n = 0 € 10% em mol
ou mais e 30% em mol ou menos, o teor de glicosideos que temn = 1
a 3 e 50% em mol ou menos e o teor de glicosideos gue femn = 4 ou
mais & 30% em mole cu mais da composicao de glicosideos acima. De
preferéncia, o teor de glicosideos gue temn = 0 € 10% em mol ou
mais & 25% em mol ou menos, o teor de glicosidess quetemn=1a3
&€ 35% em mol ou mais e 50% em mol ou menos, e o teor de glicosi-
deos que tem n = 4 ou mais € 30% em mol ou mais e 50% em mol ou
menos.
Modalidade 2-3

0093] Uma composicdo de glicosideos de naringenina-7-glico-

sideo que contém um composto representado pela fdrmula geral (3) a

seguir:

(GICINGle-On_ o O Ay -

LY
,f;
7
K:}z::z: ’
kY

(3)
em que, na formula geral (3), Glc significa um residuo de glucose e n
significa um namero inteiro de 0 ou 1 ou mais, e

10094] em que o teor de glicosideos que temn = 0 € 10% em mol
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ou mais e 30% em mol ou menos, ¢ teor de glicosideos que temn = 1
a 3 & 50% em mol ou menos & o teor de glicosideos que temn = 4 ou
mais € 30% em mole ou mais da composicao de glicosideos acima.
[0095] Aqui, o numere de ligacdes de um grupo glucose (numero
n) pode ser opcionalmente ajustado. Por exemplo, apds formar uma
composicéo de glicosideos de flavonoides, 0 numero de cadeias de
acucar glicémico na molécula da composicéo de glicosideos de fla-
vonoides pode ser reduzido ao executar tratamento com varias amila-
ses (u-amilase, B-amilase, glucoamilase, a-glucosidase e assim por
diante) isoladamente ou em uma combinacéo das mesmas para forne-
cer uma composicao de glicosideos de flavonoides com um compri-
mento opcicnal da cadeia de acgtcar e glucose.

[0096] O método para produzir uma composicdo de glicosideos de
flavonoides da presenie invencado nao esta particularmente limitado
quanto a execucao de purificacdo conforme necessario, além da etapa
de clivagem e da etapa de glicosidacso, e a purificacao pode ser reali-
zada por meio de uma etapa de tratamento de resina (mélodo de ad-
sorgdo, metodo de permuta idnica e assim por diante), uma etapa de
tratamento em membrana (método de tratamento em membrana de
ultrafiltracdo, método de tratamento em membrana de osmose reversa,
método de tratamento em membrana com potencial zeta ou similar),
meétodo de eletrodialise, dessalinizacdo, deposicio acida, recristaliza-
¢cao, metodo de fracionamento com solvente ou similar. Por exemplo, a
composicao de glicosideos de flavonoides obtida na etapa de glicosi-
dacadc & adsorvida com um adsorvente poroso sintélico para adsorver
a composicao de glicosideocs, lavada com agua, eluida com alcoo! e
posteriormente seca por pulverizacdo para fornecer pos purificados.
Alem disso, apos eluicdo com um alcool, um diluente ou outros aditi-
vos podem estar contidos come diferentes componentes da composi-

ca0.
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100871 Exemplos especificos do diluente 880 0s mesmaos conforme
agueles listados no método para produzir um composto de incluséo de
flavonoide.

[0098] A solubilidade em agua da compaosicao de glicosideos de
flavonoides obtida de acordo com o método de producdo da presente
invencao, calculada como flavonoide &, de preferéncia, 0,01% ou mais,
mais preferivelmente 0,015% ou mais, ainda mais preferivelmente
0,02% ou mais, mais preferivelmente 0,1% ou mais e, ainda mais pre-
ferivelmente, 0,5% ou mais. O limite maximo nao esta particularmente
limitado e ¢ limite maximo pode ser definido, por exemplo, como 20%
ou Menos.

10099] O composto de inclusdo de flavonoide e a composicdo de
glicosideos de flavonoides obtidos de acordo com ¢ método de produ-
¢cao da presente invencéo podem ser fornecidos na forma de alimentos
para 0s quais a capacidade de biodisponibilidade € aprimorada de
maneira sustentavel por uma combinacdo com um flavoneide pouco
solivel que tem uma estrutura de ramnosideo que tem uma capacida-
de de biodisponibilidade retardada ou uma composicao de glicosideos
de flavonoides que tem uma estrutura de ramnosideo. As combina-
¢ches, por exemplo, incluem uma combinacdo de um composto de in-
cluséo de isoquercitrina e ruting, uma combinacéo de uma composicao
de glicosideos de isoguercitrina e uma composicéo de glicosideos de
rutina (por exempilo, aG Rutin, Toyo Sugar Refining Co., Lida.), uma
combinacéo de um composto de inciusdo de hesperetina-7-glicosideo
e uma composicdo de glicosideos de hesperidina (por exemplo, alG
Hesperidin, Toyo Sugar Refining Co., Lida.) & uma combinacéo de
uma composicac de glicosideos de hesperetina-7-glicosides e uma
composicao de glicosideos de hesperidina (por exemplo, Monoglycosyl
Hesperidin, HAYASHIBARA CO., LTDA)).

[00100]  Além disso, a composicéo dos glicosideos de flavonoides

Peticdo 870200088059, de 28/03/2020, pdg. 63/248



30/81

obtida de acordo com © método de produclo da presente invengdo é
combinada com outro flavonoide pouco soluvel, pelo que a solubilida-
de do outro flavonoide pouco soluvel pode ser aprimorada. As combi-
nactes sdo, por exemplo, uma combinacaéo de uma composicao de
glicosideos de isoguercitrina ¢ rutina, uma combinacédo de uma com-
posicdo de glicosideos de hesperetina-7-glucosideo e hesperiding e
uma combinacao de uma composicdo de glicosideos de hesperetina-
7-glucosideo e mitritrina. Além disso, sua proporgdo molar (composi-
¢ao de glicosideos/outro flavonoeide pouco soluvel) €, de preferéncia, a
partir de 0,1 a 0,5, mais preferivelmente a partir de 0,1 a 0,3 e, ainda
mais preferivelmente, a partir de 0,1 a 0,15,

(001011 O composto de incluséo de flavonoide efou a composicao
de glicosideos de flavonoides obtidos de acordo com ¢ método de
producdo da presente invencdo tem uma excelente taxa de absorgéo
corporal e, aiém disso, excelente prevencao de desvanecimentio, pre-
vencao de deterioracéo de sabores e estabilidade ao armazenamento,
de modo que ¢ composto de inclusao de flavonoide efou a composicao
de glicosideos de flavonoides possa ser adeguadamente usada como
uma composicao para alimenios, uma composicdo para medicamen-
108, uma composicdo para cosmeticos € uma composiclo para aditi-
vos alimenticios. Mais especificamente, o composto de inclusao de
flavonoide efou a composicao de glicosideos de flavonoides pode ser
usada como material antialérgico, antioxidante, antineoplasico, anti-
inflamatorio, para melhora da flora intestinal, desodorizacéo, supres-
s&o da elevacdo de colesterol no plasma, supressio de elevacio da
Dressac sanguinea, supressdo de elevacdo do nivel de agucar no
sangue, supressdo de agregacao plaquetaria, prevencaoc de deméncia,
queima de gordura corporal, supressao do acumulo de gordura corpo-
ral, melhora da capacidade de permanecer alerta, antifadiga, methora

da sensibilidade ao fric, melhora das condicbes da pele, restauracaoc
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capilar, supressdo de amiotrofia ou sono, e também usada como anti-
oxidante, preventivo de desvanecimento e preventivo de deterioracio
do sabor dos aditivos alimenticios. A composicao para aditivos alimen-
ticios é adicionada para evitar a detericracaoe de um adocante, um co-
rante, um conservante, um estabilizante, um espessante, um agente
descritivo de cor, um agente brangueador, um agente a prova de mofo,
uma base de goma, um agente amargo, um agente de britho, um aci-
dulante, um tempero, um agente emulsificante, um agente de reforgo,
um agente para produc8o, um flavorizante ou similar, e pode ser for-
necida na forma de uma formulacdo mista. Em outras palavras, a pre-
sente invencao pode fornecer alimentos, medicamentos, cosmélicos &
assim por diante, cada um contendo um composio de inclusdo de fla-
vonoide e/ou uma composicdo de glicosideos de flavoncides obtidos
de acordo com ¢ metodo de producdo da presente invencao.

[00102] Os géneros alimenticios incluem alimenios e bebidas, os
guais incluem, por exemplo, suplementos nutricionais, alimentos sau-
daveis, alimenios para uso especifico para a saude, alimentos com
funcdo especifica, alimentos para terapia dietetica, alimentos integrais,
suplementos, bebidas de cha, bebidas de café, sucos, bebidas refres-
cantes, bebidas saudaveis e assim por diante.

[00103] O medicamento inclui farmacos ou quasi-farmacos, e 0s
medicamentos sao, de preferéncia, formulagdes orais ou agentes dér-
micos externamente aplicaveis e podem estar na forma de solucdo,
comprimido, granulo, capsula, xarope, {0¢d0, spray ou pomada.
[00104]  Os cosméticos podem estar na forma de creme, [ogéo liqui-
da, locdo em emulsao leitosa ou spray.

[00105] A quantidade do composto de inclusdo de flavonoide e/ou
da composicéo de glicosideos de flavonoides misturada no alimento,
medicamento ou cosmético da presente invencdo ndo esia particular-

mente limitada, e a quantidade misturada pode ser adequadamente
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concebida com referéncia a uma quantidade de ingestao diaria preferi-
da de flavonoides, levando em consideracéo a solubilidade, o sabor ou
similar. Por exemplo, a quantidade do composto de inclusdo de fla-
vonoide e/ou da composicao de glicosideos de flavonoides obtidos de
acordo com o meétodo de producao da presente invencdo misturada na
composicao para alimentos como uma porcdo flavonoide pode ser, de
preferéncia, a partir de 0,001 a 30% em massa, mais preferiveimente a
partir de 0,01 a 20% em massa e, ainda mais preferivelmente, a partir
de 0,02 a 10% em massa, e a quantidade misturada na composicao
para alimentos pode ser determinada de modo que ¢ composto de in-
cluséo de flavonocide efou a composicao de glicosideos de flavonoides
possa ser, de preferéncia, ingerida em uma quantidade a partir de 10
mg a 20 g, mais preferivelmente a partir de 30 mg a 10 g e, ainda mais
oreferivelmente, a partir de 100 mg a & g por dia de uma s6 vez ou di-
vidida em varios momentos (por exemplo, irés vezes). Além disso, a
guantidade do composto de inclusdo de flavonoide efou da composi-
¢cao de glicosideos de flavonoides misturada a formulacdo de aditivo
alimenticio pode ser, de preferéncia, usada em uma guantidade a par-
tir de 0,001 a 50% em massa, mais preferivelmente a partir de 0,01 a
40% em massa e, ainda mais preferivelmente, a partir de 0,1 a 30%
em massa como um volume no qual os flavonocides exibem efeilos.
EXEMPLOS

[00106] A presente invencdo sera mais especificamente descrita

abaixo através de exemplos, sem pretender limitar o escopo da pre-
sente invencio a estes exemplos. Aqui, "%" significa "% em massa”,
salvo indicacdo em contrario.

Preparacado da composicdo gue contém um composto de inclusdo de

flavonoide

Exemplos 1 a 31

[00107] A um beéguer de 1.000 mi foram adicionados um flavonoide
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pouco solivel que tem uma estrulura de ramnosideo (rutina ou hespe-
ridina) @ uma ciclodextrina conforme listado na Tabela 1 ou 2, e ol
adicionada agua para formar uma massa de 1.000 g. A mistura liquida
foi ajustada para 70°C e um pH de 4. Em seguida, foram adicionados 3
a 30 g de uma naringinase {(Amano Enzyme Inc., 155 u/g) enqguanto se
agitava, & uma mistura de reacdo foi reagida durante 24 horas. A tem-
peratura foi ajustada para a temperatura ambiente e a mistura foi filtra-
da com um papel de filtro para proporcionar um composto de inclusao
de um flavonoide sem uma estrutura de ramnosideo (isoquercitrina ou
hesperetina-7-glucosideo) e uma ciclodexirina e um composto de in-
cluséo de flavonoide gue contém composicao que contém uma ramno-
se clivada.

Exemplos Comparativos 1a 3

[00108] Cada uma das composicdes dos Exemplos Comparativos 1
e 3 fol preparada da mesma maneira conforme os Exemplos 16 e 17,
exceto gue uma ciclodexirina ndo foi adicionada. Além disso, a com-
posicdo do Exemplo Comparativo 2 foi preparada da mesma maneira
conforme o Exemplo 16, exceto que uma dexirina foi adicionada no
lugar de uma ciclodextrina.

Exemplo Comparative 101

[001098] A um béguer de 100 mi foram adicionados isoquercitring e
y-ciclodexiring, conforme listado na Tabela 1-2, cada uma das quais foi
preparada da seguinte maneira, e foi adicionada agua as mesmas pa-
ra formar uma massa de 100 g. A mistura liguida fol agitada durante
24 horas a 70°C e um pH de 4.5 A temperatura foi, entdo, ajusiada
para a temperatura ambiente e a mistura fol fitrada com um papel de
filtro para proporcionar uma composicdo gue contém um composto de
inclusao de isoquercitrina & y-ciclodexirina.

Preparacao de Isoguercitrina

(001101  Foram adicionados dez gramas de rutina usada na Tabela
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1 para fazer 100 L de uma solucdo aquosa e a solucao foi ajustada
para 70°C e um pH de 4,5. Em seguida, foi adicionado 1 g de uma na-
ringinase (Amano kEnzyme inc., 155 u/g) enquanto se agitava a solu-
c&0 e a mistura liguida foi recuperada e seca para proporcionar 7,2 g
de isoquercitrina com um teor de 96% ou mais. Foi confirmado que o
oroduto era idéntico a um reagente de isoguercitrina (Wako) por
HPLC.

Exemplos 101 a 108

(001111 Cada uma de uma composicdo que contém um composio

de inclusao de naringenina-7-glucosideo e 3-ciclodextrina foi prepara-
da da mesma maneira conforme os Exemplos 1 a 31, excelo que as
matérias-primas listadas na Tabela 2-2 foram usadas.

Exemplo Comparativo 102

[00112] A composicdo do Exemplo Comparative 102 foi preparada
da mesma maneira conforme o Exemplo 104, exceto que uma ciclo-
dexirina ndo foi adicionada.
[00113] Os detalhes usados nas Tabelas 1, 1-2, 2 e 2-2 s80 mos-
trados abaixo.

RTN: Rutina preparada da seguinte forma.
[00114] Cinguenta quilogramas de gemas de Sophora pertencente
a Fabaceae foram imersos em 500 L de agua quente durante 3 horas
e um filtrado foi, entdo, obtido apds filtracdo. Depois disso, o filtrado foi
esfriado para a temperatura ambiente e 03 componentes precipitados
foram separados por meio de filtracdo. Os precipitados foram lavados
com agua, recristalizados e secos para proporcionar 3,190 g de rutina
com um {eor de 96% ou mais. Foi confirmado que o produto tinha pi-
cos idénticos aqueles de um reagente de rutina (Wako) por HPLC.
HSP: Hesperidina (teor: 87% ou mais, fabricada pela Hamari Chemi-
cals., Lida.)
NRG: Naringina (teor: 85% ou mais, fabricada pela SIGMA)
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B8-CD: B-ciclodextrina (fabricada pela PEARL ACE CORPORATION)
y-CD: y-ciclodextrina (fabricada pela PEARL ACE CORPORATION)
Dexitrina: Sandec # 70 (fabricada pela Sanwa Starch Co,, Lida.}

Conversao Percentual de Rutina em lsoguercitrina

[00115]  As misturas liguidas finalizadas na reacio antes de filtracdo
dos Exemplos 1 2 16 e dos Exemplos Comparativos 1 e 2 foram usa-
das como amostras de medicdo. A partir de uma proporcéo de acordo
com HPLC (SHIMADZL) (area de pico de isoquercitrina/area de pico
de rutina) sob as condicdes de HPLC:

Coluna: CAPCELL PAK C18, TAMANHO 4,8 mm x 250 mm (SHISEI-
DO),

Eluente: solucao aguosa de acetonitrila a 20% (vivY/acido fosfdrico a
0,1%,

Deteccdo: 351 nm,

Vazao: 0,4 mi/min,

Temperatura da coluna: 70°C >,

a converséao percentual foi calculada da seguinte forma:

conversao percentual (%) = area de pico de isoquercitrina x 100/(area
de pico de rutina + area de pico de isoquercitrina).

[00116] Foi confirmado que a isoquercitrina tinha picos idénticos
aqueles de um reagente de isoquercitrina (Wako) por HPLC. Todas as
conversbes percentuais dos Exemplos 1 a 16 foram de 96% ou mais.
Por outro lado, a converséo percentual do Exemplo Comparativo 1 foi
t4o baixa quanito 56% e a conversdo percentual do Exemplo Compara-
tivo 2 foi tao baixa guanto 57% comparado com ¢ Exemplo 16 com a
mesma gquantidade da enzima.

Conversao Percentual de Hesperidina em Hesperetina-7-Glusosideo

[00117]  As misturas liguidas finalizadas na reacao antes de filtracdo
dos Exemplos 17 a 31 e Exemplo Comparativo 3 foram usadas como

amostras de medicao. A partir de uma proporcado de acordo com HPLC
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(SHIMADZLU) (area de pico de hesperetina-7-glucosideo/area de pico
de hesperidina) sob as condicdes de HPLC:

Coluna: CAPCELL PAK C18, TAMANHO 4,86 mm x 250 mm (SHISEl-
DO),

Eluente: solucao aguosa de acetonitrila a 40% (v/v)/acido fosforico a
0,1%,

Deteccao: 280 nm,

Vazao: 0.4 mi/min,

Temperatura da coluna: 70°C >,

a conversdo percentual foi calculada da seguinte forma:

conversdo percentual (%) = area de pico de hesperelina-7-glucosideo
x 100/(area de pico de rutina + area de pico de hesperelina-7-
glucosideo). Foi confirmado gue a hesperetina-7-glucosideo tinha pi-
cos idénticos agueles de um produto seco que foi confirmado como
sendo hesperetina-7-glucosideo por RMN. Todas as conversbes per-
centuais dos Exemplos 17 a 31 foram de 96% ou mais. Por outro lado,
a convencéao percentual do Exemplo Comparativo 3 foi tao baixa quan-
10 57%.

Conversao Percentual de Naringina em Naringenina-7-Glucosideo

[00118]  As misturas liguidas finalizadas na reacdo antes de filtracdo
dos Exemplos 101 a 108 e Exemplo Comparativo 102 foram usadas
como amostras de medicdo. A partir de uma proporcéo de acordo com
HPLC (SHIMADZU) (area de pico de naringenina-7-glucosideo/area de
pico de naringina) sob as condicbes de HPLC:

Coluna: CAPCELL PAK C18, TAMANHO 4,8 mm x 250 mm (SHISE!-
DOy,

Eluente: solucéo de aguosa de acetonitrila a 25% (v/v)/acido fosforico
a 0,1%,

Deteccado: 280 nm,

Vazao: 0.4 miymin,
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Temperatura da coluna:; 70°C >,
a conversao percentual foi calculada.
[00119]  Especificamente, a porcentagem de converséo foi calculada
da seguinte maneira:

percentagem de conversdo (%) = area de pico de naringe-
nina-7-glucosideo x 100/(area de pico de naringina + area de pico de
naringenina-7-glucosideo).
[00120] Foi confirmado que a naringenina-7-glucosideos tinha picos
idénticos agueles de um reagente de naringenina-7-glucosideo (Wako)
por HPLC. As conversdes percentuais dos Exemplos 101 a 109 e
Exemplo Comparativo 102 foram de 85% ou mais.

Concentracao de {soguercitrina (1QC) (Analise Absortiomeétrica)

[00121]  As misturas liquidas finalizadas na reacao dos Exemplos 1
a 16 e Exemplos Comparativos 1, 2 e 101 foram deixadas repousar
em temperatura ambiente e 1 mi de sobrenadante foi, entdo, filtrado
para ser usado como amostras de medicao. Uma curva de calibracdo
foi tracada em uma absorbéancia de 351 nm {(solucéo de acido fosforico
a 0,1%) usando um reagente de rutina (Wako). A concentracdo de ru-
tina foi calculada a partir da absorbancia das amostiras de medicédo e o
valor calculado ao compensar com uma porcentagem e mulliplicar ¢
produte por um fator de 0,761 (proporcdoe em peso molecular de iso-
guercitrina/rutina (464,38/610,52 = (,761)) foi obtido como uma con-
centracao de isoquercitrina. Os resultados s&o mostrados na Tabela 1
e 1-2. Aqui, a conversdo percentual no momento de calculo da con-
centracdo foi calculada apds submeter as mesmas amostras que
aguelas para a analise de concentracdo a determinacao por HPLC.
Concentracao de Hesperetina-7-Glucosideo (HPT-76) (Analise Absor-
tiométrica)

[00122]  As misturas liguidas finalizadas na reacdo dos Exemplos 17

a 31 e Exemplo Comparative 3 foram deixadas repousar em tempera-
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tura ambiente e 1 mi de sobrenadante foi, entdo, filtrado para ser usa-
do como amostras de medicdo. Uma curva de calibragéo foi tracada
em uma absorbancia de 280 nm (solucdo de acido fosforico a 0,1%)
usando um reagente de hesperidina (Wako). A concentracao de hes-
peridina foi calculada a partir da absorbancia das amostras de medi-
¢80 e o valor calculado ao compensar com uma porcentagem de con-
versao de acordo com a analise por HPLC e multiplicar o produto por
um fator de 0,761 (proporcdo em peso molecular de hesperetina-7-
glucosideo/hesperidina (464,42/610,56 = (,761)) foi oblido como uma
concentracdo de hespereting-7-glucosideo. Os resultados sé&o mostra-
dos na Tabela 2. Aqui, a conversdo percentual no momento de célculo
da concentracéo foi calculada apds submetler as mesmas amostras
que aquelas para analise de concentracao a determinacao por HPLC.
Concentracdo de Naringenina-7-Glucosideo (NGN-70) (Analise Absor-
tiomélrica)

[00123] As misturas liquidas finalizadas na reacéo dos Exemplos

101 a 109 e Exemplo Comparative 102 foram deixadas repousar em
temperatura ambiente & 1 mi de sobrenadante foi, entéo, filtrado para
ser usado como amostras de medicdo. Uma curva de calibracdo foi
tracada em uma absorbancia de 280 nm (solucéo de acido fosférico a
0,1%) usande um reagente de naringina (fabricado pela SIGMA, daqui
em diante NRG). A concentracdo de naringina foi, entdo, calculada a
partir da absorbancia das amostras de medicdo e o valor calculado ao
compensar com uma porcentagem de conversées de acordo com a
analise por HPLC e multiplicar o produto por um fator de 0,748 (pro-
porcdo em peso molecular de naringina/naringenina-7-glucosideo
(434,39/580,54 = 0,748)) foi obtido como a concentracdo de naringeni-
na-7-glucosideo. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2-2. Aqui, a
conversao percentual no momento de calculo da concentracio foi cal-

culada apds submeter as mesmas amostras que aguelas para analise
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de concentracdo a determinacao por HPLC.
Proporcdo Molar (CDAQC (Proporcdo Molan), CD/HPT-7G (Proporcéo
Molary e CD/NGN-7G (Proporcéo Molar)) (Analise de Sacarideos por

HPLC)

[00124]  As misturas liquidas finalizadas na reacdo dos Exemplos 1

a 31 e 101 a 109 e o Exemplo Comparativo 101 foram deixadas re-
pousar em femperatura ambiente & 1 ml de sobrenadante foi, entao,
filtrado para ser usado como amostras de medicdo. Uma curva de ca-
libracdo € tragada com B-ciclodexirina (Wako) e y-ciclodexirina (Wa-
ko), de acordo com a analise por HPLC (SHIMADZU) sob condicdes
da HPLC:

Coluna: Inertsif NH2 (4,6 x 150 mm (GL Science inc.)),

Eluente: acetonitrila/agua a 65% (v/v),

Deteccdo: refratdbmetro diferencial, RID-10A (SHIMADZLU),

Vazao: 1 mifmin,

Temperatura da coluna: 40°C >, e

a concentracdo molar de ciclodextrina das amostras foi, entdo, calcu-
lada e a proporcéo molar de ciclodextrina/isoquercitrina, ciclodextri-
na/hesperetina-7-glucosideo e ciclodextrina/naringenina-7-glucosideo
foi calculada com uma concentracdo molar de isoguercitring, hespere-
tina-7-glucosideo e naringenina-7-glucosideo. Os resultados s80 mos-
trados nas Tabelas 1, 1-2, 2 e 2-2. Aqui, a proporcao molar do filtrado
apos término da reacdo foi a mesma no caso de produtos liofilizados.
Solubilidade (Solubilidade de 1QC, Solubilidade de HPT-7G e Solubili-
dade de NGN-7G)

[00125]  As misturas liquidas finalizadas na reac¢ado dos Exemplos 1

a31e 101 a 109 e os Exemplos Comparativos 1 a 3, 101 e 102 foram
deixadas repousar em temperatura ambiente, depois filtradas e liofili-
zadas para proporcionar produtos seces. Os produtos secos prepara-

dos acima foram adicionados a um béquer de 100 mi que contém 50
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mi de agua a 50°C com agitacdo até que os produtos secos ndo fos-
sem mais dissolvidos e precipitados. A mistura liguida foi deixada re-
pousar em temperatura ambiente (25°C), 1 mi do sobrenadante foi,
entéo, filtrado & a concentracac de isoquercitrina, a concentracac de
hesperetina-7-glicosideo e a concentracdo de naringenina-7-glicosideo
foram calculadas de acordo com a analise de absortiométrica para ob-
ter a solubilidade. No entanto, quando a quantidade dos produtos se-
cos era insuficiente no momento de determinacao da solubilidade, os
mesmos experimentos exemplificativos foram realizados repetidamen-
te para obter a quantidade necessaria ¢ a solubilidade foi medida.
Alem disso, foi confirmado com um calorimetro de varredura diferenci-
al (DSC), ressondncia magnética nuclear (RMN) e um espectrofetdme-
tro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) que, nos
Exemplos 1 a2 31 e 101 a2 109 e Exemplo Comparativo 101, o flavonoi-
de foi incluido com uma ciclodextrina. Os resultados de solubilidade
s&o mostrados nas Tabelas 1, 1-2, 2 e 2-2. Aqui, os produtos liofiliza-
dos dos compostos de incluséo de flavonoides nos quais a ramnose foi
removida por meio de diglise do filtrado em temperatura ambiente
apoés o término da reacio nos Exemplos 1 a 31 e 101 a 109 tambem

mostraram quase 08 mesmos niveis de solubilidade.
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1 2) (3) 4) (%) ) {7 (8

RTN (% em | B-CD (% em | y-CD Dextrina (% | CD/RTN {propor- | HQC Cone. (% | CDAQC (pro- | Solubilidade de IQC

massa) massa) (% em massa) | em massa) | cio molarn) em massa) por¢do molar) | (% em massa)
Ex. 1 20 58 0 € 1.5 1.5 1.5 1.6
Ex. 2 2,0 7.4 0 0 2.0 1,6 2,0 1.1
Ex. 3 3,0 11,2 0 € 2,0 2.4 1.8 1,0
Ex. 4 3,0 18,7 0 0 an 23 a0 4.8
Ex. 5 40 14,8 0 € 2,0 30 2,0 1,2
Ex. 8 4,0 223 0 0 an 3.1, 2,8 4.8
Ex. 7 40 0,15 0 € 0,02 0,03 2,0 (!
Ex. 8 4,0 € 0,08 0 0,01 0,03 1.0 8.9
Ex g 40 0 7.8 € 0,8 30 0,8 10,2
Ex. 10 4,0 € 8,5 0 1.0 3,0 1.0 10,2
Ex. 11 40 0 12,7 € 1.5 30 1.5 8,9
Ex. 12 4,0 € 18,3 0 1.8 3.1, 1.8 7.7
Ex 13 40 0 17,0 € 2,0 3.1 2,0 6,4
Ex. 14 4,0 € 254 0 an 3,0 a0 4.2
Ex 15 40 0 338 € 4,0 3.1 4,0 3,2
Ex. 18 8,0 € 17,0 0 1.0 8,2 1.0 8.8
Ex Comp. 1 {80 0 0 € - 4,01 - 0,01
Ex. Comp.2 {80 € 0 17,0 - 8,01 - 0,01

Notas da Tabela 1

(1) Concentracao de rutina no momento de inicio da reacgaoc (% em massa)

(2} concentracdo de B-ciclodexirina no momento de inicio da reacéo (% em massa)
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(3} concentracao de y-ciclodexirina no momento de inicio da reacéo (% em massa)

(4) Concentracao de dexirina no momento de inicio da reacdo (% em massa)

(5) Ciclodextrina/rutina no momento de inicio da reacao (proporcéoe molar)

(6) Concentracéo de isoquercitrina do filtrado apds o término da reacéo (% em massa)
(7) Ciclodextrinalisoquercitrina do filtrado apds o término da reacéo (proporcdo molar)

(8) Solubilidade de isoquercitrina do produto liofilizado do filtrado apés o término da reacdo (% em massa)

Tabela 1-2
1 (12) {13 {14) (15) (18)
. _ CDAQC Ao | 1QC Conc. (% | CDAQC o | Solubilidade ds IQC
IQC (% em massa) | y-CD (% em massa) QC (proporgio | 1Q onc. (% Q {proporcio ubili
molarn) &m massa) molar) {% em massa} %
Ex Comp. 101 | 3.0 8.4 1.0 0,36 8.4 0.8 B

Notas da Tabela 1-2

(11} Concentracao de isoquercitrina no momento de inicio do aguecimento enquanto se agita (% em massa)
(12} Concentracéo de y-ciclodextrina no momento de inicio do aguecimento enguanto se agita (°% em massa)
(13) Ciclodextrina/isogquercitrina no momento de inicio do aquecimento enquanto se agita (proporcdo molar)
(14} Concentracao de isoquercitrina do filtrado apds aguecimento enquanto se agita (% em massa)

(15} Ciclodextrina/isoquercitrina do filtrado apés aguecimento enquanto se agita (proporgdo molar)

(16) Solubilidade de isoquercitrina do produto liofilizado do filtrado apds aguecimento enquanto se agita (% em massa)
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[00126] Conforme € evidente a partir da Tabela 1, pode ser visto
que um composto de inclusdo de isoquercitrina e uma ciclodexirina
pode ser obtido de forma eficiente juntamente com a reacéo de cliva-
gem de ramnose a partir de rutina de acordo com o método de produ-
¢ao da presente invencdo. Por outro lado, os Exemplos Comparativos
1 e 2 tiveram uma baixa porcentagem de conversdes e também uma
baixa solubilidade. Aqui, as misturas de reacgdo liquidas e as misturas
liquidas finalizadas na reacdo dos Exemplos 7 e § e Exemplos Compa-
rativos 1 a 3 estavam em estado suspenso. No entanto, as misturas de
reacdo liquidas dos Exemplos 1 a 6 & 9 a 16 estavam em um estado
suspenso no estagio inicial da reacdo e no estagio intermediario da
reacdo, porém, as misturas de reacdo liquidas foram dissolvidas no
momento de término da reacdo e no momento subsegquente de permitir
que as misturas de reacdo liquidas permanecam em temperatura am-
biente. Portanto, a porcentagem de inclusdo de um composto de inclu-
s&o de isoquercitrina-ciclodextrina (concentracao de isoquercitrina em um
composic de incluséo (concentracdo de filtrado que € deixado repousar
em temperatura ambiente apds ¢ términe da reacéo) x 100/con-
centracdo de iscquercitrina na mistura liquida finalizada na reacéo
(mistura liguida antes de filtracéo)) foi de quase 100%. No entanto,
como o Exemplo Comparativo 101 da Tabela 1-2, a mera mistura &
aguecimento de isoguercitrina e y-ciclodextrina da mesma composicas
gue o Exemplo 10 sempre estaria em estado suspenso do inicio ag
final da reacdo e a taxa de incluséo (concentracdo de isoquercitrina
em um composto de inclusao (concentracéo do filtrado que & deixado
repousar em temperalura ambienie apods o términoe da reagdo) x
100/concentracio de isoquercitrina na mistura liguida finalizada na re-
acéo {mistura liguida antes de filtracdo)) tambeém foi tao baixa quanto
12% e, também, a solubilidade do produto liofilizado do filtrado era
baixa.
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{21) {22) {23) (24) {25) {28) {27)
HSP (% em | $-CD (% em | v-CD (% em | CD/MHSP (pro- | HPT-7G CD/HPT-7G (pro- | Solubilidade de HPT-
massa) massa) massa) porcao molan | Conc. (% em massa) | porgdo molan 7G (% em massa)
Ex. 17 30 0,08 0 0,01 0,022 1.5 35
Ex. 18 30 7.3 0 1.3 2,3 1.3 38
Ex 19 3,0 8.4 ¢ 1,5 2,3 1,5 38
Ex. 20 3.0 11,2 0 2,0 2,3 2,0 2.8
Ex. 21 30 18,7 0 30 2,3 30 2,0
Ex. 22 4.0 11,2 o 1.5 2,8 1.8 35
Ex. 23 4.0 14,9 ] 2,0 3.0 2,0 2.7
Ex. 24 2,0 0 8,4 1.5 1,4 1.6 4.0
Ex. 28 2.0 0 8,5 2.0 1,8 1.9 38
Ex. 28 4.0 0 0,08 0,01 0,015 2,0 37
Ex. 27 4,0 ¢ 12,7 1,5 31 1,5 4.2
Ex. 28. 4.0 0 17.0 2,0 2.8 24 37
Ex. 29 50 0 15,8 1,5 37 1,5 4.1
Ex. 30 5,0 ¢ 21,2 2,0 39 1.8 3,8
Ex. 31 5.0 0 31,8 3.0 38 3.0 2.7
Ex. Comp. 3 30 0 0 - 0,007 - 0,007
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Notas da Tabela 2

(21) Concentracdo de hesperidina no momento de inicio da reagéo (%
em massa)

{22} Concentracao de B-ciclodextrina no momento de inicio da reacao
(% em massa)

(23) Concentrac8o de y-ciclodexirina no momento de inicio da reacao
(% em massa)

(24) Ciclodextrina/hesperidina no momento de inicio da reagéo (pro-
porcdo molar)

{25) Concentracao de hesperetina-7-glucosideo do filtrado apods o tér-
mino da reacao (% em massa)

(26) Ciclodextrinafhesperetina-7-glucosideo do filtrado apés o {érmino
da reacao (proporcéo molar)

(27) Solubilidade de hesperetina-7-glucosideo do produto liofilizado do
filtrado apds o términoe da reacéo (% em massa)

(001271 Conforme € evidente a partir da Tabela 2, pode ser visto
que um composto de inclusdo de hesperitina-7-glucosideo & uma ci-
clodexirina foi obtide de forma eficiente juntamente com a reacdo de
clivagem de ramnose a partir de hesperidina de acordo com o método
de producao da presente invencdo. Por oulro lado, o Exemplo Compa-
rativo 3 teve uma baixa porcentagem de conversdo e tambem uma
baixa solubilidade. Agui, as misturas de reacdo liguidas e as misturas
liquidas finalizadas na reacdo dos Exemplos 17 e 26 e Exemplo Com-
parative 3 estavam em um estado suspenso. No entanto, as misturas
de reacao liquidas dos Exemplos 18 a 25 e Exemplos 27 a 31 estavam
em estado suspenso no estagico inicial da reacdo e no estagio interme-
diaric da reacao, porém, as misturas de reacso liguidas foram dissol-
vidas no momento de término do processo de reacdo e no momento
em que a mistura liquida foi deixada repousar em temperatura ambien-

te. Alem disso, a porcentagem de inclus&o na qual um composto de
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inclusdo de hesperetina-7-glicosideo-ciclodextrina foi formado {(con-
centracao de hesperetina-7-glicosideo no composto de inclusdo {(con-
centracdo do filtrado que é deixado em temperatura ambiente apds o
término da reacao)/concentracdo de hesperetina-7-giucosideo x 100
da reacgdo liguida finalizada na reacao (mistura liguida antes de filtra-

¢a0)) foi de quase 100%.

Tabela 2-2
31 (32) 9 <
NRG (% em massa) | B-CED (% em massa) CD/NRG  (proporgao
molar)

Ex. 101 1,0 2,0 1,0

Ex. 102 1,0 3,8 2.0

Ex. 103 1.0 5.9 3,0

Ex. 104 2,0 3.8 1,0

Ex. 108 2,0 7.8 2,0

Ex. 108 2.0 11,8 3,0

Ex. 107 4.0 7.8 1.0

Ex. 108 50 9.8 1,0

Ex. 108 8,0 11,8 1,0

Ex. Comp. 102 |20 0 G

Tabela 2-2 -continuacéo-

(34} (35) (38)
NGN-7G Conc. CD/NGN-7G Solubilidade de NGN-7G
(% em massa) {proporcdo molan (% em massa)

Ex. 101 0,75 1,0 10,1

Ex. 102 0,75 2,0 55

Ex. 103 0,75 3.0 3,7

Ex. 104 1,5 1,0 10,6

Ex. 105 1.5 2,C 52

Fx. 106 1,5 3,0 3,5

Ex. 107 30 1,0 10,5

Ex. 108 3,7 1.0 10,3

Ex. 108 4.5 1,0 10,7

Ex. Comp. 102 103 0 0,2
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Notas da Tabela 2-2

(31) Concentracdo de naringina no momento de inicio da reacéo (%
em massa)

{32) Concentracao de B-ciclodextrina no momento de inicio da reacao
(% em massa)

(33) Ciclodextrina/naringina no momento de inicio da reagao (propor-
cao molar)

(34) Concentracéo de naringenina-7-glucosideo do filtrado apds o tér-
mino da reacéo (% em massa)

(35) Ciclodextrina/naringenina-7-glucosideo do filtrado apds o término
da reacdo (proporcéo molar)

(36) Solubilidade de naringenina-7-glucosideoc do produto liofilizado do
filirado apos o término da reacdo (% em massa)

[00128] Conforme é evidente a partir da Tabela 2-2, de acordo com
o metodo de producdo da presente invencdo, um composto de inclu-
s&o de naringenina-7-glucosideo e B ciclodexirina foi obtido com efici-
éncia, juntamente com a reacao de clivagem de ramnose a partir da
naringina, e também a solubilidade foi aprimorada. Embora o Exemplo
Comparativo 102 tenha tido uma conversdo percentual de 95% ou
mais, uma vez gue 0s precipitados foram formados imediatamente
apos a mistura liquida ter sido deixada repousar em temperatura am-
biente apds o término da reacéo, a solubilidade era baixa. No entanto,
apoés o termino das reacdes dos Exemplos 101 a 108, os filtrados que
foram deixados repousar em temperatura ambiente foram dissolvidos
& a porcentagem de inclusdo na qual um composto de incluséo de na-
ringenina-7-glucosideo-ciclodextrina foi formado (concentracéo de na-
ringenina-7-glicosideo no composto de incluséo {concentracao do fil-
trado que é deixado repousar em temperatura ambiente apoés o térmi-
no da reacdo) x 100/concentracdo de naringenina-7-glucosideo da

mistura liquida finalizada na reacdo (mistura liguida antes de filtrac&o))
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foi quase 100%.

Proporcdo Molar na Composicdo que Contém um Composto de incly-

sdo de Flavonoide (Ramnose/Flavonoids)

[00129] Além disso, o teor de ramnose dos filtrados apds ¢ término
da reacéo dos Exemplos 18 a 25, 27 a 31 ¢ 101 a 108 foi medido (uma
curva de calibracdo foi tracada com ramnose (Wako) sob as mesmas
condiches conforme a analise de sacarideos por HPLC). Entéo, a con-
centracao molar de ramnose foi calculada. Como um resultado, a pro-
porcdo molar de flavonoide em um composto de inclusdo (ramno-
sefflavonoide) foide 08a 1,2.

Ayaliactes de Sabor do Composto de inclusdoe de Flavonoide

(001301 Cem mililitros de cada uma das misturas liquidas finaliza-
das na reacdo dos Exemplos 10 a 15 foram colocados em uma mem-
brana de dialise (Spectra/Por CE, Dialysis Tube, MWCO 500-1000,
fabricada pela Funakoshi). A dialise foi realizada em 10 L de agua (tro-
cada cinco vezes por agua a 10°C) para remover a ramnose e cada
mistura liquida fol, entdo, liofilizada para proporcionar 10 g a 30 g de
produtos secos. Os produtos secos obtidos foram adicionados a uma
agua gaseificada comercialmente disponivel (sem acgucar) ("Minami-
Alps Tennensui, Sparkling”, fabricada pela Suntory), bebida de café
(sem actcar) ("WONDA GOLD, BLACK", fabricada pela Asahi Soft
Drinks Co., Lida)) e cha verde ("Oi QOcha", fabricado pela ITO EN,
LTDA) em uma concentracdo a qual é um valor calculado de 0,1% em
massa em termos de conversao de isogquercitrina & avaliacbes senso-
riais de sabor e dogura foram feitas por cinco participantes do painel
usando um produio sem aditivos como controle, De acordo com os se-
guintes critérios de avaliacao, foi calculada uma pontuacdo média para
cada um. Os resultados séo mostrados na Tabela 3.

Critérios de Avaliacéo de Intensidade de Sabor

1. Sabor residual de gosto forte
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2. Sabor residual de gosto ligeiramente forte
3. Sabor residual de gosto ruim

4: Sabor residual de gosto leve

5. Sem sabor residual

Critérios de Avaliacdo de Docura

1. Docgura de gosto forte
2. Dogura de gosto ligeiramente forle
3. Bocura de gosto ruim
4: Dogura de gosto leve

5. Sem dogura

Tabela 3
Bebida ,
Bebidas de café Ché verds
yCDAQC Carbonada
{proporcio molar) | Sabor Sabor Sabor
Dogura Dogura Dogura
residual residual residual
Ex 10 11,0 4.1 4.0 4,0 3,9 4.1 4.0
Ex. 11 | 1,5 4,0 3,9 3,8 3,7 4.0 4,0
Ex. 12 1.8 37 3.8, 3.8 37 3,5 3.4,
Ex. 13 12,0 1.3 2.6 1.3 2,5 1.4 2,7
Ex. 14 | 3,0 1,3 2,2 1,2 2.3 1,3 24
Ex. 15 | 4,0 1,1 1,9 1,1 21 1,1 1,9

[00131] Conforme é evidente a partir a Tabela 3, pode ser observa-
do que, gquando os produtos apresentam proporcbes molares
(yCD/NQC) de 1,0 a 1,8, o sabor residual e a dogura sao reduzidos
comparado com aqueles que apresentam proporgdes molares de 2,0 a
4,0, de modo que estes produtos s&o os preferidos do ponto de vista
de reduzir os efeitos sobre os sabores de alimentos, tais como bebi-
das. Alem disso, embora ndo seja mostrado na tabela, quando se trata
de um composto de inclusdo de hesperetina-7-glicosideo, guando a
propor¢ao molar (CD/HPT-7G) é a partir de 1,0 a 1,9, 0 sabor residual
{sabor diferente do sabor do aditivo produto isento de agrotdxicos) e

docura sdo reduzidos comparado com agueles que apresentam pro-
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poredes molares de 2,0 a 3,0, de modo que estes produtos podem ser
adequadamente usados em alimentos.

Preparacdo de Composicdo de Glicosideos de Flavonoides

Exemplos 32 a 39

[00132] Foi adicionada uma peguena quantidade de um alcali a
mistura de reacdo liquida preparada no Exemplo 4 (70°C, pHde 45 e
concentracdo de isogquercitrina: 2,3% em massa) para ajustar seu pH
de 6,5 a 60°C. Depois disso, 20 g de ciclodextrina glucanotransferase
(CGTase: Amano Enzyme Inc., nome comercial "Contizyme", 600
U/mi) foram adicionados a mesma para iniciar a reacao € a reacao foi
mantida durante 24 horas. A mistura de reacéo liquida obtida foi termi-
camente esterilizada e filtrada e a mistura de reacio liquida foi liofili-
zada para proporcionar 158 g de uma composicéo de glicosideos de
isogquercitrina que contém um composto representado pela formula ge-
ral (1) (Amostra 1). A sclubilidade da composic8o obtida dos glicosi-
deos de isoquercitrina {Amostra 1) em agua foi um valor calculado em
2,7% em termos da conversao de isoquercitrina. A composicdo oblida
dos glicosideos de isoquercitrina (Amostra 1) foi dissolvida em agua e
a solucédo foi deixada fiuir através de uma coluna empacotada com
Diaion HP-20 (resina de adsorcado sintélica porosa, fabricada pela Mit-
subishi Chemical Corporation) para permitir que a composicéo de gli-
cosideos de isogquercitrina fosse adsorvida na coluna & a coluna foi
lavada com agua em um volume duas vezes maior do que aquele da
resina para remover os sacarideos, tal como ramnose, da coluna. De-
pois disso, a solucdo eluida na qual o componente adsorvido fol eluido
com etanol a 65% (viv) em um volume duas vezes maior do que ague-
e da resina foi concentrada e os componentes concentrados foram,
entdo, liofilizados para proporcionar uma composicdo de glicosideos
do Exemplo 39. O cromatograma de HPLC do Exemplo 39 é mostrado

na Figura 1. Os resultados foram os mesmos conforme para o croma-
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tograma por HPLC da Amostra 1. Além disso, a composicédo dos glico-
sideos de isoguercitrina (Amostra 1) foi adsorvida e lavada com agua
da mesma maneira conforme no Exemplo 38, € a composicao foi elui-
da com etanol em uma concentracao de 10 a 80% (v/v). As solucdes
nas quais a proporcao molar foi ajustada ac combinar as solucdes elu-
idas (soluches eluidas a 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 60% (v/v)) foram con-
centradas e depois licfilizadas para proporcionar composicdes de gli-
cosideos dos Exemplos 32 a 38. A solubilidade das composicdes dos
glicosideos dos Exemplos 32 a 39 em agua foi um valor calculado em
10% ou mais em termos da conversdo de isoguercitrina. Aqui, no mo-
mento da reacdo de transglicosilacao, quando misturas liquidas de re-
acéo em pHs de 7.5 e 8,5 foram preparadas com a mesma quantidade
de enzima, foram produzidas composicoes de glicosideos de isoquer-
citrina quase nas mesmas guantidades. No entanto, a cor da solucéo
ficou marrom escure em virtude de uma decompoesicdo parcial do fla-
vonoide, de modo que a composicas reagiu em um pH de 65, Aqui,
também nas misturas liquidas de reacso preparadas nos Exemplos 1 a
3 e 10 a 18, foram produzidas composicdes de glicosideos de isoquer-
citrina com o mesmo cromatograma de HPLC que a Amostra 1 (Figura

1) sob as mesmas condicbes.

o L\

e

e WP [ T B
L]

OH
()
onde, na formula geral (1), Glc significa um residuo de glucose e n

significa um numero inteiro de 0 ou 1 ou mais.
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Exemplos 40 a 46

[00133] Foi adicionada uma pegquena quantidade de um alcali a
mistura de reacdo liquida preparada no Exemplo 22 (70°C, pH de 4,5,
concentracdo de hesperetina-7-glucosides: 2,8% em massa) para
ajustar seu pH de 6,5 a 60°C. Depois disso, 5 g de ciclodextrina gluca-
notransferase (CGTase: Amano Enzyme Inc., nome comercial "Con-
tizyme", 600 U/ml) foram adicionados a mesma para iniciar a reacéo e
a reacdo foi mantida durante 24 horas. A mistura de reacdo liquida ob-
tida foi termicamente esterilizada e filtrada e a mistura de reacéo liqui-
da foi, entdo, seca por pulverizacdo para proporcionar 136 g de uma
composicdo de glicosideos de hesperetina-7-ghucosideo que contem
um composto representado pela formula geral (2) (Amostra 2). A solu-
bilidade da composicao obtida dos glicosideos de hesperetina-7-
glucosideo (Amostra 2) em agua foi um valor calculado em 5,1% em
termos de conversdo de hesperetina-7-glucosideo. A composicdo dos
glicosideos de hesperetina-7-glicosideo obtida (Amostra 2) foi dissolvi-
da em agua e a solucdo foi deixada fluir através de uma coluna empa-
cotada com Diaion HP-20 (resina de adsorcéo sintélica porosa, fabri-
cada pela Mitsubishi Chemical Corporation) para permitir que a com-
posicdo dos glicosideos de hesperelina-7-glicosideo fosse adsorvida
na coluna e a coluna foi lavada com agua em um volume duas vezes
maior do que agquele para remover 08 sacarideos, tal como ramnose,
da coluna. Posteriormente, a solucdo eluida na qual o componente ad-
sarvido foi eluido com um etanol a 65% (v/v) em um volume duas ve-
Zes maior do que aquele da resina foi concentrada e 0s componenies
concentrados foram liofilizados para proporcionar uma composicdo de
glicosideos do Exemplo 40. O cromatograma de HPLC do Exemplo 40
& mostrado na Figura 2. Os resultados foram 08 mesmos para o cro-
matograma por HPLC da Amostra 2. Além disso, a compesicdo dos

glicosideos de hesperetina-7-glucosideo (amostra 2) foi adsorvida e

Peticdo 870200088059, de 26/03/2020, pag. §8/248



53/81

lavada com agua da mesma maneira conforme o Exemplo 40 e a
composicéo foi depois eluida com etanol em uma concentragéo de 10
a 60% (v/v) gue foi usada na eluicdo. As solugdes nas quais a propor-
cao molar foi ajustada ac combinar as solucdes eluidas (10, 20, 30,
40, 50 e 60% (v/v)) foram concentiradas & depois liofilizadas para pro-
porcionar composicdes de glicosideos dos Exemplos 41 a 46. A solubi-
lidade das composicdes dos glicosideos dos Exemplos 40 a 46 em
agua foi um valor calculado como 10% ou mais em termos de conver-
s80 de hesperetina-7-glucosideo. Agui, no momento da reacdo de
transglicosilacéo, quando misturas liquidas de reacdo nos pHs de 7.5
e 8,5 foram preparadas com a mesma quantidade de enzima, foram
produzidas composicbes de glicosideos de hesperetina-7-glucosideo
guase nas mesmas guantidades. No entanto, a cor da solucdo ficou
marrom escuro em virtude de uma decomposicdo parcial do flavonoi-
de, de modo que a composicdo reagiu em um pH de 6,5, Aqui, tam-
bém nas misturas liquidas de reacdo preparadas nos Exemplos 21, 23
e 27 a 31, foram produzidas composicdes de glicosideos de isoquerci-
trina com o mesmo cromatograma de HPLC que a Amostra 2 (Figura

2} sob as mesmas condigbes.

(Glejr-Gle-O e -0 ’_,.»-j*‘qx., i f,.ﬂ\\

£
T
o

(2)
onde, na formula geral (2), Glc significa um residuo de glucose e n
significa um numero inteiro de 0 ou 1 ou mais.
Solubilidade (Valor Calculado Come 1QC, Valor Calculado Como HPT-
7G)

[00134] As solubilidades das amostras 1 e 2 & as composiches de
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glicosideos de flavonoides dos Exemplos 32 a 46 foram oblidas ao
calcular a concentracdo de isoquercitrina e a concentracéo de hespe-
retina-7-glucosides de acordo com 0s mesmos metodos conforme
agueles para a solubilidade de |QC e a solubilidade de HPT-706 supra-
citados para definir um valor calculado em termos de conversdo de
isoquercitrina e um valor calculado em termos de conversdo de hespe-
retina-7-glucosides. Aqui, as composictes nas quais cada valor calcu-
lado foi de 10% ou mais e néo foram observados precipitados foram
descritas como composicdes com uma solubilidade de 10% ou mais.
[0013%] As proporcdes molares (%) nas composicdes de glicosi-
deos de flavonoides dos Exemplos 32-46 foram calculados de acordo
com a formula a seguir a partir dos resullados analiticos sob as se-
guintes condi¢des de HPLC (Simadzu). Os resultados sdo mostrados
na Tabela 4. Aqui, cada picoden=0an =7 nas Figuras 1 e 2 foi ana-
lisado por LC/MS (espectroscopia de massa por cromatografia liquida,
SHIMADZLU) para confirmar o numero de glicosideos.,

Proporc@o molar (%) = Cada area de pico de composicdo dos glicosi-
deos de flavonoides x 100/Area de pico total de composicéo dos glico-
sideos de flavonoides

CondicGes de HPLC: Exemplos 32 a 39

Coluna: CARPCELL PAK C18, TAMANHO 4,6 mm x 250 mm (SHISEIDO)
Eluente: agua/acetonitrila/acido fosforico = 799/200/1 (proporcédo em
volume)

Deteccéo: Analise absortiomeétrica no comprimento de onda de 351 nm
Vazao: 0,4 miimin

Temperatura da coluna:; 70°C

CondicBes de HPLC: Exemplos 40 a 46

Coluna: CAPCELL PAK C18, TAMANHO 4,8 mm x 250 mm (SHISE!-
DO)

Eluente: agua/acetonitrila/acido fosforico = 849/150/1 (proporcédo em
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volume)

Deteccdo: Analise absortiométrica no comprimento de onda de 280 nm
Vazao : 0.4 mifmin

Temperatura da coluna: 70°C

Avaliaches de Sabores de Composicdes de Glicosideos de Flavonoides

[00136] Os produtos liofilizados das composicdes dos glicosideos
de flavonoides dos Exemplos 32 a 46 foram adicionados a uma solu-
¢cao acida de acgucar (pH de 3,1, Brix 10°), de modo que a concentra-
¢80 calculada em termos de isoquercitrina fosse de 0,05% (Exemplos
32 a 39) ou a concentracao calculada em termos de hesperetina-7-
glucosideo fosse de 0,05% (Exemplos 40 a 46). Avaliacdes sensoriais
{(amargor, acidez e adstringéncia) foram realizadas por sete parlicipan-
tes do painel. De acordo com os critérios de avaliacdo a segquir, cada
portuacdo media foi calculada. Agqui, as comparacbes foram fellas ao
definir as pontuacdes da avaliagcéo para amargor, acidez e adstringén-
cia em uma solucdo acida de acltcar que contém isoquercitrina a
0,05% preparada no Exemplo Comparativo 101 (solucéo imediatamen-
te apos preparacéo) como uma pontuacdo mais forte de 1. Além disso,
uma vez gue, na solucdo acida de aclcar que contéem isoquercitrina a
0,05% precipitados ndo foram observados por 30 minutos em temperatu-
ra ambiente apos a preparacao, as avaliacfes sensoriais foram realiza-
das durante este periodo. Os resultados sdo mostrados na Tabels 4.

Critérios de Avaliacdo de Amargor

1. Forte gosto de amargor

2. Gosto ligeiramente forte de amargor
3. Gosto de amargor

4: Leve gosto de amargor

5. Sem gosto de amargor

Critérios de Avaliacio de Acidez

1. Forte gosto de acidez
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2. Gosto ligeiramente forte de acidez
3. Gosto de acidez

4: Leve gosto de acidez

5. Sem gosto de acidez

Critérios de Avaliacédo de Adstringéncia

1. Forte gosto adstringente
2. GSosto adstringente ligeiramente forte
3: Gosto adstringente
4: Leve gosto adstringentie
5. Sem gosto adstringente
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Representacdes numéricas de n nas formulas gerais (1) e (2)}{Proporcéo molar (%))
Amargor | Acidez | Adstringéncia
0] 1 2 3 4 5 8 7 ouMais
Ex. 32 47,3 14,4 10,6 7.8 5,6 7,3 8,0 1,0
1,5 1,2 1,5
47,3 32,8 19,9
Ex. 33 9,0 277 23,2 20,1 6,8 52 8,0 0,0
1.8 1.8 1,9
9,0 71,0 20,0
Ex. 34 31,0 238 221 10,1 5,9 59 0,9 0,5
1,9 1,6 2,0
31,0 558 13,2
E£x. 35 22,0 21,0 23,0 13,0 8,5 50 3.1 44
1,9 25 1,8
22,0 57,0 21,0
Ex. 38 27,0 18,0 13,0 7.0 12,7 13,2 4.9 42
4,2 4,1 3,9
27,0 38,0 35,0
Ex. 37. 18,2 20,0 18,0 18,0 8.1 8,9 6,7 4,1
2,0 2,1 2,2
18,2 56,0 25,8
£x. 38. 20,9 14,7 12,8 11,1 8.8 7,3 8,1 18,2
4.8 4,5 3,9
20,9 38,5 40,8
Ex. 38. 16,2 14,7 13,9 12,1 9.1 7.9 6,7 18,3
4.0 49 4,8
16,2 40,7 43,1
Ex. 40. 19,5 18,2 13,8 10,9 89,5 7,0 55 17,8 4,1 4,0 4,1
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Representactes numericas de n nas formulas gerais (1) e (2){Proporgcao molar (%))
Amargor | Acidez | Adstringéncia
0 1 2 3 4 5 6 7 cuMais
19,8 40,9 396
Ex. 41 15,1 17,3 18,3 12,7 8.4 7.0 5,0 18,2
4,2 43 42
15,1 48,3 38,6
Ex. 42. 8,0 25,0 20,0 14,8 7.5 59 4,7 14,1
2,3 2,5 2,5
8,0 59,8 32,2
Ex. 43 22,0 20,6 17,0 16,5 7.0 55 5,0 8,4
1,9 20 21
22,0 54,1 23,9
Ex. 44 35,0 21,3 18,1 12,8 4,3 3,0 2,7 3,0
1.9 2,1 1,8
35,0 52,0 13,0
Ex. 45 46,7 17,2 9,3 4,6 50 4.1 4.8 8,3
1,2 1,3 1,5
48,7 31,1 22,2
X 48, 13,4 29,8 28,2 18,7 2,2 1,8 2,2 8,0
1.8 1,8 1,8
13,4 747 11,9
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[00137] Conforme € evidente a partir da Tabela 4, as composicdes
de glicosideos dos Exemplos 38, 38, 39, 40 e 41 nas quais ¢© teor de
glicosideos que tem n = 0 € de 10% em mol ou mais e 30% em mol ou
menos, ¢ teor de glicosideos que temn = 1 a 3 é de 50% em mol ou
menos e o teor de glicosideos que tem n = 4 ou mais € de 30% em mol
ou mais nas férmulas gerais (1) e (2) apresentam um amargor, acidez
e adstringéncia significativamente reduzidos nas avaliacdes sensoriais
com solucbes acidas de acucar, de modo que as composicbes podem
ser adequadamente usadas em aplicactes de géneros alimenticios.
Agqui, uma vez que todas as composicbes dos glicosideos dos Exem-
plos 32 a 46 tém excelentes solubilidades, estas composices podem
ser adequadamente usadas em aplicacbes com sabor irrelevante, por
exemplo, aplicacbes em cosméticos e assim por diante. Além disso,
embora nao mostrado nas tabelas, guanto as composicdes de glicosi-
deos de naringenina-7-glicosideo obtidas usando as misturas lquidas
de reacdo preparadas nos Exemplos 104 a 106, o0 amargor, a acidez e
a adstringéncia foram significativamente reduzidos de acordo com as
avaliagcbes sensoriais para uma concentracdo de um valor calculado
como 0,05% em termos da conversao de naringenina-7-glucosideo em
uma solugéo acida de acucar quando o teor de glicosideos que tem n
= 0 & 10% em mol ou mais e 30% em mol ou menos, o teor de glicosi-
deos quetemn=1a 3 é 50% em mol ou menos e o teor de glicosi-

deos que tem n = 4 ou mais € 30% em mol ou mais.
Proporcido Molar em Composicdes de Glicosideos de Flavonoides

{Ramnose/Flavonoides)

[00138] A proporcdo molar de uma concentracdo molar calculada
apos as medicdes do teor de ramnose das amostras 1 e 2 (uma curva
de calibracdo foi tracada com ramnose {(WAKQ) sob as mesmas con-
diches que a analise de sacarideo por HPLC) para uma concentracdo
molar calculada a partir de um valor calculado em termos de conver-
s&o de isogquercitrina e um valor calculado em termos de conversao de

hesperetina-7-glucosideo (ramnosefflavonoide) feide 0,8 a 1,2,
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Avaliaches dos Efeilos de Prevencéao de Desvanecimenio

(001391 Uma composicdo que contém um composto de incluso de
flavonoide do Exemplo 16 e uma composicdo de glicosideos de fla-
vonoides do Exemplo 39 foram adicionadas a uma sclucao acida de
agucar gue contém 0,05% de formulacéo de cor de repolho roxo (pH
de 3,0) de modo a ter uma concentracéo de 0,005% calculada em ter-
mos de converséo de isoquercitrina. A mistura foi submetida a um tra-
tamento por ultravioleta durante 4 horas &, em seguida, a porcentagem
de cor residual foi comparada. Como um resultado, efeitos de preven-
céao de desvanecimento foram observados comparado com um produ-

to sem aditivos. Os resullados s8o mostrados na Tabela 5.

Tabela &
Porcentagem Residual de Cor (%)
Exemplo 16 o986
Exemplo 39 a5
Produto sem aditivos 56

[00140] Conforme € evidente a partir da Tabela 5, foram observa-
dos efeitos de prevencao de desvanecimento da cor repolho vermeiho
na composicado de inclusio de isoguercitrina-y-ciclodexirina que con-
tem o composto e a composicado de glicosideos de isoquercitrina.

Avaliactes dos Efeitos de Prevencdo da Deterioracdo do Sabor (Leite)

(001411 Cem mililitros de uma mistura liquida finalizada na reacéo
do Exemplo 16 foram colocados em uma membrana de dialise (Spec-
tra/Por CE, Dialysis Tube, MWCQO 500-1000, fabricada pela Funakos-
hi), a didlise foi realizada em 10 L de agua (frocada cinco vezes por
agua a 10°C) para remover a ramnose e a solugéo foi liofilizada para
proporcionar 22 g de produtos secos. Os produtos secos oblidos e a
composicao dos glicosideos de flavonoides do Exemplo 39 foram adi-
cionados a um leite comercialmente disponivel (leite integral a 3,5%,

"Meiji Nyugyo", fabricado pela Meiji Co., Lida.), de modo a obter uma

Peticdo 870200088059, de 26/03/2020, pdg. 88/248



61/81

concentracdo de um valor calculado de 0,005% em termos da conver-
sao de isoquercitrina em um frasco de vidro transparente de 100 mi.
Os sabores apoés iluminacdo com uma lampada fluorescente (20.000
ix, 5 horas, 10°C) foram comparados como uma pontuacéc média de
dez participantes, de acordo com os critérios de avaliagdo a seguir.
Como um resultado, foram observados efeilos para evitar a deteriora-
¢&o do sabor. Os resultados sado mostrados na Tabela 6.

Critérios de Avaliacdo

1. Acentuadamente alterado em relacdo a um produto n&o lluminado
2. Consideraveimente alterado em relagdo a um produte nédo iluminado
3. Um pouco alterado em relacdo a um produto ndo iluminado

4. Muito levemente alterado em relac8o a um produto ndo iluminado

5: N&o alterado em relacdo a um produto ndo iluminado

Tabela 6
Efeitos de prevencdo da deterioraco
do sabor (leite)
Exemplo 16 3,8
Exemplo 3% 3,9
Produto sem aditivos 2,2

[00142] Conforme € evidente a partir da Tabela 6, foram observa-
dos os efeitos de prevencado da degradacao do sabor do leite com um
composto de inclusdo de isoguercitrina-y-ciclodextrina e uma composi-
¢cao de glicosideos isoguercitrina.

Avaliactes dos Efeitos de Prevencio da Deterioracdo do Sabor (Geleia)

[00143] A geleia de toranja, um produto sem aditivos, fol preparada
usando 0,5% de suco de fruta (1/6), 3% de gelaling, 1% de saco de
suco de toranja, 6% de mallitol & 0,025% de formulacao de coranie
amarelo de cartamo como matérias-primas. Cem mililitros da mistura
liguida finalizada na reacéo do Exemplo 22 ou 28 foram colocados em
uma membrana de dialise (Spectra/Por CE, Dialysis Tube, MWCO
500-1000, fabricado pela Funakoshi). Dialise foi realizada em 10 L de
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agua (trocado cinco vezes por agua a 10°C) para remover a ramnose
e a solucéo foi liofilizada para proporcionar 12 g de produtos secos do
Exemplo 22 e 16 g de produtos secos do Exemplo 28. Cada um dos
produtos secos ohtidos e a composicao de glicosideos de flavonoides
do Exemplo 40 foram adicionados a geleia de foranja, o produto sem adi-
tivos, de modo a ter uma concentracao de um valor calculado como
0,005% em termos de conversido de hesperstina-7-glucosideo para pro-
porcionar uma geleia de toranja que € um produto que inclui aditivo, res-
pectivamente. Depois disso, a geleia foi aguecida para 93°C, o produto
aguecido foi enchido em uma garrafa de vidro transparente e este conte-
udo foi hermeticamente selado na garrafa e a garrafa fol, entdo, resfriada
e armazenada durante um meés em uma sala iluminada com uma 1ampa-
da flucrescente normal em temperatura ambiente. Posteriormente, 0 sa-
bor fol comparado em pontuactes médias por dez participantes, de acor-
do com os critérios de avaliacdo a seguir. Como um resultado, foram
ohservados efeiios de prevencéo da deterioracéo do sabor em cada
oroduto, incluindo o aditivo. Os resultados s&o mostrados na Tabela 7.

Critérios de Avaliacdo

1. Acentuadamente alterado em relacdo a um produto nao iluminado
2. Consideravelmente alterado em relacdo a um produto ndo iluminado
3. Um pouco alterado em relacdo a um produte ndo iluminado

4: Muito levemente alterado em relacdo a um produto ndo iluminado

5: N&o alterado em relagdo a um produto ndo iluminado

Tabela 7
Efeitos de prevencéo da deterioracio do sabor (geleia)
Exemplo 22 41
Exemplo 28 40
Exemplo 40 42
Produto sem aditivos | 1,8

[00144] Conforme é evidente a partir da Tabela 7, os efeilos de pre-

vencao da degradacéo do sahor em geleia de toranja foram observados
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para um composto de inclusdo de hesperitina-7-glucosideo-B-ciclode-
xtrina, um composto de inclusdo de hesperitina-7-glucosideo-y-ciclodex-
trina e uma composicdo de glicosideos de hesperetina-7-glicosideo.

Avaliacdo de Estabilidade ao Armazenamento (Solucdo Acida de Aclcar)

[00145] A isoquercitrina preparada no Exemplo Comparative 101, a
composicdo que contém um composto de incluséo de flavonoide do
Exemplo 16 & a composicdo de glicosideos de flavonoides do Exemplo
39 foram dissolvidas em uma solucdo acida de acucar com um pH de
3 composta pelas composicbes a seguir, de modo a ter uma concen-
tracao calculada como 0,03% em termos de conversao de isoguercitri-
na e a solucdo foi submetida a enchimento com envasamento a guen-
te (hof-pack) em uma garrafa de vidro de 100 mi (83°C). Apos resfria-
mento ao ar, as scluches preparadas foram deixadas em repouso du-
rante 4 meses sob as condigdes de 4°C, 25°C e 40°C, respectivamen-
te, e a presenca ou auséncia dos precipitados foi observada visual-
mente. As solucdes transparentes nas gquais os precipitados naoe foram
observados foram avaliadas como o & as solugdes nas guais os preci-
pitados foram observados foram avaliadas como x. Os resultados sao
mostrados na Tabela &.

Composicdo da solucdo acida de acacar

(% em massa)

1. Agucar 10
2. Acido Citrico (Cristalino) 0,08
3. Citrato trissddico pHajustado(pH de 3)
4. Agua Equilibrio
Tabela 8
4°C 25°C 40°C
isoquercitrina X ® X
Exemplo 16 o C o
Exemplo 39 o o o
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[00146] Conforme mostrado na Tabela 8, quandeo isoquerciirina fol
adicionada a solugdo acida de acucar, precipitados foram observados
imediatamente ap0s armazenamento em todas as faixas de refrigera-
cao (4°C), temperatura ambiente (25°C) e 40°C. No entanto, no caso
no gual o composto de inclusdo de isoquercitrina-y-ciclodextring e a
composicao dos glicosideos de isoquercitrina foram adicionados, pre-
cipitados ndo foram observados, mesmo quando as scluches foram
deixadas em repouso durante 4 meses, e precipitados ainda nao foram
observados mesmoe em um armazenamento a longo prazo de 5 me-
Ses.

Avaliacdo de Estabilidade ao Armazenamento (Cha Verde)

[00147] Hesperidina (fabricada pela Hamari Chemicals. Lida.), hes-
peretina-7-glucosideo (preparada a seguir), um composio de inclusao
de flavonoide do Exemplo 22 ou uma composicdo de glicosideos de
flavonocides do Exemplo 40 foi adicionada a um chéa verde comercial-
mente disponivel ("Of Ocha”, fabricado pela {TO EN, LTDA)), de modo
a obter uma concentracdo calculada de §,03% em termos de conver-
s80 de hesperetina-7-glucosideo. A mistura foi deixada repousar du-
rante 7 dias a 4°C e 25°C e a presenca ou auséncia de precipitados
fol, entdo, observada visualmente. As solucgbes transparenies nas
quais 0s precipitados nao foram observados foram avaliadas como o e
as solucdes nas quais os precipitados foram observados foram avalia-
das como x. Os resultados s&o mostrados na Tabela 9.

[00148] Sete gramas de hesperidina (fabricada pela Hamari Chemi-
cals., Ltda.) foi adicionada a 100 L de uma solucio aquosa e a solugdo
foi ajustada para 70°C e um pH de 4,5, Em seguida, foram adicionados
0.5 g de naringinase {(Amano Enzyme Inc. 155 u/g) enquanto se agita-
va, € a solucdo foi recuperada e seca para proporcionar 4,2 g de hes-
peretina-7-glucosides com um ieor de 96% ou mais. A identificacéo

como sendo hesperetina-7-glucosideo e o teor da mesma foram anali-
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sados por RMN e HPLC da mesma maneira conforme mencionado

acima.
Tabela 8
4°C 25°C
Hesperidina ES X
Hesperetina-7-glucosideo ® X
Exemplo 22 o o
Exempio 40 o o

(001491 Conforme mostrado na Tabela 9, quando a hesperiding ou
hesperitina-7-glucosideo foi adicionada a um cha verde, precipitados
foram observados imediatamente apds armazenamento, tanto sob re-
frigeracao (4°C) quanto em temperatura ambiente (25°C). No entanto,
no caso no qual a composicao que contém o composto de inclusao de
hesperetina-7-glucosidec e a composicao dos glicosideos de hespere-
tina-7-glucosidec foram adicionadas, precipitados néo foram observa-
dos mesmo gquando o cha verde foi deixado em repouso durante 7 di-
as.

Avaliacdo de Estabilidade ao Armazenamento (Bebida de Liméo)

[00150] Naringina (fabricada pela SIGMA), naringenina-7-glucosideo
{preparada abaixo) ou uma composicdo que contém um composto de
inciusao de flavonoide do Exemplo 109 foi adicionada a uma bebida de
lim&o comercialmente disponivel (C1000 Lemon Water, fabricada pela
HOUGE WELLNESS FOODE CORPORATION), de modo a obter uma
concentracdo calculada de 0,3% em termos de conversdo de naringe-
nina-7-glucosideo. A bebida foi deixada repousar durante 1 més a 4°C
ou 25°C e a presenca ou auséncia dos precipitados foi, entdo, visual-
mente observada. As solucdes transparentes nas quais precipitados
nao foram observados foram avaliadas como o e as solugdes nas
quais precipitados foram observados foram avaliadas como %, Os re-

sultados s&o mostrados na Tabela 8-2.
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[00151]  Apds términe da reacéo de acordo com ¢ Exemplo Compa-
rativo 102, precipitados que foram previamente deixados em repouso
em temperatura ambiente foram recuperados, lavados com agua, re-
cristalizados e secos para proporcionar 13 ¢ de naringenina-7-gluco-
sideo que tem um teor de 95% ou mais. A identificacdo do produto
como um reagente de naringenina-7-glucosideo (Wako) foi executada

por HPLC e seu teor foi analisado.

Tabela 9-2
4°C 25°C
Naringina x x
Naringenina-7-glucosidec ES ES
Exemplo 109 o) o

[00152] Conforme mostrade na Tabela 9-2, em que naringina ou
naringenina-7-glucosideo foi adicionado a uma bebida de limao, preci-
pitados foram observados tanto em armazenamento sob refrigeracéo
(4°C) como em temperatura ambiente (25°C). Contudo, em um caso
no gqual a composicdo que contém o composio de incluséo de naringe-
nina-7-giucosideo fol adicionada, precipitados nado foram observados,
mesmo quando a hebida foi deixada em repouso durante 1 més.

Avaliacdo de Biodisponibilidade

[00153] Ratos Wister de nove semanas de idade (machos) recebe-
ram MF (Oriental Yeast Co., Lida.) e foram criados por 7 dias € 0s ra-
tos foram, entdo, submetidos a jejum no dia antes da administracdo de
uma substéncia de teste. Posteriormente, 100 umol/kg (calculado co-
me 1QC) de um produto seco do Exemplo 16 preparado na avaliacéo
dos efeitos de prevencdo da deterioracdo do sabor, uma suspenséo de
rutina {(Alps Pharmaceutical ind., Co., Lida., 100 umol/kg {calculado
coma 1QC)), 1.000 pmolkg (calculado como HPT-7G) do produto seco
do Exemplo 22 preparado nas avaliacbes dos efeitos de prevencéo da

deterioracdo do sabor e uma suspensao de hesperidina (Hamari Che-
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micals., Lida., 1.000 pmol/kg (calculado como HPT-7G)) foram admi-
nistrados por via oral aos ratos em uma dose unica (administrado por
via oral atraves de gavagem, n = 2). A coleta de sangue em tubos he-
parinizados foi realizada a partir de veias da cauda dos ratos 30 minu-
tos, 1 hora e 3 horas apds administracdo e o sangue foi centrifugado
para obter plasma. Na amostra de soros coletados, as quantidades de
derivados de guercetina foram medidas de acordo com um meétodo de
Makino ef a/. (Biol Pharm. Bull,, 32 (12} 2034, 2009) e as quantidades
de derivados de hespereting foram medidas de acordo com um méto-
do de Yamada ef al. (Biosci. Biotechnol. Biochem, 70 (8), 1388, 2006},
e a analise foi feita aplicando a amostra a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (SHIMADZU) e usando um detecior de matriz de fotodicdo
(SPD-M30A, SHIMADZU). Cs resultados s8o mostrados nas Tabelas 10
e 11. A Tabela 10 mostra as concentracbes de quercetinag e derivados de
quercetina (isso-ramneting, tamarixetina) (UM notempo de 0 a3 horas e
a area so0b a curva da concentracdo sanguinea em funcio do tempo
(AUC) de uma quantidade total (uMeh). Além disso, uma vez que o deri-
vado de hesperetina ndo foi detectado, a Tabela 11 mostrou uma con-
centracdo de hesperetinag (UM) no tempo de 0 a 3 horas e a area sob a

curva (AUC) da concentracdo sanguinea em funcao do tempo (uMsh).

Tabela 10
Tempo de coleta 3 ,
Suspensao de rutina | Exemplo 18
de sangue
0,0 0,0 0,0
0,5 0,0 8,3
CQuercetina (uM)
1 0,004 10,3
3 3,0 5,9
0,0 0,0 0,0
0,5 0,0 0,3
Isso-ramnetina (UM)
1 0,004 0,3
3 0,0 0,2
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Tempo de coleta . _
Suspensdo de rutina | Exemplo 18
de sangue
0,0 0,0 0,0
0,5 0,0 2,1
Tamarixetina (M)
1 0,01 36
2 0,08 4,2
0,0 0,0 0,0
0,8 0,0 11,8
Total (uv)
1 0,018 14,2
3 0,08 11,3
AUC {(uMeh) Total 0,1 34,9
Tabela 11
Tempo de coleta | Suspensdo
Exempio 22
de sangue de Hesperiding
0.0 0,0 0,0
0,5 0,003 113,5
Hesperstina (ul\h)
1 0,064 130,2
3 0,0 52,6
AUC (uM-h) Total 0,082 272.0
[00154] Conforme mostrado nas Tabelas 10 e 11, pode ser visto, na

comparacac da AUC de 0 a 3 horas, que o composto de incluséo de
isogquercitrina-y-ciclodexirina ou 0 composto de inclusdo hesperitina-7-
glucosideo-B-ciclodextrina foi eficientemente absorvido pelos ratos
comparado com a rutina ou hesperidina. Alem disso, embora ndo mos-
trado nas Tabelas, a capacidade de biodisponibilidade de 100 umol/kg
(calculada como 1QC) da composicéo dos glicosideos de isoquercitrina
do Exemplo 39 foi guase a mesma que aquela do Exemplo 16 e a ca-
pacidade de biodisponibilidade de 1.000 ypmol/kg (calculado como
HPT-7G) da composicao de glicosideos de hesperetina-7-glucosideo

do Exemplo 40 foi quase a mesma que agquela do Exemplo 22.
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Efeitos de Aprimoramento da Solubilidade do Flavonoide Pouco Soluvel

Exemplos 110 a 113

[00155] Um composto de inclusdo de rutina (RTN) e isoquercitrina
com y-ciclodextrina (IQC-rCD) foi dissolvido em uma solucdo acida de
acucar {(pH de 3,1, Brix de 10°) nas quantidades dos componentes lis-
tados na Tabela 12, e a solucdo foi submetida a um envasamento a
quente para encher um frasco de vidro de 100 mi. A solucéo prepara-
da foi resfriada ao ar e submetida a armazenamento sob refrigeracac
(4°C, & meses) e a presenca ou auséncia de precipitados foi, entao,
visualmente observada. Os resuftados sdo mostrados na Tabela 12.

Exemplos Comparativos 103 a 108 & Exembplo de Referéneia

[00156] Os mesmos procedimentos dos Exemplos 110 a 113 foram
realizados na preparaco, resfriamentio ao ar e armazenamento sob
refrigeracdo, exceto qgue a rutina (RTN) e a isoquercitring (1QC) foram
dissolvidas em uma solucdo acida de agucar em guaniidades dos
componentes listados na Tabela 13, & a presenca ou auséncia de pre-
cipitados foi observada visualmente. Os resultados sao mostrados na
Tabela 13.

[00157] Nas Tabelas 12 e 13, a IQC/RTN (proporcdo molar) foi ob-
tida ao analisar por HPLC (SHIMADZU, as mesmas condicdes para a
taxa de conversdo) usando 1 mi de uma solugao acida de acucar ime-
diatamente apoés dissolugcdo dos componentes da preparagdo como
uma amostra de medicdo e, em seguida, expressando uma proporcdo
aérea (area de pico de isoquerciirina/area de pico de rutina) como uma

proporcéo molar.
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Tabela 12

{(41) (42) (43 (44} {(45) (40)
\ 4 \
’ ’ : R IQC/RTN  (pro-
RTN (% em massa) | IQC-yCD (% em massa) | HQC (% em massa) | yCD (% em massa) | Solubilidade ;
porcdo molar)
Ex. 110 0,05 0,02 0,005 0,014 - 0,13
Ex. 111 0,05 0,04 0,01 0,028 - 0,26
Ex. 112 0,05 0,08 0,02 0,056 - 0,53
Ex 113 0,05 0,09 0,025 0,070 - 0,68
Tabela 13
(41) ) (46)
{42) (43) {44) {45) .
RTN {% em ‘ . IQC/RTN (proporgéo
‘ HAC-yCD (% em massa} [QC (% em massa) | yCD (% em massa) | Solubilidade
massal molar)
Ex. Comp. 103 { 0,05 0,0 0,005 0,0 ++ 0,13
Ex. Comp. 104 | 0,05 0,0 0,01 0,0 ++ 0,26
Ex. Comp. 105 { 0,05 0,0 0,02 0,0 ++ 0,53
Ex. Comp. 108 | 0,05 0,0 0,025 0,0 ++ 0,68
Ex Ref. 0,05 0,0 0,0 0,0 +++ 0,003

Notas das Tabelas 12 e 13

(41) Concentracéo de rutina em uma solucdo acida de agucar (% em massa)

(42} Concentracdo do composio de incluséo de isoquercitrina-y-ciclodexirina em uma solucdo acida de acucar (% em massa)
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(43} Concentracdo de isoquercitrina em uma solucdo acida de acucar (% em
massa)

(44) Concentracado de y-ciclodextrina em uma solugao acida de agucar
(% em massa)

{(45) Solubilidade:

Precipitados n&o foram observados: -

A guantidade de precipitados era pequena: +

A quantidade de precipitados era levemente grande: ++

A quantidade de precipitados era grande: +++

(48) Isoguercitrina/ruting em uma solugdo acida de agucar (proporcéo
molar)

[00158] Conforme mostrado nas Tabelas 12 & 13, nos Exemplos
110 a 113, aos quais foi adicionado o composto de inclusdo de iso-
guercitrina-y-ciclodextrina, a solubilidade da rutina foi aprimorada e
precipitados nao foram observados, especialmente quando a propor-
¢ao molar de isoquercitrina e rutina (isoquercitrinalrutina) estava den-
fro de uma faixa a partir de 0,1 8 0,7. Os mesmos resultados gue estes
foram também mostrados nos produtos liofilizados dos compostos de
inclusao de flavonoides dos Exemplos 10, 13 e 14 (produtos nos quais
a ramnose foi removida por meio de dialise) & no produto liofilizado da
composicdo que contém o composto de inclusao de flavonoide que
contém ramnose. Por outre lado, conforme mostrado na Tabela 13,
nos produtos acs quais foi adicionada apenas isoquercitring, precipita-
dos foram observados em {odos 08 casos.

[00159] Além disso, nas Tabelas 12 e 13, tambeém foram obtidos os
mesmos resultados para a isoquercitrina e isoquercitrina-B-ciclodex-
trina (produtos licfilizados dos Exemplos 1 a 7) ou hesperidina e hes-
peridina-7-glucosideo-B-ciclodextrina (produtos liofilizados dos Exem-
plos 18 a 23), em vez de rutina ou hesperetina-7-glucosideo-y-ciclo-

dextrina (produtos liofilizados dos Exemplos 27 a 31).
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Ayaliacdo de Estabilidade a Longo Prazo e Adstringéncia do Compos-

{o de Inclusdo de isoguercitrina-v-Ciclodextrina

Exemplos 114 a 117

[00160] As solucbes foram preparadas da mesma maneira confor-
me 0s Exemplos 110 a 113, exceto que as quantidades de componen-
tes listadas na Tabela 14 foram usadas. Imediatamente apoés resfria-
mento ao ar, foram realizadas avaliacbes sensoriais quanto a adstrin-
géncia. Além disso, solucbes com as mesmas quantidades de compo-
nentes foram preparadas separadamente e submetidas a armazena-
mento sob refrigeracdo (4°C, 12 meses) e a presenca ou auséncia de
precipitados foi, entdo, visualmentie observada. Os resuliados sao
mostrados na Tabela 14.

Exemplos Comparativos 107 a 110

[00161] Solucbes foram preparadas da mesma maneira que 08
Exemplos 103 a 106, exceto que as guantidades de componentes lis-
tadas na Tabela 15 foram usadas. Imediatamente apds resfriamento
ac ar, foram realizadas avaliacbes sensoriais guanto a adstringéncia.
Alem disso, solucdes com as mesmas gquantidades de componentes
foram preparadas separadamente, as solucbes foram armazenadas
sob refrigeracao (4°C, 12 meses). Depois disso, a presenca ou ausén-
cia de precipitados foi observada visualmente. Os resultados sé0 mos-
frados na Tabela 15.

[00162] Nas Tabelas 14 e 15, RTNIQC (proporgcao molar) foi obtida
por meio de analise HPLC (Shimadzu, as mesmas condicbes confor-
me aquelas para a taxa de conversdo) usando 1 mi de uma soluco
acida de acucar imediatamente apos dissolugdo dos componentes da
preparacado como uma amostra de medicdo e, em seguida, expres-
sando uma proporcéo aérea (area de pico de rutina/area de pico de

isoguercitrina) como uma proporgdo molar.
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Tabela 14

(51 (52) {52) {54} » (58)
(55) {57)
HAC-yCD IQC yCD RTN N RTNAQC o
‘ Solubilidade . Adstringéncia
{(% emmassa) | (% emmassa) | (% em massa) | (% em massa) {proporgdo molar}
Ex. 114 0,38 0,1 0,28 0,0004 - 0,003 1.2
Ex. 115 0,38 0,1 0,28 0,001 - 0,01 1,3
Ex 118 0,38 0,1 0,28 0,005 - 0,04 1,3
Ex. 117 0,38 0,1 0,28 0,01 - 0,08 1,3
Tabela 15
51 52 53 54) (56
51 (82) (53} (54) (55) (86) (57)
IQC-yCD IQC yCD RTN . RTNAQC .
Solubilidade . Adstringéncia
(% em massa) | (% em massa) | (% em massa) | (% em massa) {(proporgdo molar)
Ex. Comp. 107 0,0 0,1 0,0 0,0004 bt 0,003 2,7
Ex. Comp. 108 0,0 01 0,0 0,001 ++ 0,01 2.8
Ex. Comp. 108 0,6 0,1 0,0 0,005 ++ 0,04 2,8
Ex Comp. 110 0,0 0,1 0,0 0,01 ++ 0,08 3,0

Notas das Tabelas 14 e 15

(51) Concentracdo do composto de inclusdo de isoquercitrina-y-ciclodexirina em uma solucae acida de acucar (% em

massa)
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(52) Concentracao de isoquercilrinag em uma solucdo acida de acucar
(% em massa)

(53) Concentracdo de y-ciclodextrina em uma solucdo acida de acucar
(% em massa)

(54) Concentracéo de rutina em uma solucio acida de agucar (% em
massa)

{55) Solubilidade:

Precipitados n&o foram observados: -

A guantidade de precipitados era pequena: +

A guantidade de precipitados era um pouco grande: ++

A quantidade de precipitados era grande: +++

(56) Rutina/isoquercitrina em uma solucéo acida de acucar (proporcdo
molar)

[00163] Imediatamente apods a preparacao e o resfriamento ao ar de
uma solucdo acida de actcar, dez membros do painel classificaram
uma amostra na qual a adstringéncia foi mais fortemente provada
comparado com a solucdo acida de acucar sem aditivos como 3 pon-
tos e seguido por 2 e 1 ponto, e uma média dos mesmos foi coletada.
[00164]  Agui, uma vez gue precipitados nao foram observados apds
a preparacao e resfriamento ao ar dos Exemplos Comparativos 107 a
110 durante 30 minutos em femperatura ambiente, foram realizadas
avaliacfes sensoriais durante este tempo.

[00165] Conforme mostrado na Tabela 14, foi confirmado que, mes-
mo quando rutina estava contida em uma quantidade especificada de
uma composicdo gue contém um composto de incluséo de isoguerci-
frina e y-ciclodextrina obtido noe método de producao da presente in-
vencao, ndo havia desvantagens quanto a estabilidade a longo prazo
do composto de inclusao. Além disso, foi confirmado que a adstringén-
cia era fraca, de modo gue as influéncias sobre 0s sabores, quando

adicionados aos alimentos, eram pequenas. Quando a RTN/IQC (pro-
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poredo molar) estava dentro de uma faixa de 0,08 ou menos (Exem-
plos 114 a 117), a adstringéncia era particularmente fraca. 0s mesmos
resultados também s80 mostrados nos produtos liofilizados dos com-
postos de inclusao de flavonoides dos Exemplos 10, 13 & 14 (nos
quais a ramnose foi removida por meio de dialise) & nos produtos liofi-
lizados de uma composicdo que contém um composto de inclusao de
flavonoide que contém ramnose. Por outro lado, conforme mostrado
na Tabela 15, em uma composicdo que contém isoquercitrinag, quando
a composicdo continha rutina, precipitados foram observados em {o-
das as composicdes e a adstringéncia também era forte.

[00166] Além disso, nas Tabelas 14 e 15, 08 mesmos resultados
também foram obtidos para a isoguercilrina e isoguercitrina-B-ciclo-
dextrina (produtos liofilizados dos Exemplos 1 a 7), hesperidina e hes-
peridina-7-glucosideo-B-ciclodextrina (produtos liofilizados dos Exem-
plos 18 a 23), em vez de rutina ou hesperetina-7-glucosideo-y-ciclo-
dextrina (produtos liofilizados dos Exemplos 27 a 31).

[00167] Os detalhes dos componentes usados nos Exemplos 110 a
117, Exemplos Comparativos 103 a 110 e Exemplo de Referéncia séo
maostrados abaixo.

[00168] RTN: Produto dissolvido a quente de 80 g em etanol a
98,5% em volume € 10 g de rutina (produto de preparacac: propor¢io
molar de isoquercitrina/ruting sendo de 0,3/99,7)

(001691 1QC-rCD: Produto licfilizado do Exemplo 16 (produto do
qual a ramnose foi removida por meio de dialise (proporcdo molar de
rutina/isoquercitrina sendo de 0,3/99,7))

(001701  1QC: Produto termicamente dissolvido de 18 g em etanol a
898.5% em volume e 2 g de isoquercitrina (produto de preparacdo: pro-

poredo molar de rutina/isoquercitrina sendo de 0,3/89,7)
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Exemplos de Formulacdo de Composicdo gue Contém um Composto

de Inclusdo de Flavonoide e Composicao de Glicosideos de Flavonoi-

des
Exemplo de Formulacdo 1: Bebida de Torania

(001711  Com o objetivo de impedir a deterioracdo do sabor, foi pre-
parada uma bebida que contém um produto seco de uma composicao
que contém o composio de inclusdo de isoquercitrina-y-ciclodextrina

do Exemplo 16. O presente produto pode ser adequadamente usado

como bebida.

Componente % em massa
Suco de Toranja Concentrado 50
Xarope de glucose-frutose 0,9
Maltitol 2,0
Acidulante 0,3
Vitamina C 0,02
Flavorizantes 0,1
Produto seco do Exemplo 16 0,02
Agua Equilibrio
Total 100

Exemplo de Formulacdo 2: Geleia
[00172] Com o chjetivo de impedir a deterioragéo do sabor, foi pre-

parada uma geleia que contém um produto seco de uma composicéo
que contém o composio de inclusao de hesperetina-7-glucosideo-3-
ciclodextrina do Exemplo 22. O presente produto pode ser adequada-

mente usado como alimento (geleia).

Componente % em massa
Aclcar 10,0
Suco de Limdo Concentrado 8,5
Preparacao de Gardenia Yelfow 0,004

Acidulanie 1,0
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Agente Gelificante 1,5
Vitamina C 0,02
Flavorizantes 0,2
Produto seco do Exemplo 22 0,04
Agua Equilibrio
Total 100

Exemplo de Formulacdo 3: Cosméticos

[00173] Com o objetivo de melhorar a opacidade da pele e o incha-
¢o relacionado ac edema, foram preparados cosméticos que contém
um produto seco de uma compaosicao de glicosideos de hesperetina-7-
glicosideo do Exemplo 40. O presente produto pode ser adequada-

mente usado como um cosmeético para a pele.

Componente Y% em massa
Glicerol 50
Propileno glicol 4.0
Alcool oleilico 0,1
Tensoativo 2,0
Alcool etilico 10,0
Perfume 0.1
Produto seco do Exempio 40 (3,26
Agua purificada Equilibrio
Total 100

Exemplo de Formulacdo 4; Comprimido

[00174] Com o objetive de moderar a temperatura corporal, foi pre-
parado um comprimido que contém um produto seco de uma composi-
¢cao que contém o composto de inclusio de hesperetina-7-glucosideo-
B-ciclodextrina do Exemplo 22. O presenie produto pode ser adequa-

damente usado como um alimento saudavel.

Componente % em massa
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Maltitol 69,0
Trealose 12,9
Acidulante 2,5
Estearato de caicio 0,5
Vitamina C 0,02
Flavorizantes 0,08
Froduto seco do Exemplo 22 15,0
Total 100

Exemplo de Formulacio 5: Bebida de Café

[00175] Com o objetive de reduzir a gordura corporal, foi preparada
uma bebida de café que contém um produto seco de uma composicdo
de glicosideos de isoquercitrina do Exemplo 38. O presente produio

pode ser usado adequadamente como alimento para uso especifico

em saude.
Componente Y% em massa
Extrato de café 326
Acucar 6,0
Flavorizantes 0,06
Produto seco do Exemplo 39 0,06
Agua Equilibrio
Total 100

Exemplo de Formulacdo 6: Bebida de Cha Preto

[00176] Com o objetivo de reduzir a gordura neutra, foi preparada
uma bebida de cha preto gue contém um produto seco de uma com-
posicéo de glicosideos de hesperetina-7-glucosideo do Exemplo 40. O
presente produto pode ser usado adequadamente como alimentos
com funcao especifica.

Componente Y% em massa

Extrato de cha preto 18,6

Hidrogeno carbonato de sédio 0,002
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Sucralose 0,003
Vitamina C 0,03
Flavorizantes 0.1
Froduto seco do Exemplo 40 0,06
Agua Equilibrio
Total 100

Exemplo de Formulacdo 7: Restaurador Capilar

(001771 Com o objetivo de melhorar a saude do couro cabeludo, foi
preparade um restaurador capilar que contém um produlo seco de
uma composicao que contém o composto de incluséo de hesperetina-

7-glucosideo-p-ciclodextrina do Exemplo 22.

Componente % em massa
Alcool etilico 80,0
Extrato de Swerfia japonica 5,0
Acetato de tocoferol 0,2
Eter Pantenil etifico 0,2
Propileno glicol 5,0
Conservante 0,1
Perfume 0.2
Produto seco do Exemplo 22 0,03
Agua purificada Equilibrio
Totai 100

Exemplo de Formulacdo 8 Xampu Capilar

(001781 Com o objetivo de prevenir a inflamacéo, foi preparado um
xampu capilar que contém um produto seco de uma composicdo gue
contém ¢ composto de inclusdo de hesperetina-7-glucosideo-y-ciclo-

dextrina do Exemplo 27.

Componente Y% em massa
Sulfato de Fter Laurilico de Polioxietileno de Sédio (2) 9,0
Lauril Sulfato de Sddio 4.0
Cocamidopropil Betaina 3,0
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Metil Polissiloxano de elevada polimerizacéo 2,0
Metil Polissiloxano 1.0
Acido graxo de 6leo de coco

Monoetanolamida 1.0
Propileno glicol 2,0
Diestearato de elileno glicol 2,0
Conservante 0.1
Ferfume 0.1
Produto seco do Exemplo 27 0,03
Agua Equilibrio
Total 100

Exemplo de Formulacdo 8: Comprimido Dietético

(001791 Com o objetivo de uma dieta, foi preparado um comprimido
que contém um produto seco de uma composicao que contém o com-
posic de inclusdoc de naringenina-7-glucosideo-p-Ciclodextrina do
Exemplo 109, O presente produto pode ser adequadamente usado

como um alimento saudavel.

Componente % em massa
Maltitol 64,0
Trealose 12,9
Acidulante 2.5
Estearato de caicio 0,5
Vitamina C 0,02
Flavorizantes 0,08
Froduto seco do Exemplo 109 20,0
Totai 100

APLICABILIDADE INDUSTRIAL

[00180] De acordo com o método de producdo da presente inven-

¢ao, um composto de inclusdo de flavonoide e uma composicdo de
glicosideos de flavonoides que fem uma excelente solubilidade em
agua podem ser produzidos de forma eficiente, de modo que o com-

posto € a compoesic8o possam ser adequadamente usados nos cam-

Peticdo 870200088059, de 28/03/2020, pdg. 106/248



81/81

pos de medicamento, produtos alimenticios, alimentos saudaveis, ali-

mentos para uso especifico em saude, cosméticos e assim por diante.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo que contém um composto de incluséo de
flavonoide que compreende um composto de inclusdo de flavonoides e
uma ramnose, caracterizada pelo faio de que o composto de incluséo
de flavonoides é obtido por meio de um método de producdo, em que
o método compreende uma etapa de eliminacdo que compreende tra-
tar um flavonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosideo
com uma enzima que tem uma atividade de ramnosidase na presenca de
uma ciclodexirina para eliminar uma ramnose, em que a proporgao molar
de um flavonoide no composic de inclusdo de flavonoides para ramnose
{ramnosefflavonocide) € a partirde 0,8 a 1,2 e em que a ciclodextrina é
um ou mais membros selecionades a partir do grupo que consiste em
B-ciclodextrina, p-ciclodextrina ramificada e y-ciclodexirina.

2. Composicdo que contem um composto de incluséo de
flavonoides |, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato
de que o flavonoide pouco soluvel que tem uma estrutura de ramnosideo
€ um ou mais membros selecionados a partir do grupe gue consiste em
rutina, hesperiding, nariruting, naringina, diosmina, eriocitrina, mirricitrina,
necesperidina, luteolina-7-rutinesideo, delfinidina-3-rutinosideo, ciani-
dina-3-rutinosideo, isoramnetina-3-rutinosideo, kaempferol-3-rutinosi-
deo, apigenina-7-rutinosideo e acacetina-7-rutinosideo.

3. Composicao que contém um composto de inclusdo de
flavonoides, de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizada pelo
fato de que a ciclodextring esta presente em a proporgéo de 0,01 mol
ou mais com base em 1 mol do flavonoeide pouco soluvel gue tem uma
estrutura de ramnosideo.

4. Composic8o que contéem um composto de incluséo de
flavonoides, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3,
caracterizada pelo fato de que a etapa de eliminacdo é realizada em

um meio aquoso quetemumpH apartirde3a 7.
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5. Composicao que contém um composto de inclusgo de
flavonoides, de acordo com qualguer uma das reivindicacbes 1 a 4,
caracterizada pelo fato de que o composto de incluséo de flavonoides
compreende o flavonoide pouco soluvel sem uma estrutura de ramno-
sideo incluido em uma ciclodextrina e em gue a proporcado molar do
flavonoide pouco solavel sem uma estrutura de ramnosideo e a ciclo-
dextrina (ciclodextrina/flavonoide) € a partirde 1,0 2 3,0.

6. Composicdo que contém um composto de incluséo de
flavonocides que compreende um composto de inclusdo de flavonoides,
um flavonoide pouco soluvel gue tem uma estrutura de ramnosidec e
uma ramnose, caracterizada pelo fato de que o composto de incluséo
de flavonocides compreende isoquercitrina com inclusdo em y-ciclodex-
frina e em que a proporcdo molar de isoquercitrina e y-ciclodexirina (y-
ciclodextrina/isoguercitrina) € a partir de 0,8 a 1,8, a solubilidade em
agua da iscquercitrina € 2% ou mais, a proporcdo molar de um fla-
vonoide no composto de inclusdo de flavonoides e o flavonoide pouco
soltvel (flavonoide pouco solavel/flavonoide no composto de inclusao)
é a parlir de 0,001 a 0,1 e a proporgcao melar de um flavonoide no
composto de inclusdo de flavonoides e a ramnose {(ramnosefflavo-
noide) éapartirde 0,8a1,2.

7. Composicdo que contém um composto de inclusdo de
flavonoides que compreende um composto de inclusdo de flavonoides,
um flavonoide pouco solGvel que tem uma estrulura de ramnosideo e
ramnose, caracterizada pelo fato de gue o composic de incluséo de fla-
vonoides compreende isoguercitrina com inclusdo em y-ciclodextring, em
gue a proporcdo molar de isoquercitrina e y-ciclodextrina (y-ciclodextrina/
isoquercitrina) € a partir de 0,9 a 4,0, a solubilidade em agua da isoquer-
citrina é de 2,5% ou mais, a proporcdo molar de um flavonoide no com-
posto de inclusdo de flavonoides e o flavonoide pouco soltvel (flavonoide

pouco sollivelfflavonoide no composto de inclusao) € a partir de 0,001 a
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0,1 e a proporcao molar de um flavonoide no composto de inclusao de
flavonoides e a ramnose (ramnosefflavonoide) é a partirde 0,8 a 1,2

8. Composicdo que contém um composto de incluséo de
flavonoides, de acordo com a reivindicacdo 6 ou 7, caracierizada pelo
fato de que a proporcdo molar de isoquercitrina e y-ciclodextrina (y-
ciclodextrina/isoguercitrina) é apartirde 1,0 a 1,8 eemgue adogura &
reduzida.

9. Composicdo que contem um composto de incluséo de
flavonoides que compreende um composto de inclusdo de flavonoides,
um flavonoide pouco soluvel gue tem uma estrutura de ramnosideo e
ramnose, caracterizada pelo fato de que o composto de inclusdo de
flavonoides compreende isoquercitrina incluida em B-ciclodextrina, em
que a proporcao molar de isoquercitrina e B-ciclodextrina {p-ciclodex-
trina/isogquercitrina) € a partir de 1,0 a 3,0, a solubilidade em agua da
isoguercitrina ¢ a partir de 0,1% ou mais, a proporcdo molar de fla-
vonoide no composto de inclusdo de flavoncides e flavonoide pouco
soluvel (flavoneide pouco soluvel/flavonoide no composto de inclusio)
& a partir de 0,001 a 0,1 & a proporcdo molar de um flavonoide no
composto de inclusdo de flavonoides e ramnose (ramnosefflavonoide)
egapartirde0,8a1,2

10. Composicdo gue contém um composio de inclusdo de
flavonocides que compreende um composto de inclusdo de flavonoides,
um flavonoide pouco solivel gue tem uma estrutura ramnosideo e uma
ramnose, caracterizada pelo fato de que o composto de inclusdo de
flavonocides compreende hesperetina-7-glucosideo incluido em uma
ciclodextrina, em que a propor¢do molar da hesperetina-7-glucosideo
e da ciclodextrina (ciclodextrina/hesperetina-7-glucosideo) é a partir de
1.0 a 3,0, a solubilidade em agua da hesperetina-7-glucosideoc € a par-
tir de 0,01% ou mais, a proporgéo molar de um flavonoide no compos-

to de inclusao de flavonoides e o flavonoide pouco soltve! (flavonoide
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pouco soluvelfflavonoide ne composto de incluséo) é a partir de 0,001
a 0,1 e a proporgao molar de um flavonoide no composto de inclusao
de flavonoides e a ramnose (ramnosefflavonoide) € a partir de 0.8 a
1,2 € em gque a ciclodextrina é um ou mais membros selecionados a
partir do grupo que consiste em B-ciclodextrina, p-ciclodextrina ramifi-
cada e y-ciclodextrina.

11. Composicao que contém um composto de inclusdo de
flavonoides, de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizada pelo falo
de que a proporcdo molar de hesperetina-7-glucosideo e da ciclodex-
trina (ciclodexirina/hesperetina-7-glucosidec) é apartirde 10a 19 e
em que a docgura é reduzida.

12. Composicédo que contém um composio de incluséo de
flavonoides gue compreende um composto de inclusdo de flavonoides,
um flavonoide pouco solavel que tem uma estrutura de ramnosidec e
uma ramnose, caracterizada pelo fato de que o composto de incluso
de flavonoides compreende naringenina-7-glucosidec incluida em §-
ciclodextrina, em que a proporcéc molar da naringenina-7-glucosideoc e
da p-ciclodextrina (B-ciclodextrina/naringenina-7-glucosideo) é a partir de
1,0 a 3,0, a solubilidade em agua da naringenina-7-glucosideo é a partir
de 0,01% ou mais, a proporcdo molar de um flavonoide no composto de
inclusdo de flavonoides e o flavonoide pouco soluvel (flavonoide pouco
soluvelflavonoide no composto de incluséo) e apartirde 0,001 a0,1e a
proporcdo molar de um flavonoeide no composto de incluséo de flavo-
noides e a ramnose (ramnosefflavonoide) éapartirde 08a 1,2

13. Género alimenticio, caracterizado pelo fato de que
compreende a composicdo que contém um composto de inclusao de
flavonoides como definido em qualguer uma das reivindicactes 1 a 12.

14. Medicamento, caracterizado pelo fato de que compre-
ende a composicdo que contém um composto de inclusao de flavonoi-

des como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 12,
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15. Cosmetico, caracterizado pelo falo de que compreende
a composicdo que contém um composto de incluséo de flavonoides
como definido em gualquer uma das reivindicacbes 1 a 12.

16. Composicdo qgue contem um composio de incluséo de
flavonoides que compreende um composto de inclusao de flavonoides
& uma ramnose, caracterizada pelo fato de que a proporgdo molar de
um flavonoide no composto de incluséo de flavonoides € a ramnose
(ramnosef/flavonocide) & a partir de 0,8 a 1,2, em que o composto de
incluséo de flavonoides compreende isoquercitrina incluida em y-ciclo-
dextring, em que a proporc8o molar de isoquercitring e y-ciclodextrina
{(y-ciclodextrina/isoquercitrina) € a partir de 0,9 a 1,8 e em que a solubi-
lidade em agua da isoguercitrina em agua é de 2% ou mais.

17. Composicdo que contém um composio de inclusdo de
flavonoides que compreende um composto de inclusdo de flavonoides
e uma ramnose, caracterizada pelo fato de que a proporgdo molar de
um flavoncide no composto de inclusdo de flavonoides e ramnose
{ramnosefflavonoide) € a partir de 0,8 a 1,2, em gue o composto de
inclusao de flavonoides compreende isoguercitrina incluida em y-ciclo-
dextrina em que a proporcao molar de isoquercitrina e y-ciclodextrina
{(y-ciclodextrinalisoquercitrina) € a partir de 0,9 2 4,0 e em que a solubi-
fidade em agua da isoquercitrina € de 2,5% ou mais.

18. Composigdo gue contém um composio de inclusdo de
flavonoides, de acordo com a reivindicacdo 16 ou 17, caracterizada
pelo fato de que a proporcac molar de isoquerciiring e y-ciclodextrina
{y-ciclodextrina/isoquercitrina) é a partirde 1,0a 1,8,

19. Composicédo qgue contém um composio de incluséo de
flavonoides que compreende um composto de inclusdo de flavonoides
& uma ramnose, caracterizada pelo fato de que a proporcdo molar de
um flavonoide no composio de inclusdo de flavonoides e a ramnose

{ramnosefflavonoide) é a partir de 0,8 a 1,2, em gue 0 composto de
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inclusao de flavonoides compreende isoquercitrina incluida em B-ciclo-
dextrina, em que a proporcdo molar de isoquercitrina e pB-ciclodextrina
{B-ciclodextrinafisoquercitring) € a partir de 1,0 a2 3,0 ¢ em que a solubi-
lidade em agua da isoquercitrina € 0,1% ou mais.

20. Composicéo gue contém um composio de incluséo de
flavonoides que compreende um composto de inclusdo de flavonoides
& uma ramnose, caracterizada pelo fato de que a proporcdo molar de
um flavonoide no composio de inclusdo de flavonoides e a ramnose
{ramnosefflavonoide) é a partir de 0,8 a 1,2, em gue 0 composto de
inclusdo de flavonoides compreende hesperetina-7-ghucosideo incluido
em uma ciclodextrina, em que a proporcao molar de hesperetina-7-
glucosideo e ciclodextrina (ciclodextrina/hesperetina-7-glucosideo) € a
partir de 1,0 a 3,0, em gue uma solubilidade em agua da hesperetina-
7-glucosideo € 0,01% ou mais e em gue a ciclodextrina € um ou mais
membros selecionados a partir do grupo que consiste em (3-ciclodex-
trina e y-ciclodextrina.

21. Composicao que contém um composio de inclusdo de
flavonoides, de acordo com a reivindicacao 20, caracterizada pelo fato
de que a proporcao molar de hesperetina-7-glucosideo e ciclodexirina
{ciclodextrina/hesperetina-7-glucosideo) é a partirde 1,0 a2 1,9.

22. Composicdo que contém um composio de inclusdo de
flavonoides que compreende um composto de inclusao de flavonoides
& uma ramnose, caracterizada pelo fato de que a propor¢ao molar de
um flavonoide no composto de inclusdo de flavonoides e a ramnose
{ramnosefflavonoide) € a partir de 0,8 a 1,2, em que o composio de
inclusao de flavonoides compreende uma naringenina-7-glucosideo
incluida em B-ciclodextring, em que a propor¢éao molar de naringenina-
7-glucosideo e ciclodextrina (B-ciclodextrina/naringenina-7-glucosideo)
€ a partir de 1,0 a 3,0 e em que a solubilidade em agua da naringeni-

na-7-glucosideo € 0,01% ou mais.

Peticdo 870200088059, de 26/03/2020, pag. 19/248



1/2

D19 ou o (L) jesab ejnuwiio) BU U 9P JOjRA WIN 3 JU B U

L33k

b 48 0%
s 2 % s H z : . : i :

Lty
L

Wy
O
B
S
pey

41 o1

=1

01

Z
».“
R

>§}

ERE

Rt

Wy
o

L EREY

I L T
g
581

BOS0E S
869°8Y

o]

=

g
B

NI I

e S1BW NO LU
i ; .

UG LT | g g fu Y

frgus

<euieibBolewosn>

6¢ ojdwaxgy op J1dH fod ewesbojewoid [ A

Peticdo 870200088959, de 18/03/2020, pag. 24/248



212

H4 3/-LdH @ gu o (Z) jesob ejnuiio) BU U 8P JOJBA LUN & JU € QU

. o, oo “reveria,
g AR R, E Iy R e s,
e % P PR e 7
1 3 : g vy

Ore8
W52

s BB e

=¥
o

MU WUGRY | IO YA

Siewl no Ju
: Iy

<ewesbolewiosn>

O ojduwiaxg op O1dH Jod eweiBolewodn | 7 “HIA

Peticdo 870200088959, de 18/03/2020, pag. 23/248



11

RESUMO
Patente de Invencdo: "METODO PARA PRODUCAQ DE CLATRATO
DE FLAVONOIDE".

A presente invencao refere-se a um meétodo para produzir
um composto de incluséo de flavonoide que inclui uma stapa de cliva-
gem que inclui tratamento de um flavonoide pouco solivel que tem
uma estrutura de ramnosideo com uma enzima que tem uma atividade
de ramnosidase na presenca de uma ciclodexirina para clivar a ram-
nose. De acordo com o método de producdo da presente invencdo, um
composto de inclusdo de flavonoide e uma composicao de glicosideos
de flavonoides que tem excelente solubilidade em agua podem ser
produzidos com eficiéncia, de modo gue 0 composto e a composicao
possam ser adequadamente usados nos campos de medicamentos,
alimentos, alimentos saudaveis, alimentos para uso especifico na sau-

de, cosméticos e assim por diante.
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