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DESCRIPCION
Composicion nutricional que tiene compuestos lipéfilos con solubilidad y biodisponibilidad mejoradas
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a composiciones que contienen compuestos lipofilos con biodisponibilidad mejorada.
Mas concretamente, las composiciones contienen una premezcla activada o una premezcla protegida con MDG que
comprende monoglicéridos y diglicéridos. Estas premezclas pueden proporcionar compuestos lipéfilos en una forma
que esta mas disponible para absorcion en el cuerpo al consumirla.

Antecedentes

Los productos farmacéuticos y nutricionales fabricados para adultos, pediatricos y para lactantes pueden comprender
una variedad de compuestos lipofilos tales como carotenoides, vitaminas solubles en lipidos, antioxidantes lipofilos o
combinaciones de los mismos. Las composiciones nutricionales actuales que comprenden compuestos lipdfilos suelen
proporcionar biodisponibilidad limitada tras el consumo porque los compuestos lipéfilos son incapaces de permanecer
en formas estables, solubles en agua. Como resultado, los productos frecuentemente estan demasiado fortificados
con compuestos lipéfilos para garantizar que se puedan obtener los beneficios nutricionales o farmacéuticos deseados
de los compuestos. En algunos casos, la fortificacion excesiva puede ser de aproximadamente 2 veces a
aproximadamente 10 veces la cantidad necesaria para lograr los beneficios deseados.

Estas altas tasas de fortificacion pueden llevar al aumento de los costes de produccion y a complicaciones potenciales
en la formulacion del producto final sin ofrecer beneficios adicionales al consumidor. Ademas, las formulaciones
fortificadas en exceso pueden abrumar el tracto digestivo con compuestos lipéfilos no solubles conduciendo a
indigestion.

En consecuencia, hay una necesidad de composiciones nutricionales para lactantes, nifios pequefios, nifios y adultos
que proporcionen compuestos lipdfilos necesarios en una forma soluble mas estable.

El documento US 2007/0098849 desvela formulas infantiles y métodos para usarlas para promover la salud retiniana
y el desarrollo de la vision. Las férmulas, que estan libres de fosfolipidos de huevo, comprenden grasa, proteina,
carbohidrato, vitaminas y minerales, incluyendo acido docosahexaenoico y, en una base lista para alimentacion, al
menos aproximadamente 50 mcg/litro de luteina, en donde la relacion de luteina (mcg) a acido docosahexaenoico
(mg) es de 1:2 a 10:1. El documento US 6.677.327 se refiere a una composicién de fitosterol o fitostanol comestible
que comprende un fitosterol o un fitostanol, una proteina hidrosoluble aislada y opcionalmente un emulsionante. El
documento US 2004/0013708 se refiere a composiciones de éster de esterilo dispersables en agua que incluyen
ésteres de esterilo y un emulsionante y una proteina o un estabilizante de almidén lipdfilo. EI documento US
2005/191343 desvela formulaciones de micelas inversas para la administracion de compuestos hidréfobos o lipofilos,
particularmente compuestos terapéuticos.

Sumario de la invencion

La presente invencion se define por las reivindicaciones y se dirige a un método de preparacién de una composicion
nutricional que tiene al menos un compuesto lipéfilo que tiene biodisponibilidad mejorada, comprendiendo el método
las etapas de: proporcionar una premezcla que comprende un ensamble que comprende al menos una proteina
hidréfoba que tiene un valor del indice de gran hidropaticidad promedio (GRAVY) de -0,5 a 0, una combinacion de
monoglicéridos y diglicéridos (“MDG”) y al menos un compuesto lipdfilo, en donde el ensamble es (i) hidrosoluble; y
(i) tiene un tamafo de 60 kDa a 1000 kDa; afiadir la premezcla a una solucidon acuosa para formar una premezcla
activada, en donde la premezcla no se afiade a aceites o grasas distintos de MDG antes de afiadirse a la solucién
acuosa; y anadir la premezcla activada a la composicion nutricional.

En otro aspecto, la divulgacién puede dirigirse a un método de preparaciéon de una composicion nutricional que tiene
al menos un compuesto lipdfilo que tiene biodisponibilidad mejorada, comprendiendo el método las etapas de:
proporcionar una premezcla que comprende un ensamble que comprende al menos una proteina hidréfoba que tiene
un valor del indice de gran hidropaticidad promedio (GRAVY) de 0,5 a 0, una combinaciéon de monoglicéridos y
diglicéridos (“MDG”) y al menos un compuesto lipdfilo, en donde el ensamble es (i) hidrosoluble; y (ii) tiene un tamafio
de 60 kDa a 1000 kDa; afiadir la premezcla a una solucién acuosa para formar una premezcla activada; y afadir la
premezcla activada a la composicidn nutricional, en donde el ensamble opcionalmente tiene un tamario de 60 kDa a
400 kDa.

En otro aspecto, el compuesto lipdfilo es un carotenoide, una vitamina soluble lipidica, un antioxidante lipdfilo, una
fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga o combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, el compuesto lipdfilo es luteina, vitamina A, vitamina D, vitamina E, vitamina K, acido
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docosahexaenoico (DHA) o cualquier combinacién de los mismos.
En otro aspecto, la premezcla se calienta a una temperatura de 49 °C (120 °F) durante aproximadamente 10 minutos.

En un aspecto, la divulgacion puede dirigirse a un método de preparacion de una composicion nutricional que tiene al
menos un compuesto lipdfilo que tiene biodisponibilidad mejorada, comprendiendo el método las etapas de:
proporcionar una premezcla que comprende un ensamble que comprende al menos una proteina hidréfoba que tiene
un valor del indice de gran hidropaticidad promedio (GRAVY) de -0,5 a 0, una combinacién de monoglicéridos y
diglicéridos (“MDG”) y al menos un compuesto lipdfilo, en donde el ensamble es (i) hidrosoluble; y (ii) tiene un tamario
de 60 kDa a 1000 kDa; afiadir la premezcla a una solucién que contiene grasa para formar una premezcla activada; y
afiadir la premezcla activada a la composicion nutricional.

En otro aspecto, el ensamble tiene un tamafio de 60 kDa a 400 kDa.

En otro aspecto, el compuesto lipdfilo es un carotenoide, una vitamina soluble lipidica, un antioxidante lipdfilo, una
fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga o combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, el compuesto lipéfilo es luteina, vitamina A, vitamina D, vitamina E, vitamina K, acido
docosahexaenoico (DHA) o cualquier combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la premezcla se calienta a una temperatura de 49 °C (120 °F) durante aproximadamente 10 minutos.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la velocidad de flujo linfatico por hora durante un periodo de 6 horas después de la administracion
de luteina de diferentes lotes de composicién nutricional.

La Figura 2 muestra la produccion por hora de luteina en la linfa durante un periodo de 6 horas después de la
administracion de luteina de diferentes lotes de composicion nutricional.

La Figura 3 muestra la absorcion linfatica acumulativa de luteina durante un periodo de 6 horas después de la
administracion de luteina de diferentes lotes de composicion nutricional.

La Figura 4 muestra el cambio porcentual en la absorcion linfatica de luteina de luteina con mono- y diglicéridos en
comparacion con el control durante un periodo de 6 horas.

La Figura 5 muestra la velocidad de flujo linfatico por hora durante un periodo de 8 horas después de la administracion
de composiciones nutricionales variables que contienen luteina.

La Figura 6 muestra la produccién por hora de luteina en la linfa durante un periodo de 8 horas después de la
administracion de composiciones nutricionales variables que contienen luteina.

La Figura 7 muestra la absorcion linfatica acumulativa de luteina durante un periodo de 6 horas y un periodo de 8
horas después de la administracién de composiciones nutricionales variables que contienen luteina.

La Figura 8 muestra el cambio porcentual en la absorcion linfatica de luteina durante un periodo de 6 horas y un
periodo de 8 horas después de la administracion de composiciones nutricionales variables que contienen luteina en
comparacion con el control.

La Figura 9 muestra la produccion linfatica de triglicéridos por hora durante un periodo de 6 horas después de la
administracion de la composicién nutricional.

La Figura 10 muestra la produccion linfatica de fosfolipidos por hora durante un periodo de 6 horas después de la
administracion de la composicion nutricional.

La Figura 11 muestra el cambio en la absorcion linfatica de ARA a partir del ayuno, durante un periodo de 6 horas
después de la administracion de la composicion nutricional.

La Figura 12 muestra el cambio en la absorcién linfatica de DHA a partir del ayuno, durante un periodo de 6 horas
después de la administracion de la composicion nutricional.

La Figura 13 muestra la presencia del ensamble de luteina de alto peso molecular dentro de la fase acuosa después
de centrifugados de composiciones nutricionales variables, como una funcién de la concentracion de luteina.

Las Figuras 14-16 muestran el efecto de diferentes fuerzas centrifugas en presencia de la Figura 14: ensamble de
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luteina de alto peso molecular; Figura 15: proteina mayor de 137 kDa; y Figura 16: enlace lipdfilo dentro de la fraccion
acuosa después del centrifugado de composiciones nutricionales variables.

La Figura 17 muestra los efectos que tienen la adicion de colina y lecitina a la composiciéon nutricional sobre la
formacion del ensamble de luteina de alto peso molecular.

La Figura 18 muestra la produccion linfatica de triglicéridos durante un periodo de 6 horas después de la infusion de
composiciones nutricionales variables.

La Figura 19 muestra la absorcion linfatica de acido palmitico durante un periodo de 6 horas después de la infusion
de composiciones nutricionales variables.

La Figura 20 muestra la absorcion linfatica de acido linoleico durante un periodo de 6 horas después de la infusion de
composiciones nutricionales variables.

La Figura 21 muestra la absorcion linfatica de acido alfa-linoleico durante un periodo de 6 horas después de la infusion
de composiciones nutricionales variables.

La Figura 22 muestra el cambio en la produccion linfatica de DHA con el tiempo después de la administracién de
composiciones nutricionales variables.

La Figura 23 muestra los espectros UV de las fracciones acuosas de las composiciones nutricionales variables. UF:
ultrafiltracién con membrana de 10 kDa o 100 kDa; UC: método de centrifugado C (100.000 xg); SMP: leche en polvo/
leche en polvo desnatada, descremada; WPC: concentrado de proteina de suero 80.

La Figura 24 muestra la produccién linfatica de triglicéridos durante un periodo de 6 horas después de la administracion
de las composiciones nutricionales variables, en donde las composiciones son estratificadas con base en la longitud
de tiempo de la post-produccion.

Descripcion detallada

La presente invencion se define por las reivindicaciones y se refiere a métodos de preparacion de una composicion
nutricional para la administraciéon de nutrientes, incluyendo compuestos lipéfilos en una forma mas soluble mediante
el uso de mono -y di-glicéridos (en adelante "MDG") y proteina hidréfoba enlazada con proteina lipéfila. Este ensamble
de composicion nutricional que contiene MDG, proteina hidréfoba y un compuesto lipéfilo permite un acomparnamiento
del compuesto lipdfilo en una forma mas soluble para facilitar la facil digestion. Las formaciones de los ensambles
estables, de alto peso molecular (MDG mas proteina hidrofoba y proteina lipéfila en aproximadamente 60 kDa a
aproximadamente 400 kDa) permiten la maxima administracion nutricional y biodisponibilidad del compuesto lipéfilo
debido al aumento de estas formas estables, solubles en combinaciones de compuestos lipdfilos que no contienen
MDG y proteina hidréfoba. El aumento de las formas solubles en agua del compuesto lipéfilo conduce a una mayor
biodisponibilidad después del consumo.

En ultima instancia, esto permite que la composicién nutricional administre compuestos lipéfilos sin una excesiva
fortificacion, lo que disminuye los costes de produccidn, limita las complicaciones de la composicién y resulta en un
producto mas deseable. La composicion nutricional puede ser ingerida por un lactante, bebé, nifio o adulto,
proporcionando asi los nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo, crecimiento, y/o como un suplemento
nutricional. La composicion nutricional puede consumirse ademas para administrar compuestos lipéfilos para el
tratamiento de numerosas afecciones, incluyendo salud/crecimiento 6seo, salud ocular, salud cardiovascular, etc.

2. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
los mismos significados como lo entenderia cominmente un experto en la materia. En caso de conflicto, el presente
documento, incluyendo las definiciones, sera el que rija. Los materiales y métodos preferidos se describen a
continuacién, aunque métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en este documento se
pueden utilizar en la practica o prueba de la composicién nutricional. Todas las publicaciones, solicitudes de patente,
patentes y otras referencias mencionadas en el presente documento se incorporan por referencia en su totalidad. Los
materiales, métodos y ejemplos descritos en este documento son solamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes.
Los términos "que comprende(n)", "que incluye(n)", "que tiene(n)", "tiene", "puede”, "contiene(n)" y sus variantes, como
se utiliza en este documento, pretenden ser frases de transicion abiertas, términos o palabras que no excluyen la
posibilidad de actos o estructuras adicionales. Las formas singulares "un", "uno", "una", "y", "el" y "la" incluyen
referencias plurales a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. La presente divulgacion también contempla
otras realizaciones "que comprenden”, "que consisten en" y "que consisten esencialmente en," las realizaciones o
elementos presentados en este documento, ya sea explicitamente establecidos o no.
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El término "activado" se refiere a los MDG que han sido mezclados con agua u otro liquido acuoso. El término
"activacion" se refiere a la etapa de mezclar los MDG con el liquido acuoso. Por ejemplo, un "componente de MDG
activado" significa un liquido acuoso en el que se ha mezclado un MDG. Para fines de esta divulgaciéon, un MDG
activado suele ser un liquido acuoso sustancialmente libre de aceites y grasas distintos de los MDG.

El término "ensamble activado" se refiere a un ensamble que comprende al menos un MDG, al menos una proteina
hidréfoba y al menos un compuesto lipéfilo, en donde el ensamble puede haber contactado un liquido acuoso.

Los términos "féormula para adultos" y "producto nutricional para adultos" en este documento, son utilizados
indistintamente para referirse a las férmulas para mantener o mejorar generalmente la salud de un adulto e incluye las
férmulas disefiadas para adultos que tienen, son susceptibles a, o corren el riesgo de degeneracion macular
relacionada con la edad.

El término "biodisponible" como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a la
capacidad de un compuesto lipéfilo para absorberse desde el tracto gastrointestinal a la linfa que después entrara en
el torrente sanguineo de una persona tal que la sustancia pueda ser absorbida en 6rganos vy tejidos en el cuerpo. A
medida que el grado de biodisponibilidad de un compuesto aumenta, el compuesto se vuelve mas propenso a entrar
y permanecer en el torrente sanguineo en donde puede ser absorbido y utilizado por el cuerpo. A medida que el grado
de biodisponibilidad de un compuesto disminuye, el compuesto se vuelve menos propenso a ser absorbido en la linfa
del tracto gastrointestinal y seria excretado del cuerpo antes de entrar en el torrente sanguineo.

El término "caseina(s)" en este documento, a menos que se especifique lo contrario, debe entenderse que se refiere
a las proteinas en la leche bovina que precipitan de la leche a un pH de solucién de 4,6 (20 °C); las caseinas conforman
de forma tipica aproximadamente 80 % de la proteina en la leche bovina entera, sin diluir. En general, cualquier tipo
de fuente de proteina de origen de la leche puede ser utilizada para las composiciones nutricionales como una fuente
de beta caseina bovina, incluyendo leche entera, leche descremada en polvo, concentrado de proteina de leche,
proteina de leche total, aislado de proteina de leche, caseina acida, caseinato de calcio, caseinato de sodio, caseinato
de magnesio, beta-caseina purificada y sus combinaciones, todos los cuales contienen beta-caseina. La beta-caseina
comprende aproximadamente 30 % de la proteina contenida en la leche de vaca y puede presentarse como una de
diversas variantes genéticas, siendo las dos mas frecuentes las variantes genéticas A1 y A2. La beta-caseina bovina
ha sido mas categorizada en variantes genéticas incluyendo A3, B, C,D, E, F, G, H1, H2 e |.

El término "composicion" como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a
mezclas que son adecuadas para la administracion enteral a un sujeto. Las composiciones pueden estar en forma de
polvos, sdlidos, semisdlidos, liquidos, geles y semiliquidos. Las composiciones pueden comprender ademas
vitaminas, minerales y otros ingredientes.

El término "mezclado en seco" como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se refiere
ala mezcla de componentes o ingredientes para formar una base nutricional en polvo o, a la adicién de un componente
o ingrediente seco, en polvo o granulado a una base en polvo para formar una composicién nutricional en polvo.

Los términos "grasa”, "lipido" y "aceite" como se utilizan en este documento, a menos que se especifique lo contrario,
se utilizan indistintamente para referirse a materiales lipidicos derivados o procesados de plantas o animales. Estos
términos también incluyen materiales lipidicos sintéticos siempre y cuando dichos materiales sintéticos sean
convenientes para la administraciéon a sujetos como se define en este documento.

El término "glicéridos" como se utiliza en este documento se refiere generalmente a compuestos lipdfilos que
comprenden una molécula de glicerol enlazada a grupos de acidos grasos. Los monoglicéridos son moléculas de
glicerol enlazadas a un solo grupo de acidos grasos; los diglicéridos son moléculas de glicerol enlazadas a dos grupos
de acidos grasos; y los triglicéridos son moléculas de glicerol enlazadas a tres grupos de acidos grasos. Las grasas y
aceites comprenden glicéridos, y las grasas y aceites tipicos de animales, peces, algas, vegetales, o fuentes de
semillas comprenden principalmente triglicéridos.

Los términos "aceite de vegetal de alto contenido palmitico" o "aceite HPAV" se refiere a los aceites vegetales que
comprenden mas de aproximadamente 22 % de acido palmitico, como un porcentaje del total de acidos grasos en el
aceite HPAV. Algunos ejemplos de aceites HPAV incluyen, pero no se limitan a, aceite de palma y oleina de palma.
Para los fines de esta divulgacion, el aceite HPAV puede venir de fuentes que incluyen, pero no se limitan a, plantas,
plantas genéticamente modificadas, hongos, algas, bacterias y otros organismos unicelulares. Para los fines de esta
divulgacion, el término "aceite HPAV" excluye los aceites y las grasas que provienen de fuentes animales
pluricelulares, tales como sebo de ternera, grasa de pollo, aceite de pescado o grasa de leche.

El término "leche humana fortificante" como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se
refiere a productos nutricionales adecuados para mezclar con leche materna o férmula para lactantes prematuros o
férmula para lactantes para consumo por un lactante prematuro o a término.
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El término "lactante", como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a un ser
humano de aproximadamente 12 meses de edad o menos. El término "bebé", como se utiliza en este documento, a
menos que se especifique lo contrario, se refiere a un ser humano de aproximadamente 12 meses de edad a
aproximadamente 3 afos de edad. El término "nifio", como se utiliza en este documento, a menos que se especifique
lo contrario, se refiere a un ser humano de aproximadamente 3 afios de edad a aproximadamente 18 afios de edad.
El término "adulto", como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a un ser
humano de aproximadamente 18 afios de edad o mas.

Los términos "férmula para lactante" o "producto nutricional para lactante" como se utilizan en este documento se usan
indistintamente para referirse a composiciones nutricionales que tienen el equilibrio adecuado de macronutrientes,
micronutrientes y calorias para proporcionar alimento Unico o suplementario para y generalmente mantener o mejorar
la salud de lactantes, bebés, o ambos. Las féormulas para lactantes comprenden preferentemente nutrientes conforme
a las directrices relevantes para férmulas para lactantes para el consumidor objetivo o la poblacién usuaria, un ejemplo
de lo cual seria la Ley de Férmulas para Lactantes, 21 U.S.C. Seccién 350(a).

El término "compuesto lipdfilo" como se utiliza en este documento se refiere a componentes que tienen mayor
solubilidad en disolventes organicos tales como etanol, metanol, éter etilico, acetona, cloroformo, benceno, o lipidos
que la que tienen en agua. La vitamina D es un ejemplo de un nutriente lipdfilo. Para los fines de esta divulgacion, el
término "nutrientes lipdfilos" puede aplicarse a otros compuestos lipdfilos, incluyendo pero no limitado a compuestos
farmacéuticos.

Los términos "aceite monoglicérido y diglicérido" o "aceite MDG" como se utiliza en este documento se refieren a una
combinacién de monoglicéridos y diglicéridos que estan presentes en una premezcla. La premezcla segun la
divulgacion puede comprender monoglicéridos y diglicéridos en una cantidad de monoglicéridos de al menos 12 %,
entre de aproximadamente 12 % a aproximadamente 98 %, entre de aproximadamente 20 % a aproximadamente 80
%, incluyendo de aproximadamente 20 % a aproximadamente 60 %, e incluyendo de aproximadamente 25 % a
aproximadamente 50 % en peso de la premezcla (excluyendo el peso del compuesto lipéfilo). La premezcla puede
comprender al menos 12 %, al menos 12 % a aproximadamente 98 %, aproximadamente 20 % a aproximadamente
80 %, aproximadamente 20 % a aproximadamente 60 % o aproximadamente 25 % a aproximadamente 50 % en peso
de la mezcla de monoglicéridos y diglicéridos; una cantidad de compuesto lipdfilo como se describié anteriormente; e
impurezas en una cantidad de menos de aproximadamente 20 %, menos de aproximadamente 15 %, menos de
aproximadamente 10 %, o menos de aproximadamente 2 % en peso. El experto en la materia reconocera con base
en la presente divulgacion que la premezcla puede incluir un pequefio porcentaje de impurezas tal que la mezcla de
monoglicéridos y diglicéridos no sea 100 % en peso Unicamente monoglicéridos y diglicéridos. En algunas
realizaciones, la impureza puede ser un triglicérido y/o glicerol libre. Estas impurezas por lo general pueden ser
menores a 20 %, menores a 15 %, menores a 10 % o menos de aproximadamente 2 % en peso. En realizaciones en
las que la premezcla comprende monoglicéridos e impurezas, el equilibrio de la premezcla (excepto el compuesto
lipofilo) son diglicéridos.

El término "premezcla protegida" se refiere a una mezcla que comprende un tensioactivo y un MDG. El tensioactivo
puede estar presente dentro de, pero no esta limitado a, la premezcla, la premezcla activada y otros componentes de
la composicion nutricional. Algunos ejemplos no limitantes de tensioactivos adecuados en una premezcla protegida
incluyen lecitina, ésteres de poliglicerol y combinaciones de los mismos. La premezcla protegida puede hacerse
mezclando el tensioactivo y el MDG en presencia de calor o a temperatura ambiente y, en algunas realizaciones, con
agitaciéon. La premezcla protegida se puede agregar a una soluciéon que contiene grasa para formar un "componente
protegido por MDG".

El término "composicion nutricional" como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se
refiere a polvos nutricionales, sélidos, semisdlidos, liquidos, geles y semiliquidos que comprenden al menos una de
proteinas, carbohidratos y lipidos y que son convenientes para administracion enteral a un sujeto. La composicion
nutricional puede comprender, ademas, vitaminas, minerales y otros ingredientes y representa fuentes Unicas,
primarias o suplementarias de nutricion.

El término "composicion farmacéutica" como se utiliza en este documento, puede comprender cualquier forma
conveniente para la dosificacién a una persona. Algunos ejemplos no limitantes de medios de dosificacién incluyen
dosificacion parenteral y enteral.

El término "composicion nutricional en polvo" como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo
contrario, se refiere a composiciones nutricionales secadas por aspersion y/o mezcladas en seco en polvo y/o
aglomeradas que comprenden un nutriente soluble de lipido, tal como luteina, y una mezcla de monoglicéridos y
diglicéridos, que son reconstituibles con un liquido acuoso, y que son convenientes para la administraciéon oral a un
ser humano.

El término "vida util" como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a la
6
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estabilidad del ensamble dentro de, pero no limitado a, un polvo, premezcla, premezcla activada, premezcla activada
protegida, suspension, liquido, liquido concentrado, mezcla o combinacién de los mismos.

El término "sujeto" como se utiliza en este documento se refiere a un mamifero, incluyendo pero no limitado a, un ser
humano (por ejemplo, un lactante, bebé, nifio o adulto), un animal de granja domesticado (por ejemplo, vaca, caballo
o cerdo), o una mascota (por ejemplo, perro o gato), que ingiere la composicion.

Los términos "susceptibles a" o "en riesgo de" como se utilizan en este documento, a menos que se especifique lo
contrario, se utilizan indistintamente en el sentido de tener poca resistencia a un cierto afeccion o enfermedad,
incluyendo estar genéticamente predispuestos, tener antecedentes familiares de, y/o tener sintomas del afeccién o
enfermedad.

El término "aceite vegetal" como se utiliza en este documento se refiere a una grasa derivada de plantas, semillas,
hongos o fuentes de algas (por ejemplo, no de un animal multicelular). Un aceite vegetal puede ser una grasa sélida
o liquida a temperatura ambiente. Algunos ejemplos de aceites vegetales incluyen, pero no se limitan a, aceite de
coco, aceite de coco fraccionado, aceite de soja, aceite de maiz, aceite de oliva, aceite de cartamo, aceite de cartamo
de alto contenido oleico, aceite de girasol, aceite de girasol de alto contenido oleico, aceite de palma, aceite de semilla
de palma, oleina de palma, aceite de colza, aceite de semilla de algoddn, aceite de semilla de linaza, aceite de semilla
de caflamo, aceite de cacahuete, aceite de borraja, aceites de algas, aceites de hongos y combinaciones de los
mismos.

En la medida en que los términos "que incluye", "incluyendo”, "que contiene" o "conteniendo" se utilizan en este
documento, pretenden ser incluidos de manera similar al término "que comprende" como dicho término se interpreta
cuando se utiliza como una palabra de transicion en una reivindicacion. Ademas, en la medida en que se utilice el
término "0" (por ejemplo, A o B) pretende significar "A o B o ambos." Cuando los solicitantes pretenden indicar "sélo
A o B pero no ambos" entonces se utilizara el término "sélo A o B pero no ambos". Por lo tanto, el uso del término "o"

en este documento es de uso inclusivo y no exclusivo. También, en la medida en que se utilicen los términos "a" o
"hacia" en este documento, pretenden ademas significar "en" o "sobre".

Todos los porcentajes, partes y proporciones en este documento, son por peso de la composicién total, a menos que
se especifique lo contrario. Todos estos pesos, en lo que se refiere a los ingredientes listados, se basan en el nivel de
activo y, por lo tanto, no incluyen disolventes o subproductos que puedan ser incluidos en los materiales
comercialmente disponibles, a menos que se especifique lo contrario.

Todas las referencias a caracteristicas o limitaciones singulares de la presente divulgacioén incluiran la caracteristica
o limitacion plural correspondiente y viceversa, a menos que se especifique lo contrario o lo contrario esté claramente
implicito por el contexto en el que se hace la referencia.

Todas las combinaciones de pasos de método o proceso como se utilizan en este documento se pueden realizar en
cualquier orden, a menos que se especifique lo contrario o lo contrario esté claramente implicito por el contexto en
que se realiza la combinacion a la que se hace referencia.

Las varias realizaciones de las composiciones nutricionales de la presente divulgacion también pueden estar
sustancialmente libres de cualquier ingrediente o caracteristica esencial opcional o seleccionada descrita en este
documento, siempre que las composiciones restantes todavia contengan todos los ingredientes o caracteristicas
necesarias como se describe en este documento. En este contexto, y a menos que se especifique lo contrario, el
término "sustancialmente libre" significa que las composiciones seleccionadas contienen menos de una cantidad
funcional del ingrediente opcional, tipicamente menos del 0,1 % en peso, y también incluyendo cero porcentaje en
peso de dicho ingrediente opcional o seleccionado.

Las composiciones nutricionales y farmacéuticas y los correspondientes métodos de fabricacion de la presente
divulgacion pueden comprenden, consistir en o consistir esencialmente en los elementos esenciales de la divulgacion
tal como se describe en este documento, asi como de cualquier elemento adicional u opcional descrito en este
documento o que de lo contrario es Util en aplicaciones de composiciones nutricionales y farmacéuticas.

3. Composicion Nutriente

En el presente documento se proporcionan métodos para preparar una composicion nutricional. La composicion
nutricional comprende al menos una proteina, al menos una grasa y al menos un compuesto lipéfilo. Como se explica
a continuacién, la composicion nutricional incluye ensambles de compuestos aglomerados que aumentan la
biodisponibilidad de los compuestos lipéfilos después del consumo. La composiciéon nutricional puede incluir un
ensamble que comprende al menos un compuesto lipdfilo, al menos una proteina y al menos una grasa. La
combinacién de grasa (por ejemplo, los MDG) y proteina (por ejemplo, proteina hidréfoba) interactia con los
compuestos lipdfilos, tal como la luteina y la vitamina D, mejorando la solubilidad y la estabilidad de los compuestos
lipdfilos, en comparacion con los ensambles sin MDG vy proteina hidréfoba. La composicion nutricional puede
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comprender una premezcla, una premezcla activada y una premezcla protegida.

La composicién nutricional puede utilizarse para consumo. La composicidon nutricional puede ser ingerida por un
lactante y por lo tanto, proporciona los nutrientes infantiles necesarios para el crecimiento y desarrollo adecuados. La
composicion nutricional también puede ser ingerida por un bebé o nifio, para la administracion adecuada de nutrientes
para el crecimiento y desarrollo continuo. La composicién nutricional también puede ser ingerida por un adulto, como
un suplemento nutricional. La composicion nutricional puede utilizarse para administrar compuestos lipofilos para el
tratamiento de numerosas afecciones, incluyendo salud/crecimiento 6seo, salud ocular, salud cardiovascular, etc.

La composiciéon puede estar en cualquier forma util. Las formas no limitantes de producto incluyen: sélidos,
semisdlidos, liquidos listos para beber, liquidos concentrados, geles y polvos. En algunas realizaciones, la composicion
puede estar en forma de una composicién de particulas fluidas o sustancialmente fluidas. En algunas realizaciones,
la composicién puede ser facilmente sacada con cuchara y medida con una cuchara u otro dispositivo similar, tal que
la composicion pueda ser reconstituida facilmente por el usuario previsto con un liquido acuoso adecuado, tal como
agua, para formar un liquido nutricional o composicion farmacéutica para su uso oral o enteral inmediato. En este
contexto, uso "inmediato" significa generalmente a 48 horas, mas tipicamente a 24 horas, y en algunas realizaciones,
inmediatamente después de la reconstitucion.

En algunas realizaciones, la composicion puede incluir polvos secados por aspersion, polvos mezclados en seco,
polvos aglomerados, combinaciones de los mismos o polvos preparados por otros métodos adecuados.

En algunas realizaciones, la composicion puede estar contenida en un elemento de dosificacién adecuado para
consumo oral. Los elementos de dosificacion adecuados incluyen tabletas, capsulas de gelatina dura, capsulas de
almidoén, capsulas a base de celulosa, capsulas de gel suave vy elixires.

En algunas realizaciones, la composiciéon en polvo puede estar comprimida en un comprimido. En algunas
realizaciones, la composicidon en polvo puede estar incluida en una capsula. Las capsulas comprenden una cubierta
que rodea y que contiene la composicién. La cubierta de la capsula se disuelve o se desintegra en el tracto digestivo
después de que la capsula se ingiere, liberando asi la composicion para ser absorbida por el cuerpo del individuo que
ingiere la capsula. Las cubiertas de capsula tipicamente estan hechas de gelatina, almidén, celulosa u otros
componentes que se disuelven o desintegran facilmente después de la ingestion y la composicion, fabricacion y uso
de las cubiertas de capsulas son bien conocidos en la materia. En algunas realizaciones, el elemento de dosificacion
para la composicidon es una capsula de gel suave. Las capsulas de gel suave son especialmente adecuadas para
contener ingredientes a base de liquido, tales como nutrientes disueltos, dispersados o suspendidos en un aceite
portador. La cubierta de una capsula de gel suave tipicamente se hace de gelatina plastificada con glicerina y agua,
aunque las capsulas de gel suave vegetariano hechas de almidén o carragenina estan también disponibles. Las
cubiertas de capsulas de gel suave son tipicamente hechas y rellenadas con la composicidon en procesos continuos
que son conocidos en la materia. Las capsulas de gel suave son hechas por fabricantes como Catalent Pharma
Solutions, LLC (Somerset, NJ) y Captek Softgel International (Cerritos, CA).

Las capsulas vienen en un amplio rango de tamafos y el tamafio de la capsula debe ser elegido para contener un
volumen o peso adecuado de la composicidn y, por tanto, una dosis apropiada del compuesto lipdfilo. El tamafio de la
capsula puede ser elegido para contener al menos de aproximadamente 0,1 gramos de la composicién, incluyendo de
aproximadamente 0,1 gramos a aproximadamente 30 gramos, de aproximadamente 0,2 gramos a aproximadamente
20 gramos, de aproximadamente 0,25 gramos a aproximadamente 15 gramos, de aproximadamente 0,25 gramos a
aproximadamente 10 gramos, de aproximadamente 0,25 gramos a aproximadamente 5 gramos, de aproximadamente
0,25 gramos a aproximadamente 3 gramos, de aproximadamente 0,25 gramos a aproximadamente 1,5 gramos, o de
aproximadamente 0,25 gramos a aproximadamente 1,0 gramos de la composicion. En algunas realizaciones, para el
uso con los seres humanos, las capsulas contienen des aproximadamente 0,1 gramos a aproximadamente 1,5 gramos
o de aproximadamente 0,2 gramos a aproximadamente 1,0 gramos de la composicion, ya que estos tamafios de
capsulas son los mas convenientes para que los traguen la mayoria de los adultos y nifios. En algunas realizaciones,
para su uso con animales grandes, tal como animales de granja domesticados, las capsulas contienen de
aproximadamente 0,1 gramos a aproximadamente 30 gramos o de aproximadamente 1,0 gramos a aproximadamente
30 gramos de la composicion.

La composicion nutricional se puede formular con las clases y cantidades de nutrientes suficientes para proporcionar
una fuente nutricional Unica, principal o suplementaria, o para proporcionar una composicion nutricional especializada
para su uso en individuos afectados con enfermedades o afecciones especificos.

La composicién nutricional puede tener una densidad caldrica hecha a la medida de las necesidades nutricionales del
usuario final, aunque en la mayoria de los casos la composicién nutricional puede comprender de aproximadamente
65 a aproximadamente 800 kcal/240 ml. La composicién nutricional, como se explica en este documento, proporciona
un método para controlar la ingesta calérica de un individuo facil y efectivamente (por ejemplo, lactante, bebé, nifio o
adulto). La capacidad para controlar bien la ingesta calérica es importante porque diferentes personas tienen diferentes
necesidades caldricas. La composicion nutricional puede comprender una densidad calérica de aproximadamente 75
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a aproximadamente 700 kcal/240 ml. La composiciéon nutricional puede comprender una densidad caldrica de
aproximadamente 100 a aproximadamente 650 kcal/240 ml. Por ejemplo, la composicién nutricional puede
comprender aproximadamente 65 kcal/240 ml, 70 kcal/240 ml, 75 kcal/240 ml, 80 kcal/240 ml, 85 kcal/240 ml, 90
kcal/240 ml, 95 kcal/240 ml, 100 kcal/240 ml, 105 kcal/240 ml, 110 kcal/240 ml, 115 kcal/240 ml, 120 kcal/240 ml, 125
kcal/240 ml, 130 kcal/240 ml, 135 kcal/240 ml,140 kcal/240 ml, 145 kcal/240 ml, 150 kcal/240 ml, 155 kcal/240 ml, 160
kcal/240 ml, 165 kcal/240 ml, 170 kcal/240 ml, 175 kcal/240 ml, 180 kcal/240 ml, 185 kcal/240 ml, 190 kcal/240 ml,
195 kcal/240 ml, 200 kcal/240 ml, 205 kcal/240 ml, 210 kcal/240 ml, 215 kcal/240 ml, 220 kcal/240 ml, 225 kcal/240
ml, 230 kcal/240 ml, 235 kcal/240 ml, 240 kcal/240 ml, 245 kcal/240 ml, 250 kcal/240 ml, 255 kcal/240 ml, 260 kcal/240
ml, 265 kcal/240 ml, 270 kcal/240 ml, 275 kcal/240 ml, 280 kcal/240 ml, 285 kcal/240 ml, 290 kcal/240 ml, 295 kcal/240
ml, 300 kcal/240 ml, 305 kcal/240 ml, 310 kcal/240 ml, 315 kcal/240 ml, 320 kcal/240 ml, 325 kcal/240 ml, 330 kcal/240
ml, 335 kcal/240 ml, 340 kcal/240 ml, 345 kcal/240 ml, 350 kcal/240 ml, 355 kcal/240 ml, 360 kcal/240 ml, 365 kcal/240
ml, 370 kcal/240 ml, 375 kcal/240 ml, 380 kcal/240 ml, 385 kcal/240 ml, 390 kcal/240 ml, 395 kcal/240 ml, 400 kcal/240
ml, 405 kcal/240 ml, 410 kcal/240 ml, 415 kcal/240 ml, 420 kcal/240 ml, 425 kcal/240 ml, 430 kcal/240 ml, 435 kcal/240
ml, 440 kcal/240 ml, 445 kcal/240 ml, 450 kcal/240 ml, 455 kcal/240 ml, 460 kcal/240 ml, 465 kcal/240 ml, 470 kcal/240
ml, 475 kcal/240 ml, 480 kcal/240 ml, 485 kcal/240 ml, 490 kcal/240 ml, 495 kcal/240 ml, 500 kcal/240 ml, 550 kcal/240
ml, 600 kcal/240 ml, 650 kcal/240 ml, 700 kcal/240 ml, 750 kcal/240 ml, o 800 kcal/240 ml.

Ademas, ejemplos no limitantes de la composicion incluyen fortificantes de leche materna, férmulas para lactantes
prematuros, férmulas para lactantes, férmulas elementales y semi elementales, formulas pediatricas, formulas para
bebés, férmulas para adultos, suplementos nutricionales, capsulas, supositorios, aerosoles, gotas, lociones,
unguentos, microcapsulas y liposomas.

El al menos un compuesto lipdfilo puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 ug/kg a
aproximadamente 10 g/kg de compuesto lipdfilo. El al menos un compuesto lipdfilo puede estar en la composicion
nutricional de aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 7 g/kg de compuesto lipdfilo. El al menos un compuesto
lipdfilo puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 500 ug/kg a aproximadamente 5 g/kg de
compuesto lipdfilo. EI al menos un compuesto lipéfilo puede estar en la composiciéon nutricional de aproximadamente
1 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg de compuesto lipdfilo. EI al menos un compuesto lipodfilo puede estar en la
composicién nutricional de aproximadamente 1 g/kg a aproximadamente 100 mg/kg de compuesto lipdfilo. Por
ejemplo, el compuesto lipdfilo puede estar en la composicién nutricional a aproximadamente 1 pg/kg, 10 pg/kg, 50
ug/kg, 100 pg/kg, 150 ug/kg, 200 pg/kg, 250 ug/kg, 300 pg/kg, 350 ug/kg, 400 pg/kg, 450 ug/kg, 500 pg/kg, 550 ug/kg,
600 ug/kg, 650 pg/kg, 700 pg/kg, 750 pgrkg, 800 pgrkg, 850 pg/kg, 900 pg/kg, 950 pg/kg, 1 mg/kg, 10 mg/kg, 50 mg/kg,
100 mg/kg, 150 mg/kg, 200 mg/kg, 250 mg/kg, 300 mg/kg, 350 mg/kg, 400 mg/kg, 450 mg/kg, 500 mg/kg, 550 mg/kg,
600 mg/kg, 650 mg/kg, 700 mg/kg, 750 mg/kg, 800 mg/kg, 850 mg/kg, 900 mg/kg, 950 mg/kg, 1 g/kg, 0,5 g/kg, 1 g/kg,
1,5 g/kg, 2 g/kg, 2,5 g/kg, 3 g/kg, 3,5 g/kg, 4 g/kg, 4,5 g/kg, 5 g/kg, 5,5 g/kg, 6 g/kg, 6,5 g/kg, 7 g/kg, 7,5 g/kg, 8 g/kg,
8,5 g/kg, 9 g/kg, 9,5 g/kg, o 10 g/kg.

La al menos una grasa puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 10 g/kg a aproximadamente
100 g/kg. La al menos una grasa puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 20 g/kg a
aproximadamente 80 g/kg. La al menos una grasa puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 30
g/kg a aproximadamente 70 g/kg. La al menos una grasa puede estar en la composicién nutricional de
aproximadamente 40 g/kg a aproximadamente 60 g/kg. Por ejemplo, la al menos una grasa puede estar en la
composicién nutricional a aproximadamente 10 g/kg, 10,5 g/kg, 11 g/kg, 11,5 g/kg, 12 g/kg, 12,5 g/kg, 13 g/kg, 13,5
g/kg, 14 g/kg, 14,5 g/kg, 15 g/kg, 15,5 g/kg, 16 g/kg, 16,5 g/kg, 17 g/kg, 17,5 g/kg, 18 g/kg, 18,5 g/kg, 19 g/kg, 19,5
g/kg, 20 g/kg, 20,5 g/kg, 21 g/kg, 21,5 g/kg, 22 g/kg, 22,5 g/kg, 23 g/kg, 23,5 g/kg, 24 g/kg, 24,5 g/kg, 25 g/kg, 25,5
g/kg, 26 g/kg, 26,5 g/kg, 27 g/kg, 27,5 g/kg, 28 g/kg, 28,5 g/kg, 29 g/kg, 29,5 g/kg, 30 g/kg, 30,5 g/kg, 31 g/kg, 31,5
g/kg, 32 g/kg, 32,5 g/kg, 33 g/kg, 33,5 g/kg, 34 g/kg, 34,5 g/kg, 35 g/kg, 35,5 g/kg, 36 g/kg, 36,5 g/kg, 37 g/kg, 37,5
g/kg, 38 g/kg, 38,5 g/kg, 39 g/kg, 39,5 g/kg, 40 g/kg, 40,5 g/kg, 41 g/kg, 41,5 g/kg, 42 g/kg, 42,5 g/kg, 43 g/kg, 43,5
g/kg, 44 g/kg, 44,5 g/kg, 45 g/kg, 45,5 g/kg, 46 g/kg, 46,5 g/kg, 47 g/kg, 47,5 g/kg, 48 g/kg, 48,5 g/kg, 49 g/kg, 49,5
g/kg, 50 g/kg, 50,5 g/kg, 51 g/kg, 51,5 g/kg, 52 g/kg, 52,5 g/kg, 53 g/kg, 53,5 g/kg, 54 g/kg, 54,5 g/kg, 55 g/kg, 55,5
g/kg, 56 g/kg, 56,5 g/kg, 57 g/kg, 57,5 g/kg, 58 g/kg, 58,5 g/kg, 59 g/kg, 59,5 g/kg, 60 g/kg, 60,5 g/kg, 61 g/kg, 61,5
g/kg, 62 g/kg, 62,5 g/kg, 63 g/kg, 63,5 g/kg, 64 g/kg, 64,5 g/kg, 65 g/kg, 65,5 g/kg, 66 g/kg, 66,5 g/kg, 67 g/kg, 67,5
g/kg, 68 g/kg, 68,5 g/kg, 69 g/kg, 69,5 g/kg, 70 g/kg, 70,5 g/kg, 71 g/kg, 71,5 g/kg, 72 g/kg, 72,5 g/kg, 73 g/kg, 73,5
g/kg, 74 g/kg, 74,5 g/kg, 75 g/kg, 75,5 g/kg, 76 g/kg, 76,5 g/kg, 77 g/kg, 77,5 g/kg, 78 g/kg, 78,5 g/kg, 79 g/kg, 79,5
g/kg, 80 g/kg, 80,5 g/kg, 81 g/kg, 81,5 g/kg, 82 g/kg, 82,5 g/kg, 83 g/kg, 83,5 g/kg, 84 g/kg, 84,5 g/kg, 85 g/kg, 85,5
g/kg, 86 g/kg, 86,5 g/kg, 87 g/kg, 87,5 g/kg, 88 g/kg, 88,5 g/kg, 89 g/kg, 89,5 g/kg, 90 g/kg, 90,5 g/kg, 91 g/kg, 91,5
g/kg, 92 g/kg, 92,5 g/kg, 93 g/kg, 93,5 g/kg, 94 g/kg, 94,5 g/kg, 95 g/kg, 95,5 g/kg, 96 g/kg, 96,5 g/kg, 97 g/kg, 97,5
g/kg, 98 g/kg, 98,5 g/kg, 99 g/kg, 99,5 g/kg, o 100 g/kg.

La al menos una proteina puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 10 g/kg a aproximadamente
100 g/kg. La al menos una proteina puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 20 g/kg a
aproximadamente 80 g/kg. La al menos una proteina puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente
30 g/kg a aproximadamente 70 g/kg. La al menos una proteina puede estar en la composicion nutricional de
aproximadamente 40 g/kg a aproximadamente 60 g/kg. Por ejemplo, la al menos una proteina puede estar en la
composicion nutricional a aproximadamente 10 g/kg, 10,5 g/kg, 11 g/kg, 11,5 g/kg, 12 g/kg, 12,5 g/kg, 13 g/kg, 13,5
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g/kg, 14 g/kg, 14,5 g/kg, 15 g/kg, 15,5 g/kg, 16 g/kg, 16,5 g/kg, 17 g/kg, 17,5 g/kg, 18 g/kg, 18,5 g/kg, 19 g/kg, 19,5
g/kg, 20 g/kg, 20,5 g/kg, 21 g/kg, 21,5 g/kg, 22 g/kg, 22,5 g/kg, 23 g/kg, 23,5 g/kg, 24 g/kg, 24,5 g/kg, 25 g/kg, 25,5
a/kg, 26 g/kg, 26,5 g/kg, 27 g/kg, 27,5 g/kg, 28 g/kg, 28,5 g/kg, 29 g/kg, 29,5 g/kg, 30 g/kg, 30,5 g/kg, 31 g/kg, 31,5
g/kg, 32 g/kg, 32,5 g/kg, 33 g/kg, 33,5 g/kg, 34 g/kg, 34,5 g/kg, 35 g/kg, 35,5 g/kg, 36 g/kg, 36,5 g/kg, 37 g/kg, 37,5
g/kg, 38 g/kg, 38,5 g/kg, 39 g/kg, 39,5 g/kg, 40 g/kg, 40,5 g/kg, 41 g/kg, 41,5 g/kg, 42 g/kg, 42,5 g/kg, 43 g/kg, 43,5
g/kg, 44 g/kg, 44,5 g/kg, 45 g/kg, 45,5 g/kg, 46 g/kg, 46,5 g/kg, 47 g/kg, 47,5 g/kg, 48 g/kg, 48,5 g/kg, 49 g/kg, 49,5
g/kg, 50 g/kg, 50,5 g/kg, 51 g/kg, 51,5 g/kg, 52 g/kg, 52,5 g/kg, 53 g/kg, 53,5 g/kg, 54 g/kg, 54,5 g/kg, 55 g/kg, 55,5
g/kg, 56 g/kg, 56,5 g/kg, 57 g/kg, 57,5 g/kg, 58 g/kg, 58,5 g/kg, 59 g/kg, 59,5 g/kg, 60 g/kg, 60,5 g/kg, 61 g/kg, 61,5
g/kg, 62 g/kg, 62,5 g/kg, 63 g/kg, 63,5 g/kg, 64 g/kg, 64,5 g/kg, 65 g/kg, 65,5 g/kg, 66 g/kg, 66,5 g/kg, 67 g/kg, 67,5
g/kg, 68 g/kg, 68,5 g/kg, 69 g/kg, 69,5 g/kg, 70 g/kg, 70,5 g/kg, 71 g/kg, 71,5 g/kg, 72 g/kg, 72,5 g/kg, 73 g/kg, 73,5
a/kg, 74 g/kg, 74,5 g/kg, 75 g/kg, 75,5 g/kg, 76 g/kg, 76,5 g/kg, 77 g/kg, 77,5 g/kg, 78 g/kg, 78,5 g/kg, 79 g/kg, 79,5
g/kg, 80 g/kg, 80,5 g/kg, 81 g/kg, 81,5 g/kg, 82 g/kg, 82,5 g/kg, 83 g/kg, 83,5 g/kg, 84 g/kg, 84,5 g/kg, 85 g/kg, 85,5
g/kg, 86 g/kg, 86,5 g/kg, 87 g/kg, 87,5 g/kg, 88 g/kg, 88,5 g/kg, 89 g/kg, 89,5 g/kg, 90 g/kg, 90,5 g/kg, 91 g/kg, 91,5
g/kg, 92 g/kg, 92,5 g/kg, 93 g/kg, 93,5 g/kg, 94 g/kg, 94,5 g/kg, 95 g/kg, 95,5 g/kg, 96 g/kg, 96,5 g/kg, 97 g/kg, 97,5
g/kg, 98 g/kg, 98,5 g/kg, 99 g/kg, 99,5 g/kg, o 100 g/kg.

Las proporciones y cantidades entre los diferentes compuestos son esenciales en los ensambles resultantes formados
durante la composicidon. Para formar ensambles estables, de alto peso molecular, la proporcion p/p de MDG a
compuesto lipodfilo puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 12.000:1 a aproximadamente 1:1.
La proporciéon p/p de MDG a compuesto lipéfilo puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente
10.000:1 a aproximadamente 1:1. La proporcion p/p de MDG a compuesto lipdfilo puede estar en la composicién
nutricional de aproximadamente 1.000:1 a aproximadamente 1:1. La proporcién p/p de MDG a compuesto lip&filo
puede estar en la composiciéon nutricional de aproximadamente 100:1 a aproximadamente 1:1. Por ejemplo, la
proporcion p/p de MDG a compuesto lipdfilo puede estar en la composicion nutricional a aproximadamente 12000:1,
11500:1, 11000:1, 10500:1, 10000:1, 9500:1, 9000:1, 8500:1, 8000:1, 7500:1, 7000:1, 6500:1, 6000:1, 5500:1, 5000:1,
4900:1, 4800:1, 4700:1, 4600:1, 4500:1, 4400:1, 4300:1, 4200:1, 4100:1, 4000:1, 3900:1, 3800:1, 3700:1, 3600:1,
3500:1, 3400:1, 3300:1, 3200:1, 3100:1, 3000:1, 2900:1, 2800:1, 2700:1, 2600:1, 2500:1, 2400:1, 2300:1, 2200:1,
2100:1, 2000:1, 1900:1, 1800:1, 1700:1, 1600:1, 1500:1, 1400:1, 1300:1, 1200:1, 1100:1, 1000:1, 950:1, 900:1, 850:1,
800:1, 750:1, 700:1, 650:1, 600:1, 550:1, 500:1, 450:1, 400:1, 350:1, 300:1, 250:1, 200:1, 150:1, 100:1, 90:1, 80:1,
70:1, 60:1, 50:1, 40:1, 30:1, 20:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 0 1:1.

Una realizacion de la composicion nutricional puede comprender de aproximadamente 145 mg/kg a aproximadamente
600 mg/kg de MDG y aproximadamente 1,12 g/kg de un compuesto lipdfilo.

En otra realizacion, la composicién nutricional puede comprender de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
10 mg/kg de MDG y aproximadamente 20 ug/kg de vitamina D.

b. Ensamble

La composicién nutricional puede comprender un ensamble. El ensamble puede comprender al menos una grasa, al
menos una proteina y al menos un compuesto lipéfilo. EI ensamble puede comprender MDG, al menos una proteina
hidréfoba y al menos un compuesto lipdfilo. Es bien sabido en la materia que los compuestos lipofilos tienen una
limitada solubilidad en agua, dando por resultado su biodisponibilidad disminuida cuando se consumen como parte de
una composicion nutricional. El ensamble aumenta la solubilidad en agua de los compuestos lipdfilos. De conformidad,
el ensamble aumenta la biodisponibilidad de los compuestos lipdfilos y su resultante absorcién en el tracto
gastrointestinal (Gl), en relacion con los controles sin MDG y proteina hidréfoba.

El ensamble es soluble en agua, y las interacciones entre los MDG, la al menos una proteina hidréfoba y el al menos
un compuesto lipdfilo permiten que la estabilidad del ensamble soporte fuerzas centrifugas de alta velocidad. Por
ejemplo, la composicién nutricional se puede centrifugara 1 x g, 50 x g, 100 x g, 500 x g, 1000 x g, 1500 x g, 2000 x
g, 2500 x g, 3000 x g, 3500 x g, 4000 x g, 4500 x g, 5000 x g, 5500 x g, 6000 x g, 6500 x g, 7000 x g, 7500 x g, 8000
X g, 8500 x g, 9000 x g, 9500 x g, 10000 x g, 10500 x g, 11000 x g, 11500 x g, 12000 x g, 12500 x g, 13000 x g, 13500
x g, 14000 x g, 14500 x g, 15000 x g, 15500 x g, 16000 x g, 16500 x g, 17000 x g, 17500 x g, 18000 x g, 18500 x g,
19000 x g, 19500 x g, 20000 x g, 20500 x g, 21000 x g, 21500 x g, 22000 x g, 22500 x g, 23000 x g, 23500 x g, 24000
X g, 24500 x g, 25000 x g, 25500 x g, 26000 x g, 26500 x g, 27000 x g, 27500 x g, 28000 x g, 28500 x g, 29000 x g,
29500 x g, 30000 x g, 30500 x g, 31000 x g, 31500 x g, 32000 x g, 32500 x g, 33000 x g, 33500 x g, 34000 x g, 34500
x g, 35000 x g, 35500 x g, 36000 x g, 36500 x g, 37000 x g, 37500 x g, 38000 x g, 38500 x g, 39000 x g, 39500 x g,
40000 x g, 40500 x g, 41000 x g, 41500 x g, 42000 x g, 42500 x g, 43000 x g, 43500 x g, 44000 x g, 44500 x g, 45000
X g, 45500 x g, 46000 x g, 46500 x g, 47000 x g, 47500 x g, 48000 x g, 48500 x g, 49000 x g, 49500 x g, 50000 x g,
50500 x g, 51000 x g, 51500 x g, 52000 x g, 52500 x g, 53000 x g, 53500 x g, 54000 x g, 54500 x g, 55000 x g, 55500
X g, 56000 x g, 56500 x g, 57000 x g, 57500 x g, 58000 x g, 58500 x g, 59000 x g, 59500 x g, 60000 x g, 60500 x g,
61000 x g, 61500 x g, 62000 x g, 62500 x g, 63000 x g, 63500 x g, 64000 x g, 64500 x g, 65000 x g, 65500 x g, 66000
X g, 66500 x g, 67000 x g, 67500 x g, 68000 x g, 68500 x g, 69000 x g, 69500 x g, 70000 x g, 70500 x g, 71000 x g,
71500 x g, 72000 x g, 72500 x g, 73000 x g, 73500 x g, 74000 x g, 74500 x g, 75000 x g, 75500 x g, 76000 x g, 76500
x g, 77000 x g, 77500 x g, 78000 x g, 78500 x g, 79000 x g, 79500 x g, 80000 x g, 80500 x g, 81000 x g, 81500 x g,
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82000 x g, 82500 x g, 83000 x g, 83500 x g, 84000 x g, 84500 x g, 85000 x g, 85500 x g, 86000 x g, 86500 x g, 87000
x g, 87500 x g, 88000 x g, 88500 x g, 89000 x g, 89500 x g, 90000 x g, 90500 x g, 91000 x g, 91500 x g, 92000 x g,
92500 x g, 93000 x g, 93500 x g, 94000 x g, 94500 x g, 95000 x g, 95500 x g, 96000 x g, 96500 x g, 97000 x g, 97500
x g, 98000 x g, 98500 x g, 99000 x g, 99500 x g, o 100000 x g.

En algunas realizaciones, el ensamble es soluble en agua aun después del centrifugado a aproximadamente 31.000
x g durante al menos 1 hora a 20 °C. En algunas realizaciones, al menos 5 % del ensamble permanece en la fase
acuosa después del centrifugado.

La composicion nutricional se puede girar hacia abajo utilizando una centrifuga para evaluar la cantidad de grasa,
proteina y compuesto lipéfilo que permanecen en la fase acuosa. Se asume, sin quedar ligados a ninguna teoria
particular, que el compuesto lipdfilo y la grasa que permanecen en la fase acuosa después del centrifugado estan
probablemente asociados al ensamble por su limitada solubilidad acuosa. Cabe sefialar que diferentes tiempos y
velocidades centrifugas pueden utilizarse para girar la composicion nutricional. Por consiguiente, un experto en la
materia apreciara que diferentes condiciones centrifugas pueden proporcionar diferentes cantidades del ensamble y
los compuestos correspondientes, dentro de la fase acuosa, pero todavia permite la cuantificacion del compuesto
deseado.

En algunas realizaciones, los detalles del centrifugado son los siguientes: velocidad de centrifugado: 1000 x g, tiempo
de centrifugado: 15 min, temperatura de centrifugado: 20 °C, tubos de centrifuga: tubo Cellstar de 50 ml de Greiner
bio-one, diametro del tubo: 23 mm, cantidad de producto en el tubo: 45 ml, centrifuga: tipo 5810 R de Eppendorf y
aislamiento de fase acuosa por jeringa a través de la capa de crema.

En algunas realizaciones, los detalles del centrifugado son los siguientes: velocidad de centrifugado: 4500 x g, tiempo
de centrifugado: 15 min, temperatura de centrifugado: 20 °C, tubos de centrifuga: tubo Cellstar de 50 ml de Greiner
bio-one, diametro del tubo: 23 mm, cantidad de producto en el tubo: 45 ml, centrifuga: tipo 5810 R de Eppendorf y
aislamiento de fase acuosa por jeringa a través de la capa de crema.

En algunas realizaciones, los detalles del centrifugado son los siguientes: velocidad de centrifugado: 100.000 x g,
tiempo de centrifugado: 1h, temperatura de centrifugado: 20 °C, tubos de centrifuga: Tubos de centrifuga Ultra Clear
de Beckmann Coulter, tamafio del tubo: 14 x 89 mm, cantidad de producto en el tubo: 11,3 g, centrifuga: tipo L - 90K
de Beckmann Coulter, aislamiento de fase acuosa congelando el tubo con el contenido en nitrégeno liquido y cortando
la parte con la fase de suero incluyendo la pared del tubo seguido por descongelamiento del contenido de esta parte
del tubo.

En algunas realizaciones, el procedimiento de centrifugado se puede realizar como sigue, aproximadamente 35 g de
composicién nutricional se transfieren a un tubo de centrifuga de polipropileno de 50 ml (capaz de soportar 100.000 x
g; por ejemplo, VWR Catalogo N° 21007-290). Los tubos se tapan y colocan en un rotor JA-20 en una centrifuga
Beckman Coulter modelo Avanti J-E. La temperatura se ajusta a 20 °C, y los tubos se centrifugan a 31.000 x g (16.000
rpm) durante 1 a 4 horas. Los tubos se retiran de la centrifuga, y aproximadamente de 0,6 a 1,0 g del sobrenadante
se transfieren a un matraz volumétrico tarado de 10 ml y el peso de la muestra sobrenadante se registra. La muestra
de sobrenadante en el matraz volumétrico de 10 ml se diluye a 7,0 g con agua Milli-Q Plus y se agita durante cinco
minutos. La muestra de sobrenadante diluida en el matraz volumétrico de 10 ml es diluida a 10 ml con acetonitrilo que
contiene acido trifluoroacético al 0,33 % (v/v) y se agita durante cinco minutos. El matraz se cierra herméticamente y
se invierte varias veces para mezclar bien. Una alicuota de 1,0 a 1,5 ml se transfiere desde el matraz a una ampolleta
automuestreadora de HPLC. El frasco se tapa y la alicuota es probada para la presencia de distintas variables dentro
de la fase acuosa, como los MDG, luteina, proteina hidréfoba, etc.

En una realizacion, la composicion nutricional se puede centrifugar a 1.000 x g durante 1 hora a 20 °C. En una
realizacion, la composicion nutricional se puede centrifugar a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. En una realizacion,
la composicién nutricional se puede centrifugar a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

Los MDG pueden estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 50 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 1.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en la fase acuosa de
aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 40 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 1.000 x
g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en la fase acuosa de aproximadamente 5 % a aproximadamente 30
% de la composicion nutricional, después del centrifugado a 1.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar
en la fase acuosa de aproximadamente 15 % a aproximadamente 25 % de la composicion nutricional, después del
centrifugado a 1.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, los MDG pueden estar en la fase acuosa a
aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %, 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6
%, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,25 %, 1,5 %, 1,75 %, 2 %, 2,25 %, 2,5 %, 2,75 %, 3
%, 3,25 %, 3,5 %, 3,75 %, 4 %, 4,25 %, 4,5 %, 4,75 %, 5 %, 5,25 %, 5,5 %, 5,75 %, 6 %, 6,25 %, 6,5 %, 6,75 %, 7 %,
7,25 %, 7,5 %, 7,75 %, 8 %, 8,25 %, 8,5 %, 8,75 %, 9 %, 9,25 %, 9,5 %, 9,75 %, 10 %, 10,25 %, 10,5 %, 10,75 %, 11
%, 11,25 %, 11,5 %, 11,75 %, 12 %, 12,25 %, 12,5 %, 12,75 %, 13 %, 13,25 %, 13,5 %, 13,75 %, 14 %, 14,25 %, 14,5
%, 14,75 %, 15 %, 15,25 %, 15,5 %, 15,75 %, 16 %, 16,25 %, 16,5 %, 16,75 %, 17 %, 17,25 %, 17,5 %, 17,75 %, 18
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%, 18,25 %, 18,5 %, 18,75 %, 19 %, 19,25 %, 19,5 %, 19,75 %, 20 %, 20,25 %, 20,5 %, 20,75 %, 21 %, 21,25 %, 21,5
%, 21,75 %, 22 %, 22,25 %, 22,5 %, 22,75 %, 23 %, 23,25 %, 23,5 %, 23,75 %, 24 %, 24,25 %, 24,5 %, 24,75 %, 25
%, 25,25 %, 25,5 %, 25,75 %, 26 %, 26,25 %, 26,5 %, 26,75 %, 27 %, 27,25 %, 27,5 %, 27,75 %, 28 %, 28,25 %, 28,5
%, 28,75 %, 29 %, 29,25 %, 29,5 %, 29,75 %, 30 %, 30,25 %, 30,5 %, 30,75 %, 31 %, 31,25 %, 31,5 %, 31,75 %, 32
%, 32,25 %, 32,5 %, 32,75 %, 33 %, 33,25 %, 33,5 %, 33,75 %, 34 %, 34,25 %, 34,5 %, 34,75 %, 35 %, 35,25 %, 35,5
%, 35,75 %, 36 %, 36,25 %, 36,5 %, 36,75 %, 37 %, 37,25 %, 37,5 %, 37,75 %, 38 %, 38,25 %, 38,5 %, 38,75 %, 39
%, 39,25 %, 39,5 %, 39,75 %, 40 %, 40,25 %, 40,5 %, 40,75 %, 41 %, 41,25 %, 41,5 %, 41,75 %, 42 %, 42,25 %, 42,5
%, 42,75 %, 43 %, 43,25 %, 43,5 %, 43,75 %, 44 %, 44,25 %, 44,5 %, 44,75 %, 45 %, 45,25 %, 45,5 %, 45,75 %, 46
%, 46,25 %, 46,5 %, 46,75 %, 47 %, 47,25 %, 47,5 %, 47,75 %, 48 %, 48,25 %, 48,5 %, 48,75 %, 49 %, 49,25 %, 49,5
%, 49,75 %, 0 50 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 1.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

Los MDG pueden estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 30 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en la fase acuosa
de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 20 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 31.000
x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en la fase acuosa de aproximadamente 1 % a aproximadamente
5 % de la composicidn nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, los
MDG pueden estar en la fase acuosa a aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35
%, 0,4 %, 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,25 %, 1,5 %,
1,75 %, 2 %, 2,25 %, 2,5 %, 2,75 %, 3 %, 3,25 %, 3,5 %, 3,75 %, 4 %, 4,25 %, 4,5 %, 4,75 %, 5 %, 5,25 %, 5,5 %,
5,75 %, 6 %, 6,25 %, 6,5 %, 6,75 %, 7 %, 7,25 %, 7,5 %, 7,75 %, 8 %, 8,25 %, 8,5 %, 8,75 %, 9 %, 9,25 %, 9,5 %,
9,75 %, 10 %, 10,25 %, 10,5 %, 10,75 %, 11 %, 11,25 %, 11,5 %, 11,75 %, 12 %, 12,25 %, 12,5 %, 12,75 %, 13 %,
13,25 %, 13,5 %, 13,75 %, 14 %, 14,25 %, 14,5 %, 14,75 %, 15 %, 15,25 %, 15,5 %, 15,75 %, 16 %, 16,25 %, 16,5
%, 16,75 %, 17 %, 17,25 %, 17,5 %, 17,75 %, 18 %, 18,25 %, 18,5 %, 18,75 %, 19 %, 19,25 %, 19,5 %, 19,75 %, 20
%, 20,25 %, 20,5 %, 20,75 %, 21 %, 21,25 %, 21,5 %, 21,75 %, 22 %, 22,25 %, 22,5 %, 22,75 %, 23 %, 23,25 %, 23,5
%, 23,75 %, 24 %, 24,25 %, 24,5 %, 24,75 %, 25 %, 25,25 %, 25,5 %, 25,75 %, 26 %, 26,25 %, 26,5 %, 26,75 %, 27
%, 27,25 %, 27,5 %, 27,75 %, 28 %, 28,25 %, 28,5 %, 28,75 %, 29 %, 29,25 %, 29,5 %, 29,75 %, 0 30 % de la
composicién nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

Los MDG pueden estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 20 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en la fase acuosa
de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 15 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a
100.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,1 % a
aproximadamente 10 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C.
Los MDG pueden estar en la fase acuosa de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, los MDG pueden estar en la
fase acuosa a aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %, 0,45 %, 0,5
%, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,1 %, 1,2 %, 1,3 %, 1,4 %, 1,5 %, 1,6
%, 1,7 %, 1,8 %, 1,9 %,2 %, 2,1 %, 2,2 %, 2,3 %, 2,4 %, 2,5 %, 2,6 %, 2,7 %, 2,8 %, 2,9 %, 3 %, 3,1 %, 3,2 %, 3,3 %,
3,4 %, 3,5 %, 3,6 %, 3,7 %, 3,8 %, 3,9 %, 4 %, 4,1 %, 4,2 %, 4,3 %, 4,4 %, 4,5 %, 4,6 %, 4,7 %, 4,8 %, 4,9 %, 5 %,
51 %, 5,2 %, 5,3 %, 5,4 %, 5,5 %, 5,6 %, 5,7 %, 5,8 %, 5,9 %, 6 %, 6,1 %, 6,2 %, 6,3 %, 6,4 %, 6,5 %, 6,6 %, 6,7 %,
6,8 %, 6,9 %, 7 %, 7,1 %, 7,2 %, 7,3 %, 7,4 %, 7,5 %, 7,6 %, 7,7 %, 7,8 %, 7,9 %, 8 %, 8,1 %, 8,2 %, 8,3 %, 8,4 %,
8,5 %, 8,6 %, 8,7 %, 8,8 %, 8,9 %, 9 %, 9,1 %, 9,2 %, 9,3 %, 9,4 %, 9,5 %, 9,6 %, 9,7 %, 9,8 %, 9,9 %, 10 %, 10,1 %,
10,2 %, 10,3 %, 10,4 %, 10,5 %, 10,6 %, 10,7 %, 10,8 %, 10,9 %, 11 %, 11,1 %, 11,2 %, 11,3 %, 11,4 %, 11,5 %, 11,6
%, 11,7 %, 11,8 %, 11,9 %, 12 %, 12,1 %, 12,2 %, 12,3 %, 12,4 %, 12,5 %, 12,6 %, 12,7 %, 12,8 %, 12,9 %, 13 %,
13,1 %, 13,2 %, 13,3 %, 13,4 %, 13,5 %, 13,6 %, 13,7 %, 13,8 %, 13,9 %, 14 %, 14,1 %, 14,2 %, 14,3 %, 14,4 %, 14,5
%, 14,6 %, 14,7 %, 14,8 %, 14,9 %, 15 %, 15,1 %, 15,2 %, 15,3 %, 15,4 %, 15,5 %, 15,6 %, 15,7 %, 15,8 %, 15,9 %,
16 %, 16,1 %, 16,2 %, 16,3 %, 16,4 %, 16,5 %, 16,6 %, 16,7 %, 16,8 %, 16,9 %, 17 %, 17,1 %, 17,2 %, 17,3 %, 17,4
%, 17,5 %, 17,6 %, 17,7 %, 17,8 %, 17,9 %, 18 %, 18,1 %, 18,2 %, 18,3 %, 18,4 %, 18,5 %, 18,6 %, 18,7 %, 18,8 %,
18,9 %, 19 %, 19,1 %, 19,2 %, 19,3 %, 19,4 %, 19,5 %, 19,6 %, 19,7 %, 19,8 %, 19,9 %, 0 20 % de la composicién
nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

Los MDG pueden estar en el ensamble de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 20 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en el ensamble de
aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 15 % de la composicién nutricional, después del centrifugado a 31.000
x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden estar en el ensamble de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente
10 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Los MDG pueden
estar en el ensamble de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % de la composicién nutricional, después del
centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, los MDG pueden estar en el ensamble a
aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %, 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6
%, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,1 %, 1,2 %, 1,3 %, 1,4 %, 1,5 %, 1,6 %, 1,7 %, 1,8 %,
1,9 %, 2%, 21 %, 2,2 %, 2,3 %, 2,4 %, 2,5 %, 2,6 %, 2,7 %, 2,8 %, 2,9 %, 3 %, 3,1 %, 3,2 %, 3,3 %, 3,4 %, 3,5 %,
3,6 %, 3,7 %, 3,8 %, 3,9 %, 4 %, 4,1 %, 4,2 %, 4,3 %, 4,4 %, 4,5 %, 4,6 %, 4,7 %, 4,8 %, 4,9 %, 5 %, 5,1 %, 5,2 %,
5,3 %, 5,4 %, 5,5 %, 5,6 %, 5,7 %, 5,8 %, 5,9 %, 6 %, 6,1 %, 6,2 %, 6,3 %, 6,4 %, 6,5 %, 6,6 %, 6,7 %, 6,8 %, 6,9 %,
7%, 71 %,7,2%,73 %, 7,4 %,75 %, 7,6 %, 7,7 %, 7,8 %, 7,9 %, 8%, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %,
8,7 %, 8,8 %, 8,9 %, 9 %, 9,1 %, 9,2 %, 9,3 %, 9,4 %, 9,5 %, 9,6 %, 9,7 %, 9,8 %, 9,9 %, 10 %, 10,1 %, 10,2 %, 10,3
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%, 10,4 %, 10,5 %, 10,6 %, 10,7 %, 10,8 %, 10,9 %, 11 %, 11,1 %, 11,2 %, 11,3 %, 11,4 %, 11,5 %, 11,6 %, 11,7 %,
11,8 %, 11,9 %, 12 %, 12,1 %, 12,2 %, 12,3 %, 12,4 %, 12,5 %, 12,6 %, 12,7 %, 12,8 %, 12,9 %, 13 %, 13,1 %, 13,2
%, 13,3 %, 13,4 %, 13,5 %, 13,6 %, 13,7 %, 13,8 %, 13,9 %, 14 %, 14,1 %, 14,2 %, 14,3 %, 14,4 %, 14,5 %, 14,6 %,
14,7 %, 14,8 %, 14,9 %, 15 %, 15,1 %, 15,2 %, 15,3 %, 15,4 %, 15,5 %, 15,6 %, 15,7 %, 15,8 %, 15,9 %, 16 %, 16,1
%, 16,2 %, 16,3 %, 16,4 %, 16,5 %, 16,6 %, 16,7 %, 16,8 %, 16,9 %, 17 %, 17,1 %, 17,2 %, 17,3 %, 17,4 %, 17,5 %,
17,6 %, 17,7 %, 17,8 %, 17,9 %, 18 %, 18,1 %, 18,2 %, 18,3 %, 18,4 %, 18,5 %, 18,6 %, 18,7 %, 18,8 %, 18,9 %, 19
%, 19,1 %, 19,2 %, 19,3 %, 19,4 %, 19,5 %, 19,6 %, 19,7 %, 19,8 %, 19,9 %, 0 20 % de la composicion nutricional,
después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

La luteina, un compuesto lipéfilo comentado mas adelante, puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,001

% a aproximadamente 50 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 1.000 x g durante 1 hora a 20
°C. La luteina puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 40 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 1.000 x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en la fase acuosa de
aproximadamente 5 % a aproximadamente 30 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 1.000 x g
durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 15 % a aproximadamente 25
% de la composicién nutricional, después del centrifugado a 1.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, la luteina
puede estar en la fase acuosa a aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4
%, 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,25 %, 1,5 %, 1,75 %,
2%, 2,25 %, 2,5 %, 2,75 %, 3 %, 3,25 %, 3,5 %, 3,75 %, 4 %, 4,25 %, 4,5 %, 4,75 %, 5 %, 5,25 %, 5,5 %, 5,75 %, 6
%, 6,25 %, 6,5 %, 6,75 %, 7 %, 7,25 %, 7,5 %, 7,75 %, 8 %, 8,25 %, 8,5 %, 8,75 %, 9 %, 9,25 %, 9,5 %, 9,75 %, 10
%, 10,25 %, 10,5 %, 10,75 %, 11 %, 11,25 %, 11,5 %, 11,75 %, 12 %, 12,25 %, 12,5 %, 12,75 %, 13 %, 13,25 %, 13,5
%, 13,75 %, 14 %, 14,25 %, 14,5 %, 14,75 %, 15 %, 15,25 %, 15,5 %, 15,75 %, 16 %, 16,25 %, 16,5 %, 16,75 %, 17
%, 17,25 %, 17,5 %, 17,75 %, 18 %, 18,25 %, 18,5 %, 18,75 %, 19 %, 19,25 %, 19,5 %, 19,75 %, 20 %, 20,25 %, 20,5
%, 20,75 %, 21 %, 21,25 %, 21,5 %, 21,75 %, 22 %, 22,25 %, 22,5 %, 22,75 %, 23 %, 23,25 %, 23,5 %, 23,75 %, 24
%, 24,25 %, 24,5 %, 24,75 %, 25 %, 25,25 %, 25,5 %, 25,75 %, 26 %, 26,25 %, 26,5 %, 26,75 %, 27 %, 27,25 %, 27,5
%, 27,75 %, 28 %, 28,25 %, 28,5 %, 28,75 %, 29 %, 29,25 %, 29,5 %, 29,75 %, 30 %, 30,25 %, 30,5 %, 30,75 %, 31
%, 31,25 %, 31,5 %, 31,75 %, 32 %, 32,25 %, 32,5 %, 32,75 %, 33 %, 33,25 %, 33,5 %, 33,75 %, 34 %, 34,25 %, 34,5
%, 34,75 %, 35 %, 35,25 %, 35,5 %, 35,75 %, 36 %, 36,25 %, 36,5 %, 36,75 %, 37 %, 37,25 %, 37,5 %, 37,75 %, 38
%, 38,25 %, 38,5 %, 38,75 %, 39 %, 39,25 %, 39,5 %, 39,75 %, 40 %, 40,25 %, 40,5 %, 40,75 %, 41 %, 41,25 %, 41,5
%, 41,75 %, 42 %, 42,25 %, 42,5 %, 42,75 %, 43 %, 43,25 %, 43,5 %, 43,75 %, 44 %, 44,25 %, 44,5 %, 44,75 %, 45
%, 45,25 %, 45,5 %, 45,75 %, 46 %, 46,25 %, 46,5 %, 46,75 %, 47 %, 47,25 %, 47,5 %, 47,75 %, 48 %, 48,25 %, 48,5
%, 48,75 %, 49 %, 49,25 %, 49,5 %, 49,75 %, 0 50 % de la composicién nutricional, después del centrifugado a 1.000
x g durante 1 hora a 20 °C.

La luteina puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 30 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en la fase acuosa
de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 20 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 31.000
x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5
% de la composicion nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, la luteina
puede estar en el ensamble a aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4
%, 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,25 %, 1,5 %, 1,75 %,
2%, 2,25 %,2,5%, 2,75 %, 3 %, 3,25 %, 3,5 %, 3,75 %, 4 %, 4,25 %, 4,5 %, 4,75 %, 5 %, 5,25 %, 5,5 %, 5,75 %, 6
%, 6,25 %, 6,5 %, 6,75 %, 7 %, 7,25 %, 7,5 %, 7,75 %, 8 %, 8,25 %, 8,5 %, 8,75 %, 9 %, 9,25 %, 9,5 %, 9,75 %, 10
%, 10,25 %, 10,5 %, 10,75 %, 11 %, 11,25 %, 11,5 %, 11,75 %, 12 %, 12,25 %, 12,5 %, 12,75 %, 13 %, 13,25 %, 13,5
%, 13,75 %, 14 %, 14,25 %, 14,5 %, 14,75 %, 15 %, 15,25 %, 15,5 %, 15,75 %, 16 %, 16,25 %, 16,5 %, 16,75 %, 17
%, 17,25 %, 17,5 %, 17,75 %, 18 %, 18,25 %, 18,5 %, 18,75 %, 19 %, 19,25 %, 19,5 %, 19,75 %, 20 %, 20,25 %, 20,5
%, 20,75 %, 21 %, 21,25 %, 21,5 %, 21,75 %, 22 %, 22,25 %, 22,5 %, 22,75 %, 23 %, 23,25 %, 23,5 %, 23,75 %, 24
%, 24,25 %, 24,5 %, 24,75 %, 25 %, 25,25 %, 25,5 %, 25,75 %, 26 %, 26,25 %, 26,5 %, 26,75 %, 27 %, 27,25 %, 27,5
%, 27,75 %, 28 %, 28,25 %, 28,5 %, 28,75 %, 29 %, 29,25 %, 29,5 %, 29,75 %, 0 30 % de la composicion nutricional,
después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

La luteina puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 20 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en la fase acuosa
de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 15 % de la composiciéon nutricional, después del centrifugado a
100.000 x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 0,1 % a
aproximadamente 10 % de la composicion nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C.
La luteina puede estar en la fase acuosa de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, la luteina puede estar en la
fase acuosa a aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %, 0,45 %, 0,5
%, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,1 %, 1,2 %, 1,3 %, 1,4 %, 1,5 %, 1,6
%, 1,7 %, 1,8 %, 1,9 %, 2 %, 2,1 %, 2,2 %, 2,3 %, 2,4 %, 2,5 %, 2,6 %, 2,7 %, 2,8 %, 2,9 %, 3 %, 3,1 %, 3,2 %, 3,3 %,
3,4 %, 3,5 %, 3,6 %, 3,7 %, 3,8 %, 3,9 %, 4 %, 4,1 %, 4,2 %, 4,3 %, 4,4 %, 4,5 %, 4,6 %, 4,7 %, 4,8 %, 4,9 %, 5 %,
51 %, 5,2 %, 5,3 %, 5,4 %, 5,5 %, 5,6 %, 5,7 %, 5,8 %, 5,9 %, 6 %, 6,1 %, 6,2 %, 6,3 %, 6,4 %, 6,5 %, 6,6 %, 6,7 %,
6,8 %, 6,9 %, 7 %, 7,1 %, 7,2 %, 7,3 %, 7,4 %, 7,5 %, 7,6 %, 7,7 %, 7,8 %, 7,9 %, 8 %, 8,1 %, 8,2 %, 8,3 %, 8,4 %,
8,5 %, 8,6 %, 8,7 %, 8,8 %, 8,9 %, 9 %, 9,1 %, 9,2 %, 9,3 %, 9,4 %, 9,5 %, 9,6 %, 9,7 %, 9,8 %, 9,9 %, 10 %, 10,1 %,
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10,2 %, 10,3 %, 10,4 %, 10,5 %, 10,6 %, 10,7 %, 10,8 %, 10,9 %, 11 %, 11,1 %, 11,2 %, 11,3 %, 11,4 %, 11,5 %, 11,6
%, 11,7 %, 11,8 %, 11,9 %, 12 %, 12,1 %, 12,2 %, 12,3 %, 12,4 %, 12,5 %, 12,6 %, 12,7 %, 12,8 %, 12,9 %, 13 %,
13,1 %, 13,2 %, 13,3 %, 13,4 %, 13,5 %, 13,6 %, 13,7 %, 13,8 %, 13,9 %, 14 %, 14,1 %, 14,2 %, 14,3 %, 14,4 %, 14,5
%, 14,6 %, 14,7 %, 14,8 %, 14,9 %, 15 %, 15,1 %, 15,2 %, 15,3 %, 15,4 %, 15,5 %, 15,6 %, 15,7 %, 15,8 %, 15,9 %,
16 %, 16,1 %, 16,2 %, 16,3 %, 16,4 %, 16,5 %, 16,6 %, 16,7 %, 16,8 %, 16,9 %, 17 %, 17,1 %, 17,2 %, 17,3 %, 17,4
%, 17,5 %, 17,6 %, 17,7 %, 17,8 %, 17,9 %, 18 %, 18,1 %, 18,2 %, 18,3 %, 18,4 %, 18,5 %, 18,6 %, 18,7 %, 18,8 %,
18,9 %, 19 %, 19,1 %, 19,2 %, 19,3 %, 19,4 %, 19,5 %, 19,6 %, 19,7 %, 19,8 %, 19,9 %, 0 20 % de la composicidn
nutricional, después del centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

La luteina puede estar en el ensamble de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 20 % de la composicion
nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en el ensamble de
aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 15 % de la composicién nutricional, después del centrifugado a 31.000
x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar en el ensamble de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 10
% de la composicién nutricional, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. La luteina puede estar
en el ensamble de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % de la composicion nutricional, después del
centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C. Por ejemplo, la luteina puede estar en el ensamble a
aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %, 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6
%, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,1 %, 1,2 %, 1,3 %, 1,4 %, 1,5 %, 1,6 %, 1,7 %, 1,8 %,
1,9 %, 2%, 21 %, 2,2 %, 2,3 %, 2,4 %, 2,5 %, 2,6 %, 2,7 %, 2,8 %, 2,9 %, 3 %, 3,1 %, 3,2 %, 3,3 %, 3,4 %, 3,5 %,
3,6 %, 3,7 %, 3,8 %, 3,9 %, 4 %, 4,1 %, 4,2 %, 4,3 %, 4,4 %, 4,5 %, 4,6 %, 4,7 %, 4,8 %, 4,9 %, 5 %, 5,1 %, 5,2 %,
5,3 %, 5,4 %, 5,5 %, 5,6 %, 5,7 %, 5,8 %, 5,9 %, 6 %, 6,1 %, 6,2 %, 6,3 %, 6,4 %, 6,5 %, 6,6 %, 6,7 %, 6,8 %, 6,9 %,
7%, 71 %,7,2%,73 %, 7,4 %,75 %,7,6 %, 7,7 %,7,8%,7,9 %, 8%, 8,1%, 82 %, 8,3 %, 84 %, 85 %, 86 %,
8,7 %, 8,8 %, 8,9 %, 9 %, 9,1 %, 9,2 %, 9,3 %, 9,4 %, 9,5 %, 9,6 %, 9,7 %, 9,8 %, 9,9 %, 10 %, 10,1 %, 10,2 %, 10,3
%, 10,4 %, 10,5 %, 10,6 %, 10,7 %, 10,8 %, 10,9 %, 11 %, 11,1 %, 11,2 %, 11,3 %, 11,4 %, 11,5 %, 11,6 %, 11,7 %,
11,8 %, 11,9 %, 12 %, 12,1 %, 12,2 %, 12,3 %, 12,4 %, 12,5 %, 12,6 %, 12,7 %, 12,8 %, 12,9 %, 13 %, 13,1 %, 13,2
%, 13,3 %, 13,4 %, 13,5 %, 13,6 %, 13,7 %, 13,8 %, 13,9 %, 14 %, 14,1 %, 14,2 %, 14,3 %, 14,4 %, 14,5 %, 14,6 %,
14,7 %, 14,8 %, 14,9 %, 15 %, 15,1 %, 15,2 %, 15,3 %, 15,4 %, 15,5 %, 15,6 %, 15,7 %, 15,8 %, 15,9 %, 16 %, 16,1
%, 16,2 %, 16,3 %, 16,4 %, 16,5 %, 16,6 %, 16,7 %, 16,8 %, 16,9 %, 17 %, 17,1 %, 17,2 %, 17,3 %, 17,4 %, 17,5 %,
17,6 %, 17,7 %, 17,8 %, 17,9 %, 18 %, 18,1 %, 18,2 %, 18,3 %, 18,4 %, 18,5 %, 18,6 %, 18,7 %, 18,8 %, 18,9 %, 19
%, 19,1 %, 19,2 %, 19,3 %, 19,4 %, 19,5 %, 19,6 %, 19,7 %, 19,8 %, 19,9 %, 0 20 % de la composicién nutricional,
después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C.

Los MDG juegan un papel fundamental en la formacién y estabilidad de los compuestos asociados con el ensamble,
en donde los MDG aumentan tanto la concentracion de proteina como el lipéfilo enlazado que permanece en la fase
acuosa después del centrifugado, en relacién con los controles sin los MDG. Los MDG en la composicién nutricional
pueden incrementar la concentracion de proteina en la fase acuosa en aproximadamente 0,001 % a aproximadamente
20 %, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C, en comparacion con los controles sin MDG. Los
MDG en la composicidon nutricional pueden incrementar la concentracion de proteina en la fase acuosa en
aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 15 %, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C,
en comparacion con los controles sin MDG. Los MDG en la composicion nutricional pueden incrementar la
concentracion de proteina en la fase acuosa en aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 10 %, después del
centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C, en comparaciéon con los controles sin MDG. Los MDG en la
composicién nutricional pueden incrementar la concentracion de proteina en la fase acuosa en aproximadamente 1 %
a aproximadamente 5 %, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C, en comparacién con los
controles sin MDG. Por ejemplo, la proteina puede incrementar en la fase acuosa en aproximadamente 0,001 %, 0,05
%, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %, 0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %,
0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,1 %, 1,2 %, 1,3 %, 1,4 %, 1,5 %, 1,6 %, 1,7 %, 1,8 %, 1,9 %, 2 %, 2,1 %, 2,2 %, 2,3 %,
2,4 %,2,5 %, 2,6 %, 2,7 %, 2,8 %, 2,9 %, 3 %, 3,1 %, 3,2 %, 3,3 %, 3,4 %, 3,5 %, 3,6 %, 3,7 %, 3,8 %, 3,9 %, 4 %,
4,1 %, 4,2 %, 4,3 %, 4,4 %, 4,5 %, 4,6 %, 4,7 %, 4,8 %, 4,9 %, 5 %, 5,1 %, 5,2 %, 5,3 %, 5,4 %, 5,5 %, 5,6 %, 5,7 %,
5,8 %, 5,9 %, 6 %, 6,1 %, 6,2 %, 6,3 %, 6,4 %, 6,5 %, 6,6 %, 6,7 %, 6,8 %, 6,9 %, 7 %, 7,1 %, 7,2 %, 7,3 %, 7,4 %,
75 %,7,6 %, 7,7 %,7,8%,7,9 %, 8%, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 8,7 %, 88 %, 89 %, 9 %, 9,1 %,
9,2 %, 9,3 %, 9,4 %, 9,5 %, 9,6 %, 9,7 %, 9,8 %, 9,9 %, 10 %, 10,1 %, 10,2 %, 10,3 %, 10,4 %, 10,5 %, 10,6 %, 10,7
%, 10,8 %, 10,9 %, 11 %, 11,1 %, 11,2 %, 11,3 %, 11,4 %, 11,5 %, 11,6 %, 11,7 %, 11,8 %, 11,9 %, 12 %, 12,1 %,
12,2 %, 12,3 %, 12,4 %, 12,5 %, 12,6 %, 12,7 %, 12,8 %, 12,9 %, 13 %, 13,1 %, 13,2 %, 13,3 %, 13,4 %, 13,5 %, 13,6
%, 13,7 %, 13,8 %, 13,9 %, 14 %, 14,1 %, 14,2 %, 14,3 %, 14,4 %, 14,5 %, 14,6 %, 14,7 %, 14,8 %, 14,9 %, 15 %,
15,1 %, 15,2 %, 15,3 %, 15,4 %, 15,5 %, 15,6 %, 15,7 %, 15,8 %, 15,9 %, 16 %, 16,1 %, 16,2 %, 16,3 %, 16,4 %, 16,5
%, 16,6 %, 16,7 %, 16,8 %, 16,9 %, 17 %, 17,1 %, 17,2 %, 17,3 %, 17,4 %, 17,5 %, 17,6 %, 17,7 %, 17,8 %, 17,9 %,
18 %, 18,1 %, 18,2 %, 18,3 %, 18,4 %, 18,5 %, 18,6 %, 18,7 %, 18,8 %, 18,9 %, 19 %, 19,1 %, 19,2 %, 19,3 %, 19,4
%, 19,5 %, 19,6 %, 19,7 %, 19,8 %, 19,9 %, o0 20 %, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C,
en comparacion con los controles sin MDG.

Los MDG en la composicion nutricional pueden incrementar el compuesto lipdfilo enlazado en la fase acuosa en
aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 20 %, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C,
en comparacion con los controles sin MDG. Los MDG en la composicion nutricional pueden incrementar el compuesto
lipdfilo enlazado en la fase acuosa en aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 15 %, después del centrifugado
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a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C, en comparacién con los controles sin MDG. Los MDG en la composicién nutricional
pueden incrementar el compuesto lipéfilo enlazado en la fase acuosa en aproximadamente 0,1 % a aproximadamente
10 %, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C, en comparacion con los controles sin MDG. Los
MDG en la composicién nutricional pueden incrementar el compuesto lipdfilo enlazado en la fase acuosa en
aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 %, después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C, en
comparacion con los controles sin MDG. Por ejemplo, el compuesto lipdfilo enlazado puede incrementar en la fase
acuosa y el ensamble en aproximadamente 0,001 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,15 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %,
0,45 %, 0,5 %, 0,55 %, 0,6 %, 0,65 %, 0,7 %, 0,75 %, 0,8 %, 0,85 %, 0,9 %, 0,95 %, 1 %, 1,1 %, 1,2 %, 1,3 %, 1,4 %,
1,5 %, 1,6 %, 1,7 %, 1,8 %, 1,9 %, 2 %, 2,1 %, 2,2 %, 2,3 %, 2,4 %, 2,5 %, 2,6 %, 2,7 %, 2,8 %, 2,9 %, 3 %, 3,1 %,
3,2 %, 3,3 %, 3,4 %, 3,5 %, 3,6 %, 3,7 %, 3,8 %, 3,9 %, 4 %, 4,1 %, 4,2 %, 4,3 %, 4,4 %, 4,5 %, 4,6 %, 4,7 %, 4,8 %,
4,9 %, 5 %, 5,1 %, 5,2 %, 5,3 %, 5,4 %, 5,5 %, 5,6 %, 5,7 %, 5,8 %, 5,9 %, 6 %, 6,1 %, 6,2 %, 6,3 %, 6,4 %, 6,5 %,
6,6 %, 6,7 %, 6,8 %, 6,9 %, 7 %, 7,1 %, 7,2 %, 7,3 %, 7,4 %, 7,5 %, 7,6 %, 7,7 %, 7,8 %, 7,9 %, 8 %, 8,1 %, 8,2 %,
8,3 %, 8,4 %, 8,5 %, 8,6 %, 8,7 %, 8,8 %, 8,9 %, 9 %, 9,1 %, 9,2 %, 9,3 %, 9,4 %, 9,5 %, 9,6 %, 9,7 %, 9,8 %, 9,9 %,
10 %, 10,1 %, 10,2 %, 10,3 %, 10,4 %, 10,5 %, 10,6 %, 10,7 %, 10,8 %, 10,9 %, 11 %, 11,1 %, 11,2 %, 11,3 %, 11,4
%, 11,5 %, 11,6 %, 11,7 %, 11,8 %, 11,9 %, 12 %, 12,1 %, 12,2 %, 12,3 %, 12,4 %, 12,5 %, 12,6 %, 12,7 %, 12,8 %,
12,9 %, 13 %, 13,1 %, 13,2 %, 13,3 %, 13,4 %, 13,5 %, 13,6 %, 13,7 %, 13,8 %, 13,9 %, 14 %, 14,1 %, 14,2 %, 14,3
%, 14,4 %, 14,5 %, 14,6 %, 14,7 %, 14,8 %, 14,9 %, 15 %, 15,1 %, 15,2 %, 15,3 %, 15,4 %, 15,5 %, 15,6 %, 15,7 %,
15,8 %, 15,9 %, 16 %, 16,1 %, 16,2 %, 16,3 %, 16,4 %, 16,5 %, 16,6 %, 16,7 %, 16,8 %, 16,9 %, 17 %, 17,1 %, 17,2
%, 17,3 %, 17,4 %, 17,5 %, 17,6 %, 17,7 %, 17,8 %, 17,9 %, 18 %, 18,1 %, 18,2 %, 18,3 %, 18,4 %, 18,5 %, 18,6 %,
18,7 %, 18,8 %, 18,9 %, 19 %, 19,1 %, 19,2 %, 19,3 %, 19,4 %, 19,5 %, 19,6 %, 19,7 %, 19,8 %, 19,9 %, 0 20 %,
después del centrifugado a 31.000 x g durante 1 hora a 20 °C, en comparacion con los controles sin MDG.

El tamafio del ensamble depende de los componentes que forman el polvo nutricional, tales como los MDG,
compuesto(s) lipofilo(s), proteina(s), etc. El tamafio del ensamble puede ser critico en la biodisponibilidad del
compuesto lipdfilo. Por ejemplo, la incorporacion de luteina aumentaria con el tamafio del ensamble. Sin embargo, los
tamafos de ensamble superiores a los que estan fuera del alcance de la invencion, pueden resultar en complicaciones
de solubilidad y digestibilidad después del consumo. El tamafio del ensamble se puede medir mediante técnicas de
cromatografia por exclusién de tamafio conocidas en la materia y después compararse con una curva de calibracion
conocida. El tamarfio del ensamble también puede medirse por técnicas de analisis de tamafio conocidas en la materia
que incluyen, pero no estan limitadas a, difraccion laser, dispersiéon de luz dinamica, andlisis de separacién de tamiz
y analisis de imagenes (por ejemplo, utilizando un método microscopico como microscopia de luz o microscopia de
barrido de electrones). El tamafio del ensamble se puede medir por un Malvern Zetasizer Nano NS. En algunas
realizaciones, la composicidn nutricional se puede centrifugar como se describe arriba, y entonces la fracciéon acuosa
puede ser analizada por la maquina de dispersion de luz dinamica. Ademas, se puede medir el tamafo del ensamble
mediante cromatografia por exclusion de tamafo (SEC), después del paso de centrifugado como se describid
anteriormente. Esto se realiza mediante el uso de proteinas de referencia y sus tiempos de elucién de SEC y peso
molecular. Esto después puede ser utilizado para estimar el tamafio del ensamble. Por extrapolaciéon de una parcela
de la proteina de referencia. El tamafio del ensamble puede ser de aproximadamente 15 kDa a aproximadamente
3000 kDa. El tamafio del ensamble puede ser de aproximadamente 100 kDa a 1000 kDa. El tamafio del ensamble
puede ser de aproximadamente 100 kDa a aproximadamente 500 kDa. El tamafio del ensamble puede ser de
aproximadamente 60 kDa a aproximadamente 400 kDa. Por ejemplo, el tamano del ensamble puede ser de
aproximadamente 15 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 30 kDa, 35 kDa, 40 kDa, 45 kDa, 50 kDa, 55 kDa, 60 kDa, 65 kDa, 70 kDa,
75 kDa, 80 kDa, 85 kDa, 90 kDa, 95 kDa, 100 kDa, 105 kDa, 110 kDa, 115 kDa, 120 kDa, 125 kDa, 130 kDa, 135 kDa,
140 kDa, 145 kDa, 150 kDa, 155 kDa, 160 kDa, 165 kDa, 170 kDa, 175 kDa, 180 kDa, 185 kDa, 190 kDa, 195 kDa,
200 kDa, 205 kDa, 210 kDa, 215 kDa, 220 kDa, 225 kDa, 230 kDa, 235 kDa, 240 kDa, 245 kDa, 250 kDa, 255 kDa,
260 kDa, 265 kDa, 270 kDa, 275 kDa, 280 kDa, 285 kDa, 290 kDa, 295 kDa, 300 kDa, 305 kDa, 310 kDa, 315 kDa,
320 kDa, 325 kDa, 330 kDa, 335 kDa, 340 kDa, 345 kDa, 350 kDa, 355 kDa, 360 kDa, 365 kDa, 370 kDa, 375 kDa,
380 kDa, 385 kDa, 390 kDa, 395 kDa, 400 kDa, 405 kDa, 410 kDa, 415 kDa, 420 kDa, 425 kDa, 430 kDa, 435 kDa,
440 kDa, 445 kDa, 450 kDa, 455 kDa, 460 kDa, 465 kDa, 470 kDa, 475 kDa, 480 kDa, 485 kDa, 490 kDa, 495 kDa,
500 kDa, 505 kDa, 510 kDa, 515 kDa, 520 kDa, 525 kDa, 530 kDa, 535 kDa, 540 kDa, 545 kDa, 550 kDa, 555 kDa,
560 kDa, 565 kDa, 570 kDa, 575 kDa, 580 kDa, 585 kDa, 590 kDa, 595 kDa, 600 kDa, 605 kDa, 610 kDa, 615 kDa,
620 kDa, 625 kDa, 630 kDa, 635 kDa, 640 kDa, 645 kDa, 650 kDa, 655 kDa, 660 kDa, 665 kDa, 670 kDa, 675 kDa,
680 kDa, 685 kDa, 690 kDa, 695 kDa, 700 kDa, 705 kDa, 710 kDa, 715 kDa, 720 kDa, 725 kDa, 730 kDa, 735 kDa,
740 kDa, 745 kDa, 750 kDa, 755 kDa, 760 kDa, 765 kDa, 770 kDa, 775 kDa, 780 kDa, 785 kDa, 790 kDa, 795 kDa,
800 kDa, 805 kDa, 810 kDa, 815 kDa, 820 kDa, 825 kDa, 830 kDa, 835 kDa, 840 kDa, 845 kDa, 850 kDa, 855 kDa,
860 kDa, 865 kDa, 870 kDa, 875 kDa, 880 kDa, 885 kDa, 890 kDa, 895 kDa, 900 kDa, 905 kDa, 910 kDa, 915 kDa,
920 kDa, 925 kDa, 930 kDa, 935 kDa, 940 kDa, 945 kDa, 950 kDa, 955 kDa, 960 kDa, 965 kDa, 970 kDa, 975 kDa,
980 kDa, 985 kDa, 990 kDa, 995 kDa, 1000 kDa, 1010 kDa, 1020 kDa, 1030 kDa, 1040 kDa, 1050 kDa, 1060 kDa,
1070 kDa, 1080 kDa, 1090 kDa, 1100 kDa, 1110 kDa, 1120 kDa, 1130 kDa, 1140 kDa, 1150 kDa, 1160 kDa, 1170
kDa, 1180 kDa, 1190 kDa, 1200 kDa, 1210 kDa, 1220 kDa, 1230 kDa, 1240 kDa, 1250 kDa, 1260 kDa, 1270 kDa,
1280 kDa, 1290 kDa, 1300 kDa, 1310 kDa, 1320 kDa, 1330 kDa, 1340 kDa, 1350 kDa, 1360 kDa, 1370 kDa, 1380
kDa, 1390 kDa, 1400 kDa, 1410 kDa, 1420 kDa, 1430 kDa, 1440 kDa, 1450 kDa, 1460 kDa, 1470 kDa, 1480 kDa,
1490 kDa, 1500 kDa, 1510 kDa, 1520 kDa, 1530 kDa, 1540 kDa, 1550 kDa, 1560 kDa, 1570 kDa, 1580 kDa, 1590
kDa, 1600 kDa, 1610 kDa, 1620 kDa, 1630 kDa, 1640 kDa, 1650 kDa, 1660 kDa, 1670 kDa, 1680 kDa, 1690 kDa,
1700 kDa, 1710 kDa, 1720 kDa, 1730 kDa, 1740 kDa, 1750 kDa, 1760 kDa, 1770 kDa, 1780 kDa, 1790 kDa, 1800
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kDa, 1810 kDa, 1820 kDa, 1830 kDa, 1840 kDa, 1850 kDa, 1860 kDa, 1870 kDa, 1880 kDa, 1890 kDa, 1900 kDa,
1910 kDa, 1920 kDa, 1930 kDa, 1940 kDa, 1950 kDa, 1960 kDa, 1970 kDa, 1980 kDa, 1990 kDa, 2000 kDa, 2010
kDa, 2020 kDa, 2030 kDa, 2040 kDa, 2050 kDa, 2060 kDa, 2070 kDa, 2080 kDa, 2090 kDa, 2100 kDa, 2110 kDa,
2120 kDa, 2130 kDa, 2140 kDa, 2150 kDa, 2160 kDa, 2170 kDa, 2180 kDa, 2190 kDa, 2200 kDa, 2210 kDa, 2220
kDa, 2230 kDa, 2240 kDa, 2250 kDa, 2260 kDa, 2270 kDa, 2280 kDa, 2290 kDa, 2300 kDa, 2310 kDa, 2320 kDa,
2330 kDa, 2340 kDa, 2350 kDa, 2360 kDa, 2370 kDa, 2380 kDa, 2390 kDa, 2400 kDa, 2410 kDa, 2420 kDa, 2430
kDa, 2440 kDa, 2450 kDa, 2460 kDa, 2470 kDa, 2480 kDa, 2490 kDa, 2500 kDa, 2510 kDa, 2520 kDa, 2530 kDa,
2540 kDa, 2550 kDa, 2560 kDa, 2570 kDa, 2580 kDa, 2590 kDa, 2600 kDa, 2610 kDa, 2620 kDa, 2630 kDa, 2640
kDa, 2650 kDa, 2660 kDa, 2670 kDa, 2680 kDa, 2690 kDa, 2700 kDa, 2710 kDa, 2720 kDa, 2730 kDa, 2740 kDa,
2750 kDa, 2760 kDa, 2770 kDa, 2780 kDa, 2790 kDa, 2800 kDa, 2810 kDa, 2820 kDa, 2830 kDa, 2840 kDa, 2850
kDa, 2860 kDa, 2870 kDa, 2880 kDa, 2890 kDa, 2900 kDa, 2910 kDa, 2920 kDa, 2930 kDa, 2940 kDa, 2950 kDa,
2960 kDa, 2970 kDa, 2980 kDa, 2990 kDa, o 3000 kDa.

La composicion nutricional puede incluir un ensamble que incrementa la biodisponibilidad del compuesto lipéfilo de
aproximadamente 5 % a aproximadamente 80 %, en comparacion con los controles sin MDG y proteina hidréfoba. La
composicion nutricional puede incluir un ensamble que incrementa el rango de biodisponibilidad del compuesto lipéfilo
de aproximadamente 40 % a aproximadamente 55 %, en comparacion con los controles sin MDG y proteina hidréfoba.
La composicion nutricional puede incluir un ensamble que incrementa el rango de biodisponibilidad del compuesto
lipofilo de aproximadamente 70 % a aproximadamente 75 %, en comparacion con los controles sin MDG y proteina
hidréfoba. La biodisponibilidad del compuesto lipéfilo es dependiente en la formaciéon de los ensambles de la
composicion nutricional, en donde los MDG y la proteina hidréfoba estan comprendidos dentro del ensamble. La
biodisponibilidad del ensamble puede evaluarse mediante analisis linfatico en ratas. Especificamente, las ratas pueden
ayunar durante la noche antes de la cirugia y, bajo anestesia, se puede realizar una laparotomia y el conducto linfatico
intestinal puede ser canulado segun el procedimiento de Tso et al., “The Absorption of Lipid and Lipoprotein Synthesis,”
Lipid Research Methodology, Capitulo 5: 191-216 (1984) Alan R. Liss, Inc., NY, NY, incorporado en este documento
por referencia al grado consistente con el mismo. La arteria mesentérica superior es aislada, pero no ocluida. Se
coloca un tubo de infusién de silicio (1,6 mm OD) en el estémago para infusién futura de una muestra. Se cierra la
incision fundica mediante una sutura de cadena. A las ratas se les permite recuperarse durante 24 horas antes de
comenzar la infusion. Los animales son infundidos intragéstricamente 24 horas después de la cirugia con 3 ml de la
composicion nutricional que administra el compuesto lip&filo. Las linfas se recolectan en tubos previamente enfriados
1 hora antes de las infusiones de composicion nutricional (en ayunas) y luego cada hora durante 8 horas después del
inicio de la infusion. Al final de la infusidn de 8 horas, las ratas son sacrificadas por exsanguinacion.

Los lipidos de linfa se extrajeron y analizaron para concentraciéon de luteina mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento con deteccidn ultravioleta de longitud de onda programada (Craft Technologies, Wilson, NC). Por ejemplo,
el ensamble puede aumentar la biodisponibilidad del compuesto lipéfilo en aproximadamente 5 %, 5,5 %, 6 %, 6,5 %,
7 %, 7,5 %, 8 %, 8,5 %, 9 %, 9,5 %, 10 %, 10,5 %, 11 %, 11,5 %, 12 %, 12,5 %, 13 %, 13,5 %, 14 %, 14,5 %, 15 %,
15,5 %, 16 %, 16,5 %, 17 %, 17,5 %, 18 %, 18,5 %, 19 %, 19,5 %, 20 %, 20,5 %, 21 %, 21,5 %, 22 %, 22,5 %, 23 %,
23,5 %, 24 %, 24,5 %, 25 %, 25,5 %, 26 %, 26,5 %, 27 %, 27,5 %, 28 %, 28,5 %, 29 %, 29,5 %, 30 %, 30,5 %, 31 %,
31,5 %, 32 %, 32,5 %, 33 %, 33,5 %, 34 %, 34,5 %, 35 %, 35,5 %, 36 %, 36,5 %, 37 %, 37,5 %, 38 %, 38,5 %, 39 %,
39,5 %, 40 %, 40,5 %, 41 %, 41,5 %, 42 %, 42,5 %, 43 %, 43,5 %, 44 %, 44,5 %, 45 %, 45,5 %, 46 %, 46,5 %, 47 %,
47,5 %, 48 %, 48,5 %, 49 %, 49,5 %, 50 %, 50,5 %, 51 %, 51,5 %, 52 %, 52,5 %, 53 %, 53,5 %, 54 %, 54,5 %, 55 %,
55,5 %, 56 %, 56,5 %, 57 %, 57,5 %, 58 %, 58,5 %, 59 %, 59,5 %, 60 %, 60,5 %, 61 %, 61,5 %, 62 %, 62,5 %, 63 %,
63,5 %, 64 %, 64,5 %, 65 %, 65,5 %, 66 %, 66,5 %, 67 %, 67,5 %, 68 %, 68,5 %, 69 %, 69,5 %, 70 %, 70,5 %, 71 %,
71,5 %, 72 %, 72,5 %, 73 %, 73,5 %, 74 %, 74,5 %, 75 %, 75,5 %, 76 %, 76,5 %, 77 %, 77,5 %, 78 %, 78,5 %, 79 %,
79,5 %, 0 80 %.

(1) Ensamble Activado

El Ensamble puede ser un ensamble activado. El ensamble activado puede estar comprendido en un polvo,
suspension, solucion, emulsidon o combinaciones de las mismas. El ensamble puede comprender MDG, al menos un
compuesto lipdfilo y al menos una proteina hidréfoba. EI ensamble activado puede estar en, pero no se limita, a una
premezcla, premezcla protegida y una premezcla activada. El ensamble activado puede contactar a un liquido acuoso
como parte de la premezcla activada.

(2) Premezcla/Premezcla Protegida

La premezcla puede o no comprender el ensamble. La premezcla protegida puede o no comprender el ensamble.

(3) Ensamble de Premezcla Activada

La composicién nutricional puede comprender el ensamble. El ensamble puede estar en una premezcla activada
protegida. El ensamble en la premezcla activada puede comprender MDG, al menos un compuesto lipéfilo y al menos

una proteina hidrofoba. EI ensamble en la premezcla activada protegida puede comprender MDG, al menos un
compuesto lipdfilo y al menos una proteina hidrofoba. La premezcla activada que comprende el ensamble puede
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afadirse a componentes adicionales de la composicion nutricional. La premezcla activada protegida que comprende
el ensamble puede anadirse a componentes adicionales de la composicién nutricional.

En algunas realizaciones, la premezcla se contacta con una suspensién de proteina en agua para formar una
premezcla activada. Esto después se afade a los componentes adicionales de la composicion nutricional. En algunas
realizaciones, la premezcla que comprende el ensamble se contacta con una suspension de proteina en aceite para
formar una premezcla activada. Esto después se afiade a los componentes adicionales de la composicion nutricional.
En algunas realizaciones, la premezcla que comprende el ensamble se contacta con una suspension de carbohidratos-
minerales y una suspension de proteina en aceite para formar una premezcla activada. Esto después se afiade a los
componentes adicionales de la composicién nutricional. En algunas realizaciones, la premezcla que comprende el
ensamble se contacta con una suspension de aceite para formar una premezcla activada. Esto después se afiade a
los componentes adicionales de la composicion nutricional. En algunas realizaciones, la premezcla que comprende el
ensamble se contacta con una suspensién de mezcla final para formar una premezcla activada. Esto después se
afiade a los componentes adicionales de la composicién nutricional.

(4) Vida Util

La composicién nutricional puede incluir un ensamble con una vida util mejorada. El ensamble puede tener una vida
util mejorada en una, pero no se limita a, polvo, premezcla, premezcla activada, premezcla activada protegida,
suspension, liquido, mezcla de emulsiéon o combinacion de los mismos.

La composicion nutricional puede incluir un ensamble que es estable a 23 °C durante al menos de aproximadamente
1 dia a al menos aproximadamente 36 meses. La composicién nutricional puede incluir un ensamble que es estable a
23 °C durante al menos de aproximadamente 10 dias a al menos aproximadamente 36 meses. La composicion
nutricional puede incluir un ensamble que es estable a 23 °C durante al menos de aproximadamente 6 meses a al
menos aproximadamente 12 meses. La composicién nutricional puede incluir un ensamble que es estable a 23 °C
durante al menos de aproximadamente 1 dia a al menos aproximadamente 24 meses. La estabilidad del ensamble
depende de la combinacién de los MDG y la capacidad de la proteina hidrofoba para interactuar con el compuesto
lipdfilo, que mantiene al compuesto lipofilo en solucién, mejorando de tal modo su biocompatibilidad. La estabilidad
del ensamble puede ser investigada por técnicas de cromatografia de exclusién de tamafo conocidas en la materia
en puntos de tiempo variables después de la formulacion de la composicién nutricional. El ensamble puede ser estable
a 23 °C durante al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias,
13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias, 19 dias, 20 dias, 21 dias, 22 dias, 23 dias, 24 dias, 25 dias, 26
dias, 27 dias, 28 dias, 29 dias, 30 dias, 31 dias, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses,
9 meses, 10 meses, 11 meses, 12 meses, 13 meses, 14 meses, 15 meses, 16 meses, 17 meses, 18 meses, 19 meses,
20 meses, 21 meses, 22 meses, 23 meses, 24 meses, 25 meses, 26 meses, 27 meses, 28 meses, 29 meses, 30
meses, 31 meses, 32 meses, 33 meses, 34 meses, 35 meses, 0 36 meses.

c. Compuesto Lipéfilo

La composicion nutricional puede comprender al menos un compuesto lipdfilo. EI compuesto lipéfilo puede estar
presente en la premezcla, premezcla activada y/o premezcla protegida. EI compuesto lipéfilo puede incorporarse en
el ensamble. Los compuestos lipdfilos tienen baja solubilidad en agua, lo que resulta en una biodisponibilidad
disminuida cuando se incorporan dentro de una composicion nutricional. Sin embargo, al incorporar el compuesto
lipdfilo dentro del ensamble mencionado, junto con los MDG vy la al menos una proteina hidréfoba, es més soluble y
estable. El compuesto lipdfilo puede ser un carotenoide, zeaxantina, alfa- o beta-criptoxantina, retinol, un gangliésido,
una fosfoinositida, una lipoproteina, un fosfolipido, un glicolipido, un glicofosfolipido, una vitamina soluble en aceite tal
como formas naturales y sintéticas de vitaminas A, E, D y K, licopeno o0 mezclas de los mismos. El compuesto lipofilo
puede ser una fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LCPUFAs). Algunos ejemplos de LCPUFAs
incluyen, pero no se limitan, a acido eicosapentaenoico ("EPA"), acido araquidénico (ARA), linoléico (18:2 n-6), y-
linolénico (18:3 n-6), acidos dihomo-y-linolénicos (20:3 n-6) en la via n-6, a-linolénico (18:3 n-3), estearidénico (18:4
n-3), eicosatetraenoico (20:4 n-3), eicosapentaenoico (20:5 n-3) y DHA (22:6 n-3). El compuesto lipdfilo puede ser
luteina. Ademas, el compuesto lipéfilo puede ser una mezcla de diferentes compuestos lipdfilos.

Los ejemplos adecuados, no limitantes de agentes farmacéuticos lipdfilos que se pueden incluir en la presente
composicion pueden seleccionarse de: farmacos solubles en aceite (por ejemplo, agentes inmunosupresores tales
como Ciclosporina™, inhibidores de la proteasa como Ritonavir™, antibiéticos macrélidos y anestésicos solubles
aceite como Propofol™); formas naturales y sintéticas de hormonas esteroides tales como estrégenos, estradioles,
progesterona, testosterona, cortisona, fitoestrégenos, dehidroepiandrosterona (DHEA) y hormonas de crecimiento;
acidos solubles en aceite y alcoholes (por ejemplo, acido tartarico, acido lactilico, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno
butilado, lignina, fitoesteroles, flavonoides tales como quercetina y resveratrol y disulfuros de dialilo); y sus
combinaciones. Agentes farmacéuticos lipdfilos adicionales pueden ser encontrados en la Solicitud de Patente
estadounidense numero 13/452.033, que fue presentada el 20 de abril de 2012 y se incorpora por referencia en este
documento en la medida en que sea consistente con la presente divulgacion.
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El compuesto lipdfilo es una valiosa fuente de nutrientes para lactantes, bebés, nifios y adultos. EI compuesto lipéfilo
puede utilizarse para tratar o para mantener una salud apropiada, tal como, pero no se limita a, salud ésea, visual,
cardiovascular y cerebral.

(1) Luteina

El compuesto lipdfilo de la composicién nutricional puede ser luteina. La luteina puede incorporarse en el ensamble.
La incorporacion de la luteina como parte del ensamble mejora su solubilidad, mejorando asi su biodisponibilidad para
el tratamiento de afecciones de salud, en relacién con los controles sin MDG o proteina hidréfoba. El término "luteina”
tal como se utiliza en este documento, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a uno o mas de luteina libre,
ésteres de luteina, sales de luteina u otros derivados de luteina o estructuras relacionadas como se describié o de
otra manera se sugirié en este documento. La luteina o fuentes de luteina convenientes para su uso en la composicion
nutricional de la presente divulgacion incluyen luteina libre asi como ésteres, sales o derivados o estructuras
relacionadas, incluyendo aquellas que conforman la férmula:

OR>»
N G O G S N
ORy

La férmula anterior incluye la estructura general de luteina y derivados o estructuras relacionadas. La luteina libre, por
ejemplo, corresponde a la formula en donde R1y Rz son ambos hidrégeno e incluye sus isdbmeros cis y trans, asi como
sus sales, por ejemplo, sodio, potasio.

Los ésteres de luteina adecuados para uso en la composicién nutricional de la presente divulgacion incluyen cualquier
éster de luteina de la férmula anterior en donde R1 y R2 son iguales o diferentes, y son sales monovalentes
nutricionalmente aceptables, hidrégeno o un residuo acilo de un &cido carboxilico, siempre que al menos uno de R1y
R2 sea un residuo acilo de un acido carboxilico. Los ésteres de luteina adecuados incluyen, también, isdmeros cis y
trans. Las fracciones R1 y R2 son residuos de acidos carboxilicos grasos C1 a C22 saturados o insaturados, cuyos
ejemplos no limitantes incluyen acidos formico, acético, propiénico, butirico, valerianico, caproico, caprilico, caprico,
laurico, miristico, palmitico, estearico y oleico.

Cualquier fuente natural o sintética de luteina es adecuada para su uso en el presente documento siempre que esa
fuente sea también conocida por o de otra manera conveniente para el uso en la composiciéon nutricional y sea
compatible con los demas ingredientes seleccionados dentro de la composicion. Las fuentes de luteina pueden
proporcionarse como ingredientes individuales o en cualquier combinacién con otros materiales o fuentes, incluyendo
fuentes tales como premezclas multivitaminicas, premezclas de carotenoides mixtos y fuentes de luteina pura. En
algunas realizaciones, los componentes de la composicién nutricional pueden comprender inherentemente luteina (p.
ej., aceites ricos de luteina, tensioactivos, etc.).

Ejemplos no limitantes de fuentes de luteina adecuados para su uso en este documento incluyen Luteina Cristlina
FloraGLO® de Kemin Foods, Des Moines, lowa, EUA; y "Esteres de Luteina LUTIMAX de OmniActive, Mumbai, India.

En algunas realizaciones, puede ser deseable mezclar la luteina con el aceite de MDG para formar una premezcla de
MDG antes de mezclar el aceite de MDG o luteina con otros ingredientes de la composicién. Para realizar la premezcla
de MDG, la luteina puede ser mezclada con el aceite de MDG en presencia de calor o a temperatura ambiente y, en
algunas realizaciones, con agitacion para permitir que la luteina se disuelva, disperse o suspenda en el aceite de
MDG.

En algunas realizaciones, puede ser deseable formar una premezcla protegida de MDG que comprenda luteina, un
tensioactivo y un aceite de MDG antes de mezclar el aceite de MDG o luteina con otros ingredientes de la composicion.
En estas realizaciones, la luteina y un tensioactivo pueden ser mezclados con el aceite de MDG en presencia de calor
0 a temperatura ambiente y, en algunas realizaciones, con agitacién para permitir que la luteina se disuelva, disperse
o suspenda en el aceite de MDG.

La luteina es una buena fuente de nutrientes para lactantes, bebés, nifios y adultos. La luteina puede usarse dentro
de la composicidn nutricional para mantener y complementar una vision saludable y el cuidado de los ojos. La luteina
puede usarse dentro de la composicion nutricional para mantener y complementar el desarrollo y la salud cerebral.

La luteina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg.
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La luteina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 0,02 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg.
La luteina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg.
La luteina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg. Por
ejemplo, la luteina puede estar en la composicion nutricional a aproximadamente 0,01 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,03 mg/kg,
0,04 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 1,25 mg/kg, 1,5 mg/kg, 1,75 mg/kg,
2 mg/kg, 2,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 2,75 mg/kg, 3 mg/kg, 3,25 mg/kg, 3,5 mg/kg, 3,75 mg/kg, 4 mg/kg, 4,25 mg/kg, 4,5
mg/kg, 4,75 mg/kg, 5 mg/kg, 5,25 mg/kg, 5,5 mg/kg, 5,75 mg/kg, 6 mg/kg, 6,25 mg/kg, 6,5 mg/kg, 6,75 mg/kg, 7 mg/kg,
7,25 mg/kg, 7,5 mg/kg, 7,75 mg/kg, 8 mg/kg, 8,25 mg/kg, 8,5 mg/kg, 8,75 mg/kg, 9 mg/kg, 9,25 mg/kg, 9,5 mg/kg, 9,75
mg/kg, 10 mg/kg, 10,25 mg/kg, 10,5 mg/kg, 10,75 mg/kg, 11 mg/kg, 11,25 mg/kg, 11,5 mg/kg, 11,75 mg/kg, 12 mg/kg,
12,25 mg/kg, 12,5 mg/kg, 12,75 mg/kg, 13 mg/kg, 13,25 mg/kg, 13,5 mg/kg, 13,75 mg/kg, 14 mg/kg, 14,25 mg/kg, 14,5
mg/kg, 14,75 mg/kg, 15 mg/kg, 15,25 mg/kg, 15,5 mg/kg, 15,75 mg/kg, 16 mg/kg, 16,25 mg/kg, 16,5 mg/kg, 16,75
mg/kg, 17 mg/kg, 17,25 mg/kg, 17,5 mg/kg, 17,75 mg/kg, 18 mg/kg, 18,25 mg/kg, 18,5 mg/kg, 18,75 mg/kg, 19 mg/kg,
19,25 mg/kg, 19,5 mg/kg, 19,75 mg/kg, 20 mg/kg, 20,25 mg/kg, 20,5 mg/kg, 20,75 mg/kg, 21 mg/kg, 21,25 mg/kg, 21,5
mg/kg, 21,75 mg/kg, 22 mg/kg, 22,25 mg/kg, 22,5 mg/kg, 22,75 mg/kg, 23 mg/kg, 23,25 mg/kg, 23,5 mg/kg, 23,75
mg/kg, 24 mg/kg, 24,25 mg/kg, 24,5 mg/kg, 24,75 mg/kg, 25 mg/kg, 25,25 mg/kg, 25,5 mg/kg, 25,75 mg/kg, 26 mg/kg,
26,25 mg/kg, 26,5 mg/kg, 26,75 mg/kg, 27 mg/kg, 27,25 mg/kg, 27,5 mg/kg, 27,75 mg/kg, 28 mg/kg, 28,25 mg/kg, 28,5
mg/kg, 28,75 mg/kg, 29 mg/kg, 29,25 mg/kg, 29,5 mg/kg, 29,75 mg/kg, 30 mg/kg, 30,25 mg/kg, 30,5 mg/kg, 30,75
mg/kg, 31 mg/kg, 31,25 mg/kg, 31,5 mg/kg, 31,75 mg/kg, 32 mg/kg, 32,25 mg/kg, 32,5 mg/kg, 32,75 mg/kg, 33 mg/kg,
33,25 mg/kg, 33,5 mg/kg, 33,75 mg/kg, 34 mg/kg, 34,25 mg/kg, 34,5 mg/kg, 34,75 mg/kg, 35 mg/kg, 35,25 mg/kg, 35,5
mg/kg, 35,75 mg/kg, 36 mg/kg, 36,25 mg/kg, 36,5 mg/kg, 36,75 mg/kg, 37 mg/kg, 37,25 mg/kg, 37,5 mg/kg, 37,75
mg/kg, 38 mg/kg, 38,25 mg/kg, 38,5 mg/kg, 38,75 mg/kg, 39 mg/kg, 39,25 mg/kg, 39,5 mg/kg, 39,75 mg/kg, 40 mg/kg,
40,25 mg/kg, 40,5 mg/kg, 40,75 mg/kg, 41 mg/kg, 41,25 mg/kg, 41,5 mg/kg, 41,75 mg/kg, 42 mg/kg, 42,25 mg/kg, 42,5
mg/kg, 42,75 mg/kg, 43 mg/kg, 43,25 mg/kg, 43,5 mg/kg, 43,75 mg/kg, 44 mg/kg, 44,25 mg/kg, 44,5 mg/kg, 44,75
mg/kg, 45 mg/kg, 45,25 mg/kg, 45,5 mg/kg, 45,75 mg/kg, 46 mg/kg, 46,25 mg/kg, 46,5 mg/kg, 46,75 mg/kg, 47 mg/kg,
47,25 mg/kg, 47,5 mg/kg, 47,75 mg/kg, 48 mg/kg, 48,25 mg/kg, 48,5 mg/kg, 48,75 mg/kg, 49 mg/kg, 49,25 mg/kg, 49,5
mg/kg, 49,75 mg/kg, o 50 mg/kg.

(2) Vitamina D

El compuesto lipdfilo de la composicién nutricional puede ser vitamina D. La vitamina D puede ser incorporada en el
ensamble. La incorporacion de la vitamina D como parte del ensamble mejora su solubilidad, mejorando asi su
biodisponibilidad para el tratamiento de afecciones de salud, en relacion con los controles sin MDG o proteina
hidréfoba. "Vitamina D" se refiere a un grupo de compuestos lipéfilos o "vitameros", relacionados con los esteroides.
Hay varios vitameros abarcados por el término "Vitamina D", pero las mas importantes son ergocalciferol, también
conocido como vitamina D2:

CHy

y colecalciferol, también conocido como vitamina Ds:
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Para los fines de esta divulgacion, el término "Vitamina D" como se utiliza en este documento, a menos que se
especifique lo contrario, abarca todas las formas de la vitamina D, ya sea como vitameros individuales tales como
vitamina D2 o vitamina D3, o como combinaciones de dos o mas vitameros.

La Vitamina D puede ser ingerida de la dieta, y la vitamina D3 se sintetiza también en piel mamifera por la reaccion
del colesterol con radiacion UV de la luz solar. Una vez en el cuerpo, los vitameros de la vitamina D se metabolizan
en otras formas quimicas que regulan la concentracion de calcio y fosfato en el torrente sanguineo y promueven el
crecimiento saludable y el mantenimiento del hueso. La vitamina D puede usarse dentro de la composicién nutricional
para mantener y complementar el cuidado y mantenimiento de huesos saludables. La vitamina D puede utilizarse
dentro de la composicion nutricional para funciones para activar el sistema innato y amortiguar el sistema inmunolégico
adaptativo y ayudar en el desarrollo cognitivo.

Cualquier fuente natural o sintética de vitamina D es adecuada para uso en la composicion aqui divulgada, siempre
que esa fuente sea conveniente para uso en ingerir la composicion y sea compatible con los demas ingredientes en
la composicion. La vitamina D puede proporcionarse como un ingrediente individual o en cualquier combinacion con
otros materiales o fuentes, incluyendo fuentes tales como premezclas multivitaminicas. Por ejemplo, la vitamina D
puede ser mezclada con otras vitaminas solubles en aceite tales como vitamina A, vitamina E o vitamina k.

Ejemplos no limitantes de fuentes adecuadas de Vitamina D para su uso en este documento incluyen Vitamina D3
proporcionada por BASF Corporation (Florham Park, Nueva Jersey, EUA), vitamina D3 proporcionada por Fermenta
Biotech Ltd. (Kullu, Himachal Pradesh, India) o Quali®-D proporcionada por DSM Nutritional Products AG (Kaiseraugst,
Suiza).

La vitamina D puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente 30 ug/kg.
La vitamina D puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 30 ug/kg.
La vitamina D puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 5 ug/kg a aproximadamente 25 ug/kg.
La vitamina D puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 10 pg/kg a aproximadamente 20 pg/kg.
Por ejemplo, la vitamina D puede estar en la composicién nutricional a aproximadamente 1 pg/kg, 1,2 pg/kg, 1,4 pg/kg,
1,6 pg/kg, 1,8 pa/kg, 2 pg/kg, 2,2 uglkg, 2,4 pg/kg, 2,6 ug/kg, 2,8 pg/kg, 3 pg/kg, 3,2 pg/kg, 3,4 pg/kg, 3,6 pug/kg, 3,8
uag/kg, 4 ua/kg, 4,2 uglkg, 4,4 pa/kg, 4,6 ug/kg, 4,8 ug/kg, 5 pg/kg, 5,2 ug/kg, 5,4 ug/kg, 5,6 pg/kg, 5,8 pug/kg, 6 ug/kg,
6,2 ug/kg, 6,4 pg/kg, 6,6 pg/kg, 6,8 ug/kg, 7 ug/kg, 7,2 pglkg, 7,4 pua/kg, 7,6 ug/kg, 7,8 pg/kg, 8 pg/kg, 8,2 ug/kg, 8,4
ug/kg, 8,6 ug/kg, 8,8 ug/kg, 9 pug/kg, 9,2 ug/kg, 9,4 ug/kg, 9,6 ug/kg, 9,8 ug/kg, 10 pg/kg, 10,2 pug/kg, 10,4 pug/kg, 10,6
ug/kg, 10,8 pg/kg, 11 pgrkg, 11,2 pug/kg, 11,4 ug/kg, 11,6 pg/kg, 11,8 ug/kg, 12 ug/kg, 12,2 ug/kg, 12,4 ug/kg, 12,6
ua/kg, 12,8 pg/kg, 13 ugrkg, 13,2 ug/kg, 13,4 ug/kg, 13,6 ug/kg, 13,8 ug/kg, 14 ug/kg, 14,2 ug/kg, 14,4 ug/kg, 14,6
ug/kg, 14,8 pg/kg, 15 pg/kg, 15,2 ug/kg, 15,4 ug/kg, 15,6 pg/kg, 15,8 pg/kg, 16 pg/kg, 16,2 pg/kg, 16,4 pg/kg, 16,6
pg/kg, 16,8 pg/kg, 17 pglkg, 17,2 pg/kg, 17,4 pg/kg, 17,6 pg/kg, 17,8 pg/kg, 18 pg/kg, 18,2 pg/kg, 18,4 pg/kg, 18,6
pg/kg, 18,8 pg/kg, 19 pg/kg, 19,2 pg/kg, 19,4 pg/kg, 19,6 pg/kg, 19,8 pgrkg, 20 pg/kg, 20,2 pg/kg, 20,4 pg/kg, 20,6
ug/kg, 20,8 pg/kg, 21 pg/kg, 21,2 pg/kg, 21,4 pg/kg, 21,6 pg/kg, 21,8 pgrkg, 22 pg/kg, 22,2 pg/kg, 22,4 pg/kg, 22,6
uag/kg, 22,8 pg/kg, 23 ug/kg, 23,2 pug/kg, 23,4 ug/kg, 23,6 pg/kg, 23,8 ug/kg, 24 ug/kg, 24,2 ug/kg, 24,4 ug/kg, 24,6
ua/kg, 24,8 pg/kg, 25 uglkg, 25,2 ug/kg, 25,4 ug/kg, 25,6 pug/kg, 25,8 ug/kg, 26 ug/kg, 26,2 ug/kg, 26,4 ug/kg, 26,6
ua/kg, 26,8 pg/kg, 27 uglkg, 27,2 uglkg, 27,4 ug/kg, 27,6 ug/kg, 27,8 ug/kg, 28 ug/kg, 28,2 ug/kg, 28,4 ug/kg, 28,6
ua/kg, 28,8 pg/kg, 29 ug/kg, 29,2 ug/kg, 29,4 ug/kg, 29,6 ug/kg, 29,8 ug/kg, o 30 pg/kg.

(3) Vitamina E

El compuesto lipdfilo de la composicion nutricional puede ser vitamina E. La vitamina E puede ser incorporada en el
ensamble. La incorporacion de la vitamina E como parte del ensamble mejora su solubilidad, mejorando asi su
biodisponibilidad para el tratamiento de afecciones de salud, en relacion con los controles sin MDG o proteina
hidréfoba. La vitamina E puede utilizarse dentro de la composicion nutricional para proporcionar antioxidantes y
mantener y complementar la salud cardiovascular. La vitamina E también puede ser referida como tocoferol. Los
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tocoferoles estan disponibles en cuatro formas alfa, beta, gamma y delta, que difieren en el nimero y la posicién de
los grupos metilo en el cromano del anillo (ver la Tabla 1 a continuacién). Ademas, los tocoferoles pueden existir en
un numero de formas estereocisoméricas dependiendo de la quiralidad del extremo del ftililo. De los alfa tocoferoles, el
RRR-alfa tocoferol (también conocido como "vitamina E natural") tiene la mayor actividad bioldgica y se reporta como
que es la forma dominante del alfa tocoferol en el cerebro. En uno aspecto, la composicion puede comprender RRR-
alfa tocoferol, lo que significa que la composicion es formulada ya sea con la adicién de RRR-alfa tocoferol o de otra
manera es preparada para contener RRR-alfa tocoferol. Como se utiliza en este documento, el término "RRR-alfa
tocoferol" se refiere a fuentes exdgenas y fuentes inherentes de RRR-alfa tocoferol libre y ésteres de RRR-alfa
tocoferol tales como el acetato de RRR alfa tocoferol que estan presentes en una composicion. Las fuentes inherentes
incluyen RRR-alfa tocoferol que esta intrinsecamente presente en los componentes que estan presentes en una
composicién nutricional y pueden incluir por ejemplo, diversos aceites y grasas. Las fuentes exdgenas de RRR-alfa
tocoferol incluyen acetato de RRR-alfa tocoferol que se agrega a la composicién nutricional no como parte de otro
componente. Cualquier fuente de RRR-alfa tocoferol es conveniente para uso en este documento siempre que el
producto final contenga RRR-alfa tocoferol.

RRR-alfa tocoferol es un esterecisémero solo mientras que la vitamina E sintética (alfa tocoferol todo racémico o
acetato de tocoferol) es una mezcla equimolar de ocho isémeros, sélo uno de los cuales es RRR-alfa tocoferol. El
hecho de que la forma dominante de alfa tocoferol sea RRR alfa tocoferol (con base en estudios animales) sugiere
fuertemente que los otros siete isémeros quirales deben ser absorbidos a un ritmo mas lento por el cerebro u oxidados
a un ritmo mas rapido. El colesterol es un componente importante de la mielina, y es probable que la sintesis
estimulada del colesterol pueda estimular la mielinizacion neuronal de un recién nacido.

Rs
Me Me Me
R, o Me
Me
OH
Ry
Tabla 1: Tipos de tocoferoles
Compuesto Ri1 R2 Rs
alfa-tocoferol Me Me Me
beta-tocoferol Me H Me
gamma-tocoferol H Me Me
delta-tocoferol H H Me

La vitamina E puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 75 mg/kg.
La vitamina E puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 60 mg/kg.
La vitamina E puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg.
Por ejemplo, la vitamina E puede estar en la composicidn nutricional a aproximadamente 5 mg/kg, 5,5 mg/kg, 6 mg/kg,
6,5 mg/kg, 7 mg/kg, 7,5 mg/kg, 8 mg/kg, 8,5 mg/kg, 9 mg/kg, 9,5 mg/kg, 10 mg/kg, 10,5 mg/kg, 11 mg/kg, 11,5 mg/kg,
12 mg/kg, 12,5 mg/kg, 13 mg/kg, 13,5 mg/kg, 14 mg/kg, 14,5 mg/kg, 15 mg/kg, 15,5 mg/kg, 16 mg/kg, 16,5 mg/kg, 17
mg/kg, 17,5 mg/kg, 18 mg/kg, 18,5 mg/kg, 19 mg/kg, 19,5 mg/kg, 20 mg/kg, 20,5 mg/kg, 21 mg/kg, 21,5 mg/kg, 22
mg/kg, 22,5 mg/kg, 23 mg/kg, 23,5 mg/kg, 24 mg/kg, 24,5 mg/kg, 25 mg/kg, 25,5 mg/kg, 26 mg/kg, 26,5 mg/kg, 27
mg/kg, 27,5 mg/kg, 28 mg/kg, 28,5 mg/kg, 29 mg/kg, 29,5 mg/kg, 30 mg/kg, 30,5 mg/kg, 31 mg/kg, 31,5 mg/kg, 32
mg/kg, 32,5 mg/kg, 33 mg/kg, 33,5 mg/kg, 34 mg/kg, 34,5 mg/kg, 35 mg/kg, 35,5 mg/kg, 36 mg/kg, 36,5 mg/kg, 37
mg/kg, 37,5 mg/kg, 38 mg/kg, 38,5 mg/kg, 39 mg/kg, 39,5 mg/kg, 40 mg/kg, 40,5 mg/kg, 41 mg/kg, 41,5 mg/kg, 42
mg/kg, 42,5 mg/kg, 43 mg/kg, 43,5 mg/kg, 44 mg/kg, 44,5 mg/kg, 45 mg/kg, 45,5 mg/kg, 46 mg/kg, 46,5 mg/kg, 47
mg/kg, 47,5 mg/kg, 48 mg/kg, 48,5 mg/kg, 49 mg/kg, 49,5 mg/kg, 50 mg/kg, 50,5 mg/kg, 51 mg/kg, 51,5 mg/kg, 52
mg/kg, 52,5 mg/kg, 53 mg/kg, 53,5 mg/kg, 54 mg/kg, 54,5 mg/kg, 55 mg/kg, 55,5 mg/kg, 56 mg/kg, 56,5 mg/kg, 57
mg/kg, 57,5 mg/kg, 58 mg/kg, 58,5 mg/kg, 59 mg/kg, 59,5 mg/kg, 60 mg/kg, 60,5 mg/kg, 61 mg/kg, 61,5 mg/kg, 62
mg/kg, 62,5 mg/kg, 63 mg/kg, 63,5 mg/kg, 64 mg/kg, 64,5 mg/kg, 65 mg/kg, 65,5 mg/kg, 66 mg/kg, 66,5 mg/kg, 67
mg/kg, 67,5 mg/kg, 68 mg/kg, 68,5 mg/kg, 69 mg/kg, 69,5 mg/kg, 70 mg/kg, 70,5 mg/kg, 71 mg/kg, 71,5 mg/kg, 72
mg/kg, 72,5 mg/kg, 73 mg/kg, 73,5 mg/kg, 74 mg/kg, 74,5 mg/kg, o 75 mg/kg.

(4) Acido Docosahexaenoico (DHA):
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El compuesto lipofilo de la composicién nutricional puede ser DHA. ElI DHA puede incorporarse en el ensamble. La
incorporacion de DHA como parte del ensamble mejora su solubilidad, mejorando asi su biodisponibilidad para el
tratamiento de afecciones de salud, en relacion con los controles sin MDG o proteina hidréfoba. EI DHA puede usarse
dentro de la composicion nutricional para mantener y complementar condiciones tales como la funcién cerebral
saludable. ElI DHA es un acido graso omega-3 con 22 atomos de carbono en la cadena lipdfila, suele encontrarse, por
ejemplo, en las algas y peces de agua fria:
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El DHA es un componente estructural primario del cerebro humano, corteza cerebral y retina y es un acido graso
esencial para el correcto desarrollo de los ojos, cerebro y sistema nervioso de los lactantes y los bebés. La leche
materna contiene DHA, y muchas férmulas para lactantes son enriquecidas con DHA debido a su papel crucial en el
crecimiento y desarrollo de estos sistemas en nifios. Existe un creciente interés en el suministro de DHA suplementario
a las mujeres embarazadas. El DHA se cree que reduce el riesgo de desarrollar queratoconjuntivitis lagrimal, glaucoma
y degeneracién macular. EI DHA también es necesario para el funcionamiento sano del cerebro en adultos. La
deficiencia de DHA puede contribuir a la disminucion en el funcionamiento mental de los adultos mayores sanos, y los
estudios preliminares indican que la intervencion temprana con suplementos de DHA puede mejorar la memoria y el
aprendizaje en adultos mayores de 50 anos.

Ejemplos no limitantes de fuentes de DHA adecuadas para su uso en este documento incluyen Life's DHA®, de DSM
Nutritional Products, Kaiseraugst, Suiza y Maxomega™ DHA, disponible de BASF Pharma Ltd., Callanish, Escocia.

ElI DHA puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 10 g/kg. EI DHA
puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 100 mg/kg a aproximadamente 5 g/kg. El DHA puede
estar en la composicion nutricional de aproximadamente 500 mg/kg a aproximadamente 5 g/kg. El DHA puede estar
en la composicion nutricional de aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg. Por ejemplo, el DHA puede
estar en la composicién nutricional a aproximadamente 10 mg/kg, 20 mg/kg, 30 mg/kg, 40 mg/kg, 50 mg/kg, 60 mg/kg,
70 mg/kg, 80 mg/kg, 90 mg/kg, 100 mg/kg, 110 mg/kg, 120 mg/kg, 130 mg/kg, 140 mg/kg, 150 mg/kg, 160 mg/kg, 170
mg/kg, 180 mg/kg, 190 mg/kg, 200 mg/kg, 210 mg/kg, 220 mg/kg, 230 mg/kg, 240 mg/kg, 250 mg/kg, 260 mg/kg, 270
mg/kg, 280 mg/kg, 290 mg/kg, 300 mg/kg, 310 mg/kg, 320 mg/kg, 330 mg/kg, 340 mg/kg, 350 mg/kg, 360 mg/kg, 370
mg/kg, 380 mg/kg, 390 mg/kg, 400 mg/kg, 410 mg/kg, 420 mg/kg, 430 mg/kg, 440 mg/kg, 450 mg/kg, 460 mg/kg, 470
mg/kg, 480 mg/kg, 490 mg/kg, 500 mg/kg, 510 mg/kg, 520 mg/kg, 530 mg/kg, 540 mg/kg, 550 mg/kg, 560 mg/kg, 570
mg/kg, 580 mg/kg, 590 mg/kg, 600 mg/kg, 610 mg/kg, 620 mg/kg, 630 mg/kg, 640 mg/kg, 650 mg/kg, 660 mg/kg, 670
mg/kg, 680 mg/kg, 690 mg/kg, 700 mg/kg, 710 mg/kg, 720 mg/kg, 730 mg/kg, 740 mg/kg, 750 mg/kg, 760 mg/kg, 770
mg/kg, 780 mg/kg, 790 mg/kg, 800 mg/kg, 810 mg/kg, 820 mg/kg, 830 mg/kg, 840 mg’/kg, 850 mg/kg, 860 mg/kg, 870
mg/kg, 880 mg/kg, 890 mg/kg, 900 mg/kg, 910 mg/kg, 920 mg/kg, 930 mg/kg, 940 mg/kg, 950 mg/kg, 960 mg/kg, 970
mg/kg, 980 mg/kg, 990 mg/kg, 1 g/kg, 1,2 g/kg, 1,4 g/kg, 1,6 g/kg, 1,8 g/kg, 2 g/kg, 2,2 g/kg, 2,4 g/kg, 2,6 g/kg, 2,8
g/kg, 3 g/kg, 3,2 g/kg, 3,4 g/kg, 3,6 g/kg, 3,8 g/kg, 4 g/kg, 4,2 g/kg, 4,4 g/kg, 4,6 g/kg, 4,8 g/kg, 5 g/kg, 5,2 g/kg, 5,4
g/kg, 5,6 g/kg, 5,8 g/kg, 6 g/kg, 6,2 g/kg, 6,4 g/kg, 6,6 g/kg, 6,8 g/kg, 7 g/kg, 7,2 g/kg, 7,4 g/kg, 7,6 g/kg, 7,8 g/kg, 8
g/kg, 8,2 g/kg, 8,4 g/kg, 8,6 g/kg, 8,8 g/kg, 9 g/kg, 9,2 g/kg, 9,4 g/kg, 9,6 g/kg, 9,8 g/kg, o 10 g/kg.

(5) Combinacion de DHA y Luteina

En una realizacién, se ha encontrado inesperadamente que cuando el DHA y la luteina estan presentes en una
composicioén segun la presente divulgacion, la biodisponibilidad del DHA vy la luteina se mejoran a la ingestion sobre
la composicion de nutrientes sin la combinacién de DHA y luteina. La biodisponibilidad mejorada permite que el DHA
y la luteina sean mas facilmente absorbidos en el cuerpo del sujeto. Debido a que la biodisponibilidad de DHA y de
luteina puede aumentarse mediante los procesos aqui descritos, el nivel de fortificacion de DHA y luteina requerido
en la composicion para proporcionar el beneficio nutricional deseado se puede reducir. El DHA vy la luteina pueden
incorporarse a la composicion nutricional como se citd en los valores anteriores.

c. Grasa

La composicion nutricional puede comprender al menos una grasa. La grasa puede incorporarse en el ensamble. La
grasa puede estar presente en la premezcla, premezcla activada y/o premezcla protegida. La grasa puede ser un
monoglicérido, un diglicérido o combinacion de los mismos (todos en lo sucesivo "MDG"). La grasa permite
interacciones Unicas con compuestos lipdfilos y proteinas para formar un ensamble estable, soluble en agua. Por
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consiguiente, la presencia de la grasa ayuda en la formacion del ensamble y la subsecuente estabilidad de ensambles
que contienen dentro de la composicion, en relacion con los controles sin MDG y proteina hidréfoba. La grasa también
mejora la biodisponibilidad del compuesto lip&filo, en relacién con los controles sin MDG o proteina hidréfoba. La grasa
también puede aumentar la proteccion de la composicion nutricional del oxigeno disuelto. Algunos ejemplos no
limitantes de grasas adecuadas o fuentes de las mismas, ademas de la mezcla de monoglicéridos y diglicéridos
comentada anteriormente, para su uso en la composiciéon nutricional descrita en este documento pueden ser
seleccionados del grupo de, pero no se limita a, aceite de coco, aceite de coco fraccionado, aceite de soja, aceite de
maiz, aceite de oliva, aceite de cartamo, aceite de coco de alto contenido oleico, aceite de coco fraccionado, aceite
de soja, aceite de maiz , aceite de oliva, aceite de cartamo, aceite de cartamo de alto contenido oleico, aceite de
girasol, aceite de girasol de alto contenido oleico, aceite de palma, aceite de semilla de palma, oleina de palma, aceite
de colza, aceites marinos, aceite de semilla de algoddn, aceite de semilla de linaza, aceite de semilla de cafiamo,
aceite de cacahuete, aceite de borraja, aceites de algas, aceites fungicos, aceite de MCT (triglicéridos de cadena
media) y combinaciones de los mismos.

(1) Monoglicéridos y Diglicéridos (MDG)

La grasa de la composicién nutricional puede ser MDG. MDG es la combinacién de monoglicéridos y diglicéridos. Los
MDG pueden incorporarse en el ensamble. La incorporacion de MDG como parte del ensamble mejora la solubilidad
de compuestos lipoéfilos, mejorando asi su biodisponibilidad para el tratamiento de afecciones de salud, en relacién
con los controles sin MDG o proteina hidréfoba. Se presume, sin estar atados a una teoria particular, que al consumo,
los MDG en la premezcla activada o la premezcla protegida por MDG, se asocian con el compuesto lipdfilo y la proteina
hidréfoba facilitando que se incorporen a las micelas que se forman en el intestino. Por lo tanto, el compuesto lip&filo
puede ser mas eficientemente administrado al borde cepillo del intestino y absorbido en el cuerpo. Ademas, se
presume, sin estar atado a una teoria particular, que los MDG pueden interactuar con la proteina hidréfoba y aumentar
el acceso de los dominios hidréfobos dentro de dicha proteina. Por consiguiente, el compuesto lipofilo puede formar
interacciones mas estables con los dominios hidréfobos recién accesibles de dicha proteina.

EI MDG es un componente con solubilidad en agua limitada. Cuando los MDG se asocian con la al menos una proteina
hidréfoba y el al menos un compuesto lipdfilo, como en el ensamble, su solubilidad en agua aumenta
significativamente. Se presume, sin quedar ligados a ninguna teoria particular, que el MDG que permanece en la fase
acuosa después del centrifugado estan probablemente asociados al ensamble por su limitada solubilidad acuosa. El
aumento de la solubilidad acuosa puede ser investigado por centrifugado, como se describe anteriormente, en donde
la fase acuosa después del centrifugado muestra una mayor presencia de MDG en comparacion con los controles sin
MDG, compuesto lipéfilo y al menos una proteina hidréfoba.

Los diglicéridos, que se refieren comunmente como diacilgliceroles (DAGs), son glicéridos que consisten en dos
cadenas de acidos grasos enlazados covalentemente a una molécula de glicerol mediante enlaces de éster. Los
monoglicéridos son metabolitos normales en el cuerpo formados durante la descomposicion de los triglicéridos y los
diglicéridos. Algunos ejemplos no limitantes de fuentes comerciales de monoglicéridos y diglicéridos incluyen fuentes
naturales (por ejemplo, animal (derivado de vaca o cerdo) o vegetal, los que pueden derivarse de aceite de soja
parcialmente hidrogenada, girasol, cartamo y coco) o fuentes sintéticas. En algunas realizaciones, la mezcla de
monoglicéridos y diglicéridos puede derivarse de la hidrélisis de triglicéridos en el aceite de cartamo. Los
monoglicéridos pueden estar en los MDG de la composicion nutricional en aproximadamente 0,1 % en peso a
aproximadamente 99,9 % en peso, en donde el balance de los MDG es diglicéridos. Los monoglicéridos pueden estar
en los MDG de la composicion nutricional en aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 80 % en peso, en
donde el balance de los MDG es diglicéridos. Los monoglicéridos pueden estar en los MDG de la composicion
nutricional en aproximadamente 25 % en peso a aproximadamente 50 % en peso, en donde el balance de los MDG
es diglicéridos. Por ejemplo, los monoglicéridos pueden estar en los MDG de la composicion nutricional a
aproximadamente 0,1 % en peso, 0,5 % en peso, 1 % en peso, 1,5 % en peso, 2 % en peso, 2,5 % en peso, 3 %
en peso, 3,5 % en peso, 4 % en peso, 4,5 % en peso, 5 % en peso, 5,5 % en peso, 6 % en peso, 6,5 % en peso,
7 % en peso, 7,5 % en peso, 8 % en peso, 8,5 % en peso, 9 % en peso, 9,5 % en peso, 10 % en peso, 10,5 %
en peso, 11 % en peso, 11,5 % en peso, 12 % en peso, 12,5 % en peso, 13 % en peso, 13,5 % en peso, 14 % en
peso, 14,5 % en peso, 15 % en peso, 15,5 % en peso, 16 % en peso, 16,5 % en peso, 17 % en peso, 17,5 % en
peso, 18 % en peso, 18,5 % en peso, 19 % en peso, 19,5 % en peso, 20 % en peso, 20,5 % en peso, 21 % en
peso, 21,5 % en peso, 22 % en peso, 22,5 % en peso, 23 % en peso, 23,5 % en peso, 24 % en peso, 24,5 % en
peso, 25 % en peso, 25,5 % en peso, 26 % en peso, 26,5 % en peso, 27 % en peso, 27,5 % en peso, 28 % en
peso, 28,5 % en peso, 29 % en peso, 29,5 % en peso, 30 % en peso, 30,5 % en peso, 31 % en peso, 31,5 % en
peso, 32 % en peso, 32,5 % en peso, 33 % en peso, 33,5 % en peso, 34 % en peso, 34,5 % en peso, 35 % en
peso, 35,5 % en peso, 36 % en peso, 36,5 % en peso, 37 % en peso, 37,5 % en peso, 38 % en peso, 38,5 % en
peso, 39 % en peso, 39,5 % en peso, 40 % en peso, 40,5 % en peso, 41 % en peso, 41,5 % en peso, 42 % en
peso, 42,5 % en peso, 43 % en peso, 43,5 % en peso, 44 % en peso, 44,5 % en peso, 45 % en peso, 45,5 % en
peso, 46 % en peso, 46,5 % en peso, 47 % en peso, 47,5 % en peso, 48 % en peso, 48,5 % en peso, 49 % en
peso, 49,5 % en peso, 50 % en peso, 50,5 % en peso, 51 % en peso, 51,5 % en peso, 52 % en peso, 52,5 % en
peso, 53 % en peso, 53,5 % en peso, 54 % en peso, 54,5 % en peso, 55 % en peso, 55,5 % en peso, 56 % en
peso, 56,5 % en peso, 57 % en peso, 57,5 % en peso, 58 % en peso, 58,5 % en peso, 59 % en peso, 59,5 % en
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peso, 60 % en peso, 60,5 % en peso, 61 % en peso, 61,5 % en peso, 62 % en peso, 62,5 % en peso, 63 % en
peso, 63,5 % en peso, 64 % en peso, 64,5 % en peso, 65 % en peso, 65,5 % en peso, 66 % en peso, 66,5 % en
peso, 67 % en peso, 67,5 % en peso, 68 % en peso, 68,5 % en peso, 69 % en peso, 69,5 % en peso, 70 % en
peso, 70,5 % en peso, 71 % en peso, 71,5 % en peso, 72 % en peso, 72,5 % en peso, 73 % en peso, 73,5 % en
peso, 74 % en peso, 74,5 % en peso, 75 % en peso, 75,5 % en peso, 76 % en peso, 76,5 % en peso, 77 % en
peso, 77,5 % en peso, 78 % en peso, 78,5 % en peso, 79 % en peso, 79,5 % en peso, 80 % en peso, 80,5 % en
peso, 81 % en peso, 81,5 % en peso, 82 % en peso, 82,5 % en peso, 83 % en peso, 83,5 % en peso, 84 % en
peso, 84,5 % en peso, 85 % en peso, 85,5 % en peso, 86 % en peso, 86,5 % en peso, 87 % en peso, 87,5 % en
peso, 88 % en peso, 88,5 % en peso, 89 % en peso, 89,5 % en peso, 90 % en peso, 90,5 % en peso, 91 % en
peso, 91,5 % en peso, 92 % en peso, 92,5 % en peso, 93 % en peso, 93,5 % en peso, 94 % en peso, 94,5 % en
peso, 95 % en peso, 95,5 % en peso, 96 % en peso, 96,5 % en peso, 97 % en peso, 97,5 % en peso, 98 % en
peso, 98,5 % en peso, 99 % en peso, 99,5 % en peso, 0 99,9 %, en donde el balance de los MDG es diglicéridos.

Ejemplos no limitantes de mezclas adecuadas de monoglicéridos y diglicéridos para uso en la composicion incluyen
Capmul OMG-40 (un MDG derivado de aceite de cartamo de alto contenido oleico, de Abitec Corporation, Columbus,
Ohio) y Kirnol CE1089 (un MDG derivado de aceite de maiz, disponible de BASF, Ludwigshafen, Alemania),
RADIAMULS MG F038 (un MDG derivado de aceite de girasol de alto contenido oleico, disponible de Oleon, Ertvelde,
Bélgica).

ElI MDG puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 140 mg/kg a aproximadamente 900 mg/kg. El
MDG puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 145 mg/kg a aproximadamente 890 mg/kg. La
composicién nutricional puede comprender MDG de aproximadamente 140 mg/kg a aproximadamente 700 mg/kg. El
MDG puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 145 mg/kg a aproximadamente 600 mg/kg. El
MDG puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 140 mg/kg a aproximadamente 400 mg/kg. Por
ejemplo, el MDG puede estar en la composicién nutricional a aproximadamente 140 mg/kg, 145 mg/kg, 150 mg/kg,
155 mg/kg, 160 mg/kg, 165 mg/kg, 170 mg/kg, 175 mg/kg, 180 mg/kg, 185 mg/kg, 190 mg/kg, 195 mg/kg, 200 mg/kg,
205 mg/kg, 210 mg/kg, 215 mg/kg, 220 mg/kg, 225 mg/kg, 230 mg/kg, 235 mg/kg, 240 mg/kg, 245 mg/kg, 250 mg/kg,
255 mg/kg, 260 mg/kg, 265 mg/kg, 270 mg/kg, 275 mg/kg, 280 mg/kg, 285 mg/kg, 290 mg/kg, 295 mg/kg, 300 mg/kg,
305 mg/kg, 310 mg/kg, 315 mg/kg, 320 mg/kg, 325 mg/kg, 330 mg/kg, 335 mg/kg, 340 mg/kg, 345 mg/kg, 350 mg/kg,
355 mg/kg, 360 mg/kg, 365 mg/kg, 370 mg/kg, 375 mg/kg, 380 mg/kg, 385 mg/kg, 390 mg/kg, 395 mg/kg, 400 mg/kg,
405 mg/kg, 410 mg/kg, 415 mg/kg, 420 mg/kg, 425 mg/kg, 430 mg/kg, 435 mg/kg, 440 mg/kg, 445 mg/kg, 450 mg/kg,
455 mg/kg, 460 mg/kg, 465 mg/kg, 470 mg/kg, 475 mg/kg, 480 mg/kg, 485 mg/kg, 490 mg/kg, 495 mg/kg, 500 mg/kg,
505 mg/kg, 510 mg/kg, 515 mg/kg, 520 mg/kg, 525 mg/kg, 530 mg/kg, 535 mg/kg, 540 mg/kg, 545 mg/kg, 550 mg/kg,
555 mg/kg, 560 mg/kg, 565 mg/kg, 570 mg/kg, 575 mg/kg, 580 mg/kg, 585 mg/kg, 590 mg/kg, 595 mg/kg, 600 mg/kg,
605 mg/kg, 610 mg/kg, 615 mg/kg, 620 mg/kg, 625 mg/kg, 630 mg/kg, 635 mg/kg, 640 mg/kg, 645 mg/kg, 650 mg/kg,
655 mg/kg, 660 mg/kg, 665 mg/kg, 670 mg/kg, 675 mg/kg, 680 mg/kg, 685 mg/kg, 690 mg/kg, 695 mg/kg, 700 mg/kg,
705 mg/kg, 710 mg/kg, 715 mg/kg, 720 mg/kg, 725 mg/kg, 730 mg/kg, 735 mg/kg, 740 mg/kg, 745 mg/kg, 750 mg/kg,
755 mg/kg, 760 mg/kg, 765 mg/kg, 770 mg/kg, 775 mg/kg, 780 mg/kg, 785 mg/kg, 790 mg/kg, 795 mg/kg, 800 mg/kg,
805 mg/kg, 810 mg/kg, 815 mg/kg, 820 mg/kg, 825 mg/kg, 830 mg/kg, 835 mg/kg, 840 mg/kg, 845 mg/kg, 850 mg/kg,
855 mg/kg, 860 mg/kg, 865 mg/kg, 870 mg/kg, 875 mg/kg, 880 mg/kg, 885 mg/kg, 890 mg/kg, 895 mg/kg, o 900 mg/kg.

En algunas realizaciones, la composicidon nutricional puede abarcar de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 20 mg/kg de MDG y vitamina D. En algunas realizaciones, la composicién nutricional puede
comprender de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de MDG y vitamina D.

(2) Acido Palmitico

La grasa de la composicion nutricional de la presente invencién puede ser acido palmitico. El acido palmitico puede
incorporarse en el ensamble. La incorporacion de acido palmitico como parte del ensamble mejora su solubilidad,
mejorando asi su biodisponibilidad para el tratamiento de afecciones de salud, en relacién con los controles sin MDG
o proteina hidrofoba. El acido palmitico puede usarse dentro de la composiciéon nutricional para mantener y
complementar una nutricién sana, especialmente en los lactantes.

El acido palmitico es un acido graso saturado con 16 carbonos en la cadena lipdfila. El acido palmitico es una
importante fuente de energia para los lactantes en crecimiento. Es también un precursor de acidos grasos mas largos
ya que se sintetizan en el cuerpo. Estos acidos grasos mas largos, como el acido docosahexaenoico, son componentes
estructurales vitales en el cerebro, ojos y sistema nervioso central. En consecuencia, el acido palmitico es un nutriente
importante en el sano desarrollo de lactantes y bebés.

El acido palmitico puede proporcionarse por el aceite HPAV, que comprende mas de aproximadamente 22 % de acido
palmitico, como un porcentaje del total de &cidos grasos en el aceite HPAV. Algunos ejemplos de aceites HPAV
incluyen, pero no se limitan a, aceite de palma y oleina de palma.

El acido palmitico se encuentra en el aceite de palma y la oleina de Palma, que comprende mas del 30 % de los acidos
grasos totales en cada aceite. El acido palmitico se encuentra también en manteca de cacao, aceite de semilla de
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algodon y aceite de algunas otras semillas de plantas.

El aceite de palma se encuentra en la pulpa de la fruta del aceite de palma. El acido palmitico comprende de
aproximadamente 43 % a aproximadamente el 45 % de los acidos grasos que se encuentran en el aceite de palma.
El aceite de palma también comprende aproximadamente 37 % a 40 % de acido oleico, lo que es una buena fuente
de grasa monoinsaturada. El aceite de palma también contiene el acido linoléico del acido graso esencial, que
comprende de aproximadamente 5 % a aproximadamente 11 % de los acidos grasos en el aceite de palma. El aceite
de palma no debe confundirse con el aceite de semilla de palma, que viene del nucleo (semilla o hueso) de la fruta del
aceite de palma. El aceite de semilla de palma tiene un perfil muy diferente de acido graso, que comprende menos de
aproximadamente 10 % de acido palmitico y principalmente comprende acidos grasos saturados. Por lo tanto, el aceite
de semilla de palma no se considera un aceite HPAV para los fines de esta descripcion.

Durante el refinamiento, el aceite de palma crudo es fraccionado por cristalizacion y separacion de la fraccion liquida
de la fraccion solida bajo temperaturas controladas. La fraccién liquida se llama oleina de palma. La oleina de palma
comprende algo menos de acido palmitico (de aproximadamente 33 % a aproximadamente 40 %) pero mas acido
oleico (de aproximadamente 42 % a aproximadamente 48 %) de lo que comprende el aceite de palma.

El acido palmitico puede proporcionarse por el aceite HPAV, que comprende mas de aproximadamente 22 % de acido
palmitico, como un porcentaje del total de acidos grasos en el aceite HPAV. Algunos ejemplos de aceites HPAV
incluyen, pero no se limitan a, aceite de palma y oleina de palma.

Los proveedores de aceites HPAV adecuados, tales como aceite de palma u oleina de palma, incluyen: Archer Daniels
Midland, Decatur, lllinois, EUA; Fuji Vegetable Oil, Inc., Savannah, Georgia, EUA; y California Oils Corporation,
Richmond, California, EUA.

Un aceite HPAV puede ser proporcionado en la composicion nutricional como ingrediente individual o en cualquier
combinacion con otros materiales o fuentes. Por ejemplo, un aceite HPAV puede ser proporcionado en una mezcla
con otros aceites como el aceite de colza o el aceite de maiz.

En algunas realizaciones, puede ser deseable hacer una premezcla protegida que comprende aceite HPAV, un
tensioactivo y los MDG antes de mezclar el aceite MDG o el aceite HPAV con otros ingredientes de la composicion
nutricional. En estas realizaciones, el aceite HPAV y un tensioactivo se mezclan con el aceite de MDG en presencia
de calor o a temperatura ambiente y, en algunas realizaciones, con agitacion para permitir que el aceite HPAV se
disuelva o disperse en el aceite de MDG.

En una premezcla protegida que contiene aceite HPAV, el aceite HPAV esta presente en una cantidad en relacién con
la cantidad del aceite MDG que proporcionara cantidades eficaces del aceite HPAV y el aceite MDG en la férmula para
lactantes. Por ejemplo, el aceite HPAV puede estar presente en una cantidad de aproximadamente 15 g,
aproximadamente 20 g, aproximadamente 30 g, aproximadamente 50 g, aproximadamente 75 g, aproximadamente
100 g, aproximadamente 125 g, aproximadamente 150 g, aproximadamente 175 g, o aproximadamente 200 g, del
HPAYV por 1 g del aceite de MDG de aceite en la premezcla. Otras proporciones de aceite HPAV a aceite de MDG
estan dentro del ambito de la presente divulgacion, siempre y cuando el aceite HPAV esté total o sustancialmente
disuelto o disperso en la premezcla resultante. Con base en la divulgacion de este documento, un experto en la materia
puede calcular proporciones adecuadas que permitiran que cantidades efectivas del aceite HPAV y el aceite MDG se
incorporen en la composicién nutricional.

En la leche materna humana, aproximadamente el 70 % del acido palmitico se encuentra en la ubicacion central, o
SN-2, del triglicérido. La posicion SN-2 esta relativamente protegida, y el acido palmitico queda enlazado a la troncal
del glicerol hasta después adentro el proceso digestivo. El acido palmitico en la posicién SN-2 esta por lo tanto en una
forma que es facilmente absorbida por el tracto intestinal del lactante. Sin embargo, para los aceites vegetales tales
como el aceite de palma u oleina de palma, solo aproximadamente el 9 % del acido palmitico se encuentra en la
posiciéon SN-2. El resto del acido palmitico en estos aceites se encuentra en las ubicaciones de SN-1 0 SN-3 en la
troncal del glicerol. Los acidos grasos en la posicion SN-1 o SN-3 estan menos protegidos y a menudo son escindidos
de la troncal de glicerol antes en el proceso digestivo. Estos acidos grasos libres después reaccionan con el calcio en
los fluidos gastricos, formando complejos insolubles de jabén de acido graso-calcio. Estos complejos de jabon
insolubles, que unen los acidos grasos y el calcio, no pueden ser absorbidos en el tracto intestinal y en su lugar se
excretan del cuerpo. Investigaciones han demostrado que los lactantes que son alimentados con férmulas que
contienen aceite de palma u oleina de palma no absorben tanta grasa o calcio como los lactantes alimentados con
leche materna.

El acido palmitico puede prepararse sintéticamente a partir de grasas que imitan mas de cerca las grasas en la leche
materna. Estas grasas son sintetizadas para tener considerablemente mas acido palmitico en la posicién SN-2 del que
se encuentra en los aceites vegetales naturales. La composicién de nutriente puede tener acido palmitico en la posicién
SN-2 a aproximadamente 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % del contenido total de acido palmitico de la composicién de nutriente.
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El acido palmitico puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 0,5 g/kg a aproximadamente 35
g/kg. El acido palmitico puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 g/kg a aproximadamente 30
g/kg. El acido palmitico puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 g/kg a aproximadamente 20
g/kg. El acido palmitico puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 g/kg a aproximadamente 10
g/kg. Por ejemplo, el acido palmitico puede estar en la composicién nutricional a aproximadamente 0,5 g/kg, 0,75 g/kg,
1 g/kg, 1,25 g/kg, 1,5 g/kg, 1,75 g/kg, 2 g/kg, 2,25 g/kg, 2,5 g/kg, 2,75 g/kg, 3 g/kg, 3,25 g/kg, 3,5 g/kg, 3,75 g/kg, 4
g/kg, 4,25 g/kg, 4,5 g/kg, 4,75 g/kg, 5 g/kg, 5,25 g/kg, 5,5 g/kg, 5,75 g/kg, 6 g/kg, 6,25 g/kg, 6,5 g/kg, 6,75 g/kg, 7 g/kg,
7,25 g/kg, 7,5 g/kg, 7,75 g/kg, 8 g/kg, 8,25 g/kg, 8,5 g/kg, 8,75 g/kg, 9 g/kg, 9,25 g/kg, 9,5 g/kg, 9,75 g/kg, 10 g/kg,
10,25 g/kg, 10,5 g/kg, 10,75 g/kg, 11 g/kg, 11,25 g/kg, 11,5 g/kg, 11,75 g/kg, 12 g/kg, 12,25 g/kg, 12,5 g/kg, 12,75 g/kg,
13 g/kg, 13,25 g/kg, 13,5 g/kg, 13,75 g/kg, 14 g/kg, 14,25 g/kg, 14,5 g/kg, 14,75 g/kg, 15 g/kg, 15,25 g/kg, 15,5 g/kg,
15,75 g/kg, 16 g/kg, 16,25 g/kg, 16,5 g/kg, 16,75 g/kg, 17 g/kg, 17,25 g/kg, 17,5 g/kg, 17,75 g/kg, 18 g/kg, 18,25 g/kg,
18,5 g/kg, 18,75 g/kg, 19 g/kg, 19,25 g/kg, 19,5 g/kg, 19,75 g/kg, 20 g/kg, 20,25 g/kg, 20,5 g/kg, 20,75 g/kg, 21 g/kg,
21,25 g/kg, 21,5 g/kg, 21,75 g/kg, 22 g/kg, 22,25 g/kg, 22,5 g/kg, 22,75 g/kg, 23 g/kg, 23,25 g/kg, 23,5 g/kg, 23,75 g/kg,
24 g/kg, 24,25 g/kg, 24,5 g/kg, 24,75 g/kg, 25 g/kg, 25,25 g/kg, 25,5 g/kg, 25,75 g/kg, 26 g/kg, 26,25 g/kg, 26,5 g/kg,
26,75 g/kg, 27 g/kg, 27,25 g/kg, 27,5 g/kg, 27,75 g/kg, 28 g/kg, 28,25 g/kg, 28,5 g/kg, 28,75 g/kg, 29 g/kg, 29,25 g/kg,
29,5 g/kg, 29,75 g/kg, 30 g/kg, 30,25 g/kg, 30,5 g/kg, 30,75 g/kg, 31 g/kg, 31,25 g/kg, 31,5 g/kg, 31,75 g/kg, 32 g/kg,
32,25 g/kg, 32,5 g/kg, 32,75 g/kg, 33 g/kg, 33,25 g/kg, 33,5 g/kg, 33,75 g/kg, 34 g/kg, 34,25 g/kg, 34,5 g/kg, 34,75 g/kg,
o 35 g/kg.

d. Proteina

La composicion nutricional puede comprender al menos una proteina. La proteina puede incorporarse en el ensamble.
La proteina puede estar presente en la premezcla activada y/o premezcla protegida. La proteina interactia unicamente
con el compuesto lipéfilo y la grasa en la composicién nutricional para formar el ensamble estable, soluble en agua,
comentado anteriormente. Por consiguiente, la presencia de la proteina ayuda en la formacién del ensamble y la
subsecuente estabilidad de ensambles que contienen dentro de la composicién. La proteina también mejora la
biodisponibilidad del compuesto lipéfilo, en relacion con los controles sin grasa (por ejemplo, MDG) o proteina
hidréfoba.

La proteina puede ser proteina intacta, proteina hidrolizada o combinaciones de las mismas. La proteina puede ser
una proteina hidréfoba. Algunos ejemplos no limitantes de proteinas adecuadas o fuentes de las mismas para su uso
en la composicion nutricional incluyen proteinas parcialmente hidrolizadas (grado de hidrdlisis menor al 25 %) o
proteinas no hidrolizadas (p. €j., intactas) o fuentes de proteina, que pueden ser derivadas de cualquier fuente
conocida o de lo contrario conveniente tal como la leche (por ejemplo, caseina, suero de leche), animal (por ejemplo,
carne, pescado), cereales (por ejemplo, arroz, maiz) o combinaciones de las mismas. Algunos ejemplos no limitantes
de dichas proteinas incluyen aislados de la proteina de leche, concentrados de proteina de leche como se describe
en este documento, tales como concentrados de proteina de suero de leche, aislados de proteina de caseina, proteina
de suero, caseinatos, leche de vaca entera, leche total o parcialmente desgrasada, aislados de proteina de soja,
concentrados de proteina de soja y asi sucesivamente.

En algunas realizaciones, la composicion nutricional incluye un componente de proteina que consta de sdlo proteinas
intactas y/o parcialmente hidrolizadas; es decir, el componente proteico esta libre de cualquier proteina que tenga un
grado de hidrdlisis de alrededor del 25 % o mas. En este contexto, el término "proteina parcialmente hidrolizada" se
utiliza para referirse a proteinas que tienen un grado de hidrdlisis de menos de aproximadamente 25 %, incluso menos
de aproximadamente 20 %, incluso menos de aproximadamente 15 %, incluso menos de aproximadamente 10 % e
incluye proteinas que tienen un grado de hidrdlisis de menos de aproximadamente 5 %. El grado de hidrdlisis es el
grado en el que los enlaces peptidicos son rotos por un método de hidrdlisis. El grado de hidrdlisis de proteina con
fines de caracterizar el componente de proteina parcialmente hidrolizada de estas realizaciones se determina
facilmente por una persona con conocimientos medios en la materia de la composicion mediante la cuantificacion de
la proporciéon de nitrégeno amino a nitrégeno total (AN/TN) del componente de proteina de la composicion
seleccionada. El componente de nitrégeno amino es cuantificado por métodos de titulacién USP para determinar el
contenido de nitrégeno amino, mientras que el componente de nitrégeno total se determina por el método de Tecator
Kjeldahl, todos los cuales son métodos bien conocidos para una persona con conocimientos medios en la materia de
la quimica analitica.

(1) Proteina Hidrofoba

La proteina de la composicion nutricional puede comprender al menos una proteina hidréfoba. La proteina hidréfoba
puede incorporarse en el ensamble. La incorporacion de la proteina hidrofoba como parte del ensamble mejora la
solubilidad de compuestos lipéfilos, mejorando asi la biodisponibilidad de los compuestos lip&filos para el tratamiento
de afecciones de salud, en relacién con los controles sin MDG o proteina hidréfoba. Se presume, sin quedar atados a
ninguna teoria particular, que la solubilidad acuosa del compuesto lipéfilo es mejorada por la asociacion dentro de los
dominios hidrofobos de dicha proteina. La proteina hidréfoba puede ser, pero no se limita a, B-lactoglobulina,
lactoferrina bovina, yz2-caseina, B-caseina, a-lactoalbiumina o combinaciones de las mismas. La proteina hidréfoba
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puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 100 g/l. La proteina hidréfoba
puede estar en la composicidn nutricional de aproximadamente 10 g/l a aproximadamente 80 g/l. La proteina hidréfoba
puede estar en la composicidn nutricional de aproximadamente 20 g/l a aproximadamente 60 g/l. La proteina hidréfoba
puede estar en la composiciéon nutricional de aproximadamente 30 g/l a aproximadamente 50 g/l. Por ejemplo, la
proteina hidréfoba puede estar en la composicién nutricional a aproximadamente 1 g/l, 1,5 g/l, 2 g/l, 2,5 g/l, 3 g/l, 3,5
g/l,49/,4,59/,59/,5549/l,649/,659g/l, 749/l 7549/l 84gll, 8549/, 94g/l 9,549/, 10 g/, 10,5 g/, 11 g/l, 11,5 g/l, 12 g/,
12,5 g/l, 13 g/l, 13,5 g/l, 14 g/l, 14,5 g/, 15 g/, 15,5 g/l, 16 g/I, 16,5 g/l, 17 g/l, 17,5 g/, 18 g/l, 18,5 g/, 19 g/l, 19,5 g/l
20 g/l, 20,5 g/l, 21 g/l, 21,5 g/, 22 g/l, 22,5 g/l, 23 g/l, 23,5 g/l, 24 g/l, 24,5 g/l, 25 g/l, 25,5 g/l, 26 g/l, 26,5 g/l, 27 g/l,
27,5 gll, 28 g/l, 28,5 g/l, 29 g/l, 29,5 g/I, 30 g/l, 30,5 g/l, 31 g/l, 31,5 g/l, 32 g/l, 32,5 g/l, 33 g/l, 33,5 g/l, 34 g/l, 34,5 g/l,
35 gll, 35,5 g/l, 36 g/l, 36,5 g/l, 37 g/l, 37,5 g/l, 38 g/l, 38,5 g/l, 39 g/l, 39,5 g/l, 40 g/l, 40,5 g/l, 41 g/l, 41,5 g/l, 42 g/l,
42,5 g/l, 43 g/l, 43,5 g/l, 44 g/l, 44,5 g/l, 45 g/l, 45,5 g/I, 46 g/l, 46,5 g/l, 47 g/l, 47,5 g/l, 48 g/l, 48,5 g/l, 49 g/l, 49,5 g/,
50 g/l, 50,5 g/l, 51 g/l, 51,5 g/l, 52 g/l, 52,5 g/l, 53 g/l, 53,5 g/l, 54 g/l, 54,5 g/l, 55 g/l, 55,5 g/l, 56 g/l, 56,5 g/l, 57 g/l,
57,5 g/l, 58 g/l, 58,5 g/l, 59 g/l, 59,5 g/l, 60 g/l, 60,5 g/l, 61 g/l, 61,5 g/l, 62 g/l, 62,5 g/l, 63 g/l, 63,5 g/l, 64 g/l, 64,5 g/l
65 g/l, 65,5 g/l, 66 g/l, 66,5 g/l, 67 g/l, 67,5 g/l, 68 g/l, 68,5 g/, 69 g/l, 69,5 g/l, 70 g/l, 70,5 g/l, 71 g/l, 71,5 g/l, 72 g/l,
72,59/, 73 g/l, 73,5 g/l, 74 g/l, 74,5 g/l, 75 g/l, 75,5 g/l, 76 g/l, 76,5 g/l, 77 g/l, 77,5 g/l, 78 g/l, 78,5 g/l, 79 g/l, 79,5 g/l,
80 g/l, 80,5 g/l, 81 g/l, 81,5 g/l, 82 g/l, 82,5 g/l, 83 g/l, 83,5 g/l, 84 g/l, 84,5 g/l, 85 g/l, 85,5 g/l, 86 g/l, 86,5 g/l, 87 g/l,
87,5 g/l, 88 g/l, 88,5 g/l, 89 g/l, 89,5 g/I, 90 g/l, 90,5 g/l, 91 g/l, 91,5 g/l, 92 g/l, 92,5 g/I, 93 g/l, 93,5 g/l, 94 g/l, 94,5 g/l,
95 g/, 95,5 g/l, 96 g/l, 96,5 g/l, 97 g/l, 97,5 g/l, 98 g/l, 98,5 g/l, 99 g/l, 99,5 g/l, 0 100 g/l.

La proteina hidréfoba se caracteriza por su promedio general de valor de indice de hidropaticidad (GRAVY/Promedio
general de Hidropaticidad/Grand Average of Hydropathicity). La hidropaticidad se utiliza tal como se define en
Creighton TE, Proteins: structures and molecular properties, 2a edicion, 1993, W.H. Freeman and Company, Nueva
York, Nueva York, Pagina 160. La proteina hidrofoba tiene un valor GRAVY de -0,5 a 0. La proteina hidrofoba puede
tener un valor GRAVY de aproximadamente -0,4 a aproximadamente 0. La proteina hidréfoba puede tener un valor
GRAVY de aproximadamente -0,2 a aproximadamente 0. El valor GRAVY de la proteina hidréfoba es una medida de
la hidrofobicidad y solubilidad en agua y puede ser predictivo de la capacidad de la proteina para unirse a una molécula
lipdfila tal como luteina. El valor GRAVY puede obtenerse de los bancos de datos de proteinas conocidos en la materia,
asi como referenciados en Kyte et al., J. Mol. Biol. (1982) 157, 105-132. El valor GRAVY de la proteina hidréfoba
puede ser de aproximadamente -0,5 , -0,498 , -0,496 , -0,494 , -0,492 , -0,49 , -0,488 , -0,486 , -0,484 , -0,482 , -0,48
,-0,478 ,-0,476 ,-0,474 ,-0,472 ,-0,47 , -0,468 , -0,466 , -0,464 , -0,462 , -0,46 , -0,458 , -0,456 , -0,454 , -0,452 , -
0,45,-0,448 ,-0,446 ,-0,444 ,-0,442 ,-0,44 ,-0,438 ,-0,436 ,-0,434 , -0,432,-0,43 , -0,428 , -0,426 , -0,424 , -0,422
,-0,42,-0,418,-0,416,-0,414,-0,412,-0,41, -0,408 , -0,406 , -0,404 , -0,402, -0,4 , -0,398 , -0,396 , -0,394 , -0,392
,-0,39, -0,388 , -0,386 , -0,384 , -0,382, -0,38 , -0,378 , -0,376 , -0,374 , -0,372 , -0,37 , -0,368 , -0,366 , -0,364 , -
0,362, -0,36, -0,358 , -0,356 , -0,354 , -0,352 , -0,35, -0,348 , -0,346 , -0,344 , -0,342 , -0,34 , -0,338 , -0,336 , -0,334
,-0,332, -0,33, -0,328 , -0,326 , -0,324 , -0,322, -0,32, -0,318 , -0,316 , -0,314 , -0,312, -0,31 , -0,308 , -0,306 , -
0,304, -0,302,-0,3, -0,298 , -0,296 , -0,294 , -0,292 , -0,29 , -0,288 , -0,286 , -0,284 , -0,282 , -0,28 , -0,278 , -0,276
,-0,274 , -0,272 , -0,27 , -0,268 , -0,266 , -0,264 , -0,262 , -0,26 , -0,258 , -0,256 , -0,254 , -0,252 , -0,25 , -0,248 , -
0,246, -0,244 , -0,242 , -0,24 , -0,238 , -0,236 , -0,234 , -0,232, -0,23 , -0,228 , -0,226 , -0,224 , -0,222 , -0,22 , -0,218
,-0,216,-0,214,-0,212, -0,21 , -0,208 , -0,206 , -0,204 , -0,202, -0,2 , -0,198 , -0,196 , -0,194 , -0,192, -0,19, -0,188
,-0,186 , -0,184 , -0,182, -0,18 , -0,178 , -0,176 , -0,174 , -0,172 , -0,17 , -0,168 , -0,166 , -0,164 , -0,162 , -0,16 , -
0,158, -0,156 , -0,154 , -0,152 , -0,15, -0,148 , -0,146 , -0,144 , -0,142 , -0,14 , -0,138 , -0,136 , -0,134 , -0,132, -0,13
,-0,128 ,-0,126 , -0,124 , -0,122, -0,12, -0,118 , -0,116 , -0,114 , -0,112, -0,11, -0,108 , -0,106 , -0,104 , -0,102 , -
0,1, -0,098, -0,096 , -0,094 , -0,092 , -0,09 , -0,088 , -0,086 , -0,084 , -0,082 , -0,08 , -0,078 , -0,076 , -0,074 , -0,072
, -0,07 , -0,068 , -0,066 , -0,064 , -0,062 , -0,06 , -0,058 , -0,056 , -0,054 , -0,052 , -0,05 , -0,048 , -0,046 , -0,044 , -
0,042 ,-0,04,-0,038, -0,036 , -0,034 , -0,032, -0,03 , -0,028 , -0,026 , -0,024 , -0,022 , -0,02 , -0,018 , -0,016 , -0,014
,-0,012,-0,01, -0,008 , -0,006 , -0,004 , -0,002, 0 O.

Ademas, se ha encontrado sorprendentemente que la proteina hidréfoba asociada con el ensamble conduce a un
aumento correspondiente en el compuesto lipofilo dentro el ensamble, en donde la proteina hidréfoba comprende de
aproximadamente 10 % en peso a aproximadamente 95 % en peso del ensamble. Por ejemplo, la proteina hidréfoba
puede estar en el ensamble a aproximadamente 10 % en peso, 10,5 % en peso, 11 % en peso, 11,5 % en peso, 12
% en peso, 12,5 % en peso, 13 % en peso, 13,5 % en peso, 14 % en peso, 14,5 % en peso, 15 % en peso, 15,5
% en peso, 16 % en peso, 16,5 % en peso, 17 % en peso, 17,5 % en peso, 18 % en peso, 18,5 % en peso, 19 %
en peso, 19,5 % en peso, 20 % en peso, 20,5 % en peso, 21 % en peso, 21,5 % en peso, 22 % en peso, 22,5 %
en peso, 23 % en peso, 23,5 % en peso, 24 % en peso, 24,5 % en peso, 25 % en peso, 25,5 % en peso, 26 % en
peso, 26,5 % en peso, 27 % en peso, 27,5 % en peso, 28 % en peso, 28,5 % en peso, 29 % en peso, 29,5 % en
peso, 30 % en peso, 30,5 % en peso, 31 % en peso, 31,5 % en peso, 32 % en peso, 32,5 % en peso, 33 % en
peso, 33,5 % en peso, 34 % en peso, 34,5 % en peso, 35 % en peso, 35,5 % en peso, 36 % en peso, 36,5 % en
peso, 37 % en peso, 37,5 % en peso, 38 % en peso, 38,5 % en peso, 39 % en peso, 39,5 % en peso, 40 % en
peso, 40,5 % en peso, 41 % en peso, 41,5 % en peso, 42 % en peso, 42,5 % en peso, 43 % en peso, 43,5 % en
peso, 44 % en peso, 44,5 % en peso, 45 % en peso, 45,5 % en peso, 46 % en peso, 46,5 % en peso, 47 % en
peso, 47,5 % en peso, 48 % en peso, 48,5 % en peso, 49 % en peso, 49,5 % en peso, 50 % en peso, 50,5 % en
peso, 51 % en peso, 51,5 % en peso, 52 % en peso, 52,5 % en peso, 53 % en peso, 53,5 % en peso, 54 % en
peso, 54,5 % en peso, 55 % en peso, 55,5 % en peso, 56 % en peso, 56,5 % en peso, 57 % en peso, 57,5 % en
peso, 58 % en peso, 58,5 % en peso, 59 % en peso, 59,5 % en peso, 60 % en peso, 60,5 % en peso, 61 % en
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peso, 61,5 % en peso, 62 % en peso, 62,5 % en peso, 63 % en peso, 63,5 % en peso, 64 % en peso, 64,5 % en
peso, 65 % en peso, 65,5 % en peso, 66 % en peso, 66,5 % en peso, 67 % en peso, 67,5 % en peso, 68 % en
peso, 68,5 % en peso, 69 % en peso, 69,5 % en peso, 70 % en peso, 70,5 % en peso, 71 % en peso, 71,5 % en
peso, 72 % en peso, 72,5 % en peso, 73 % en peso, 73,5 % en peso, 74 % en peso, 74,5 % en peso, 75 % en
peso, 75,5 % en peso, 76 % en peso, 76,5 % en peso, 77 % en peso, 77,5 % en peso, 78 % en peso, 78,5 % en
peso, 79 % en peso, 79,5 % en peso, 80 % en peso, 80,5 % en peso, 81 % en peso, 81,5 % en peso, 82 % en
peso, 82,5 % en peso, 83 % en peso, 83,5 % en peso, 84 % en peso, 84,5 % en peso, 85 % en peso, 85,5 % en
peso, 86 % en peso, 86,5 % en peso, 87 % en peso, 87,5 % en peso, 88 % en peso, 88,5 % en peso, 89 % en
peso, 89,5 % en peso, 90 % en peso, 90,5 % en peso, 91 % en peso, 91,5 % en peso, 92 % en peso, 92,5 % en
peso, 93 % en peso, 93,5 % en peso, 94 % en peso, 94,5 % en peso, 0 95 % en peso. Ademas, el mas alto peso
molecular de las proteinas hidréfobas asociadas con el ensamble se correlaciona con un aumento en los compuestos
lipdfilos dentro del ensamble, en donde el peso molecular minimo de proteina asociada con el ensamble puede ser de
aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 15 kDa. Por ejemplo, el peso molecular minimo de la proteina asociada
con el ensamble puede ser de aproximadamente 5 kDa, 5,2 kDa, 5,4 kDa, 5,6 kDa, 5,8 kDa, 6 kDa, 6,2 kDa, 6,4 kDa,
6,6 kDa, 6,8 kDa, 7 kDa, 7,2 kDa, 7,4 kDa, 7,6 kDa, 7,8 kDa, 8 kDa, 8,2 kDa, 8,4 kDa, 8,6 kDa, 8,8 kDa, 9 kDa, 9,2
kDa, 9,4 kDa, 9,6 kDa, 9,8 kDa, 10 kDa, 10,2 kDa, 10,4 kDa, 10,6 kDa, 10,8 kDa, 11 kDa, 11,2 kDa, 11,4 kDa, 11,6
kDa, 11,8 kDa, 12 kDa, 12,2 kDa, 12,4 kDa, 12,6 kDa, 12,8 kDa, 13 kDa, 13,2 kDa, 13,4 kDa, 13,6 kDa, 13,8 kDa, 14
kDa, 14,2 kDa, 14,4 kDa, 14,6 kDa, 14,8 kDa, o 15 kDa. En una realizacién, el peso minimo de la proteina asociada
con el ensamble es de aproximadamente 11,8 kDa.

(a) B-caseina

La proteina hidréfoba de la composicién nutricional puede comprender al menos una -caseina. La B-caseina puede
incorporarse en el ensamble. La incorporacion de la B-caseina como parte del ensamble mejora la solubilidad de
compuestos lipofilos, mejorando asi la biodisponibilidad de los compuestos lipéfilos para el tratamiento de afecciones
de salud, en relacién con los controles sin MDG o proteina hidréfoba. Inesperadamente se ha demostrado que la -
caseina esta implicada en la administracion de ciertos nutrientes lipéfilos para absorcion, digestion o ambos. La -
caseina A2 es una forma relativamente mas hidréfoba de la B-caseina (en comparacién con B-caseina A1). La
composicion nutricional que reemplaza una porcion de la -caseina inherente con la variante genética A2 demuestra
una mayor biodisponibilidad de ciertos nutrientes lip&filos.

La mayoria de la proteina de la leche utilizada en productos que contienen proteinas de leche en los Estados
Enlazados es de la raza de ganado Holstein. El término "Holstein" como se utiliza en este documento debe entenderse
que abarca la raza Holstein, la raza frisona y cruces de las dos, los llamados ganados de Holstein-Frisona. La leche
de ganado Holstein incluye la variante genética A1 como la variante genética predominante. Por el contrario, la leche
de la raza Bos indicus tiene la variante genética A2 como la variante genética predominante. Asimismo, la leche de la
raza Guernsey de Bos taurus ha demostrado expresar altos niveles de la variante A2 de la B-caseina y bajos niveles
de otras variantes de la B-caseina.

En algunas realizaciones, la composicion nutricional puede comprender proteina que incluyen de 10 a 100 % de B-
caseina bovina. La B-caseina bovina comprende aproximadamente 50 a aproximadamente 100 % de la variante
genética A2. Por lo tanto, como un ejemplo no limitativo, en una composicién nutricional que contiene 10 gramos de
proteina por porcion, aproximadamente 1-10 gramos de esa proteina seria B-caseina bovina y aproximadamente 0.5-
10 gramos de la proteina seria la variante genética A2. En algunas realizaciones ejemplares, la $-caseina bovina
comprende aproximadamente 60 % a aproximadamente 100 % incluyendo aproximadamente 70 % a
aproximadamente 100 %, incluyendo aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 % e incluyendo
aproximadamente 90 % a aproximadamente 100 % en peso de (-caseina bovina.

La B-caseina bovina utilizada en ciertas realizaciones ejemplares puede ser de una sola fuente, o alternativamente
puede ser proporcionada por una combinacion de fuentes. La 3-caseina bovina segun ciertas realizaciones ejemplares
generalmente se encuentra en aislados de proteina de leche y concentrados de proteina de leche, pero también puede
encontrarse en otras fuentes como leche entera, leche descremada en polvo, concentrado de proteina de leche,
proteina total de leche, aislado de proteina de leche, caseina acida, caseinato de calcio, caseinato de sodio, caseinato
de magnesio, B-caseina purificada y combinaciones de los mismos. Es posible purificar una proteina aislada de leche
(u otra fuente de proteina de leche) que contiene niveles inaceptablemente altos de variantes genéticas menos
deseables (por ejemplo, aquellas que no sean A2). Algunos ejemplos no limitantes de los métodos de purificacion
utiles para reducir los niveles inaceptablemente altos de variantes genéticos de la 3-caseina incluyen: un proceso
cromatografico preparativo (p. €j., cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de
fase inversa) o por una precipitacion selectiva de sales (por ejemplo, sulfato de amonio). Alternativamente, una fuente
de proteina de leche (tal como aislado de proteina de leche o concentrado de proteina de leche) que contiene leche
procedente de ganado principalmente no Holstein, y por lo tanto, cantidades reducidas de variantes genéticas distintas
a A2 también puede ser utilizada en la composicion nutricional y métodos aqui divulgados.

El término "concentrado de proteina de leche" se utiliza generalmente para referirse a un producto que contiene
proteina de leche al que se le ha eliminado una cantidad considerable del agua inherente de la leche ordinaria y
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también se le ha eliminado la grasa inherente de la leche ordinaria. El término "aislado de proteina de leche" se utiliza
generalmente para referirse a un tipo de producto que contiene proteina de leche al que no sélo se le ha eliminado
una cantidad considerable del agua inherente de la grasa inherente de la leche ordinaria, sino también se le ha
eliminado una cierta cantidad de lactosa inherente. En la mayoria de los casos, los aislados de proteina de leche
pueden considerarse un tipo de concentrado de proteina de leche mas purificada. Algunos fabricantes pueden usar el
término concentrado de proteina de leche para referirse a los productos de proteina a base de leche incluso si
contienen al menos 85 % en peso de proteina.

La proteina en la composicidn nutricional segun ciertas realizaciones puede proporcionarse por una sola fuente de
proteina o una combinacién de fuentes de proteina. Como comentamos previamente, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 % en peso de la proteina presente en la composicién nutricional comprende (-caseina bovina.
La porcién restante de la proteina (por ejemplo, 0-90 % en peso de la proteina total presente en la composicion
nutricional) puede ser seleccionada de una o mas de otras fuentes. Como se explica en mas detalle a continuacion,
estas fuentes adicionales de proteina no estan particularmente limitadas y pueden incluir una o mas de proteina de
soja, proteina de suero de leche o cualquier otra fuente de proteina, incluyendo pero no limitado a las expuestas en
este documento. Ademas, debe entenderse que la fuente para la porcion restante de proteina también se podria
seleccionar de aislado de proteina de leche, concentrado de proteina de leche, caseinatos, o leche seca sin grasa que
no cumple con los requisitos previamente discutidos siempre y cuando estos componentes no estén presentes en
cantidades tan altas como para infringir otras limitaciones sobre las cantidades de variantes genéticas previamente
comentadas.

La B-caseina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 0,2 g/l a aproximadamente 20 g/l. La B-
caseina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 0,5 g/l a aproximadamente 15 g/l. La B-caseina
puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 15 g/l. La 3-caseina puede
estar en la composicion nutricional de aproximadamente 5 g/l a aproximadamente 15 g/l. Por ejemplo, la B-caseina
puede estar en la composicidn nutricional en aproximadamente 0,2 g/l, 0,4 g/l, 0,6 g/, 0,8 g/l, 1 g/l, 1,2 g/l, 1,4 g/l, 1,6
all, 1,8¢g/l,29g/l,2,24g/l,2,4g/l,2,6 g/l,2,84g/l,34gll,3,29g/,3,449/l,3,69/,3,84a/l,449/l,4,29/l,4,49/l,4649/l,484g/,5
gll, 5,2 g/l, 5,4 g/l, 5,6 g/l, 5,8 g/l, 6 g/l, 6,2 g/l, 6,4 g/l, 6,6 g/l, 6,8 g/l, 7 g/l, 7,2 g/l, 7,4 g/l, 7,6 g/l, 7,8 g/l, 8 g/l, 8,2 g/l,
8,449/,864l 8849/l 94g/l,9,249/,9,449/l,9,649/,9,84g/, 109/, 10,2 g/l, 10,4 g/l, 10,6 g/l, 10,8 g/, 11 g/, 11,2 g/l, 11,4
g/l, 11,6 g/l, 11,8 g/l, 12 g/l, 12,2 g/l, 12,4 g/l, 12,6 g/l, 12,8 g/l, 13 g/l, 13,2 g/l, 13,4 g/l, 13,6 g/l, 13,8 g/l, 14 g/I, 14,2
gll, 14,4 g/l, 14,6 g/l, 14,8 g/l, 15 g/l, 15,2 g/l, 15,4 g/l, 15,6 g/I, 15,8 g/l, 16 g/l, 16,2 g/I, 16,4 g/l, 16,6 g/l, 16,8 g/l, 17
gll, 17,2 g/l, 17,4 g/l, 17,6 g/, 17,8 g/l, 18 g/l, 18,2 g/l, 18,4 g/l, 18,6 g/I, 18,8 g/l, 19 g/l, 19,2 g/l, 19,4 g/l, 19,6 g/l, 19,8
g/l, 0 20 g/l.

Tabla 2: Proporcion de B-caseina a Nutrientes Lipéfilos

Tabla 1
Nutriente Concentracion, pM (aproximado) Proportl:iis;lfﬂg’[?T-‘t;alzf,ir;'a);:}ltriente

B-caseina (-2.40 g/l) 102 N/A

vitamina A (2029 IU/L) 2,12 50
vitamina D (406 1U/L) 0,026 4000
vitamina E (10.1 IU/L) 0,016 6400
vitamina K (54 pg/l) 0,120 900
Luteina (50 pg/l) 0,088 1200
ARA (150 mg/l) 500 0,20
DHA (65 mg/l) 200 0,50

e. Ingredientes Opcionales

La composicién nutricional puede comprender ademas otros ingredientes opcionales que pueden modificar las
caracteristicas fisicas, quimicas, hedonoldgicas o de procesamiento de los productos o servir como componentes
nutricionales farmacéuticos o adicionales cuando se utilizan en la poblacion objetivo. Muchos de dichos ingredientes
opcionales son conocidos o de otra manera convenientes para el uso en productos nutricionales u otros productos
farmacéuticos y pueden usarse también en la composicion nutricional aqui descrita, siempre que dichos ingredientes
opcionales sean seguros y efectivos para la administracion oral y sean compatibles con los ingredientes esenciales y
otros ingredientes en la forma del producto seleccionado.

Ejemplos no limitantes de dichos ingredientes opcionales incluyen carbohidratos, conservadores, antioxidantes,
agentes emulsionantes, tampones, activos farmacéuticos, nutrientes adicionales como se describe en este
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documento, colorantes, sabores, agentes espesantes y estabilizantes y asi sucesivamente.

Ejemplos no limitantes carbohidratos o fuentes adecuados para su uso en la composicion nutricional descrita en este
documento pueden seleccionarse del grupo de: maltodextrina, almidén o almidén de maiz hidrolizado o modificado,
polimeros de glucosa, jarabe de maiz, sélidos de jarabe de maiz, carbohidratos derivados de arroz, glucosa, fructosa,
lactosa, jarabe de maiz con alto contenido de fructosa, miel, alcoholes de azucar (por ejemplo, maltitol, eritritol,
sorbitol), y combinaciones de los mismos.

La composicién nutricional puede comprender ademas vitaminas o nutrientes relacionados, cuyos ejemplos no
limitantes se pueden seleccionar del grupo de: vitamina A, vitamina K, tiamina, riboflavina, piridoxina, vitamina B12,
carotenoides (ademas de la luteina comentada anteriormente), niacina, acido félico, acido pantoténico, biotina,
vitamina C, colina, inositol, sales y sus derivados y sus combinaciones.

La composicién nutricional puede comprender ademas minerales, cuyos ejemplos no limitantes se pueden seleccionar
del grupo de: fésforo, magnesio, hierro, zinc, manganeso, cobre, sodio, potasio, molibdeno, cromo, selenio, cloruro y
combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, la composiciéon nutricional puede comprender un compuesto seleccionado del grupo de:
hidroxi metil butirato; leucina; beta alanina; galato de epigalocatecina; oligosacaridos de leche humana; prebidticos;
probidticos; y sus combinaciones.

La composicién nutricional también puede incluir uno o mas agentes de enmascaramiento para reducir o de lo contrario
ocultar sabores amargos y el sabor de boca. Los agentes de enmascaramiento adecuados pueden ser seleccionados
del grupo de: edulcorantes naturales y artificiales, fuentes de sodio como cloruro de sodio, e hidrocoloides tales como
goma guar, goma xantana, carragenina, goma de gellan y combinaciones de las mismas. La cantidad de agente de
enmascaramiento en la composicion puede variar dependiendo del agente de enmascaramiento particular
seleccionado, otros ingredientes en la composicién y otras variables de la composiciéon o producto objetivo. Dichas
cantidades, sin embargo, mas tipicamente van desde al menos aproximadamente 0,1 %, incluyendo desde
aproximadamente 0,15 % a aproximadamente 3,0 % y también incluyendo desde aproximadamente 0,18 % a
aproximadamente 2,5 % en peso de la composicién.

La composicion nutricional también puede incluir opcionalmente uno o mas estabilizantes. Los estabilizantes
adecuados para utilizarse en la formulacion de los productos nutricionales incluyen, pero no se limitan a, goma arabiga,
goma ghatti, goma karaya, goma tragacanto, agar, furcelaran, goma de la haba de langosta, pectina, pectina de bajo
contenido de metoxilo, gelatina, celulosa microcristalina, CMC (carboximetilcelulosa de sodio), metilcelulosa,
hidroxipropil metil celulosa, hidroxipropil celulosa, DATEM (ésteres del acido tartarico de diacetilo de mono- y
diglicéridos), dextrano, CITREM (ésteres del acido citrico de mono- y diglicéridos) y mezclas de los mismos.

(1) Colina

Los ingredientes opcionales de la composicion nutricional pueden comprender colina. La colina puede actuar tanto
como nutriente dentro de la composicién como un agente que mejora la formacion y estabilidad del ensamble. La
colina también puede conducir a un aumento en la concentracion lipéfila dentro del ensamble. Se presume, sin estar
atado a ninguna teoria particular, que la carga positiva en la colina interactua con las cadenas laterales negativas de
la proteina hidrofoba (p. ej., residuos de acido aspértico) y altera la configuracién 3D de dicha proteina. Esto puede
permitir mayor acceso a los dominios hidréfobos de la proteina por el compuesto lipéfilo. Ademas, el uso de la colina
puede ser especifico, en que la colina aumenta selectivamente incrementa la cantidad de luteina en el ensamble, en
relacién con otros compuestos lipofilos.

La colina puede anadirse en las diferentes etapas de la composicion. La etapa en la que la colina se agrega a la
composicion es fundamental para la formacién de ensambles estables, solubles en agua. En concreto, es mas
ventajoso afiadir colina a la mezcla de proteina, relativamente directo a la premezcla/premezcla activada de MDG y
compuesto lipofilo.

La colina actua como una fuente de grupos metilo para la biosintesis de otros productos metilados. Es el precursor del
neurotransmisor acetilcolina. Se ha demostrado que la administracién de colina es beneficiosa en pacientes que
padecen de cualquier trastorno relacionado con la neurotransmision colinérgica defectuosa.

La colina es también un componente importante, junto con la lecitina, los fosfolipidos y la esfingomielina. En virtud de
sus funciones fundamentales en la estructura de la membrana, una deficiencia de colina produce toda una gama de
anormalidades de fosfolipido que se expresan clinicamente como higado graso, lesiones renales (necrosis
hemorragica renal) y debilitacién del metabolismo de lipoproteinas. Con una dieta deficiente en colina, las grasas y los
ésteres de colesterol se acumulan en el higado.

El cloruro de colina y el bitartrato se mencionan en el Cédigo de Reglamentos Federales de los Estados Enlazados
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como suplementos de nutricién/dietéticos que se les ha asignado el estatus de GRAS (Reconocidos Generalmente
Como Seguros/Generally Recognised as Safe).

La colina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg. La colina
puede estar en la composicién nutricional de aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg. La colina puede
estar en la composicion nutricional de aproximadamente 100 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg. La colina puede estar
en la composicién nutricional de aproximadamente 500 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg. Por ejemplo, la colina puede
estar en la composicién nutricional a aproximadamente 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg,
35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, 50 mg/kg, 55 mg/kg, 60 mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85 mg/kg,
90 mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105 mg/kg, 110 mg/kg, 115 mg/kg, 120 mg/kg, 125 mg/kg, 130 mg/kg, 135 mg/kg,
140 mg/kg, 145 mg/kg, 150 mg/kg, 155 mg/kg, 160 mg/kg, 165 mg/kg, 170 mg/kg, 175 mg/kg, 180 mg/kg, 185 mg/kg,
190 mg/kg, 195 mg/kg, 200 mg/kg, 205 mg/kg, 210 mg/kg, 215 mg/kg, 220 mg/kg, 225 mg/kg, 230 mg/kg, 235 mg/kg,
240 mg/kg, 245 mg/kg, 250 mg/kg, 255 mg/kg, 260 mg/kg, 265 mg/kg, 270 mg/kg, 275 mg/kg, 280 mg/kg, 285 mg/kg,
290 mg/kg, 295 mg/kg, 300 mg/kg, 305 mg/kg, 310 mg/kg, 315 mg/kg, 320 mg/kg, 325 mg/kg, 330 mg/kg, 335 mg/kg,
340 mg/kg, 345 mg/kg, 350 mg/kg, 355 mg/kg, 360 mg/kg, 365 mg/kg, 370 mg/kg, 375 mg/kg, 380 mg/kg, 385 mg/kg,
390 mg/kg, 395 mg/kg, 400 mg/kg, 405 mg/kg, 410 mg/kg, 415 mg/kg, 420 mg/kg, 425 mg/kg, 430 mg/kg, 435 mg/kg,
440 mg/kg, 445 mg/kg, 450 mg/kg, 455 mg/kg, 460 mg/kg, 465 mg/kg, 470 mg/kg, 475 mg/kg, 480 mg/kg, 485 mg/kg,
490 mg/kg, 495 mg/kg, 500 mg/kg, 505 mg/kg, 510 mg/kg, 515 mg/kg, 520 mg/kg, 525 mg/kg, 530 mg/kg, 535 mg/kg,
540 mg/kg, 545 mg/kg, 550 mg/kg, 555 mg/kg, 560 mg/kg, 565 mg/kg, 570 mg/kg, 575 mg/kg, 580 mg/kg, 585 mg/kg,
590 mg/kg, 595 mg/kg, 600 mg/kg, 605 mg/kg, 610 mg/kg, 615 mg/kg, 620 mg/kg, 625 mg/kg, 630 mg/kg, 635 mg/kg,
640 mg/kg, 645 mg/kg, 650 mg/kg, 655 mg/kg, 660 mg/kg, 665 mg/kg, 670 mg/kg, 675 mg/kg, 680 mg/kg, 685 mg/kg,
690 mg/kg, 695 mg/kg, 700 mg/kg, 705 mg/kg, 710 mg/kg, 715 mg/kg, 720 mg/kg, 725 mg/kg, 730 mg/kg, 735 mg/kg,
740 mg/kg, 745 mg/kg, 750 mg/kg, 755 mg/kg, 760 mg/kg, 765 mg/kg, 770 mg/kg, 775 mg/kg, 780 mg/kg, 785 mg/kg,
790 mg/kg, 795 mg/kg, 800 mg/kg, 805 mg/kg, 810 mg/kg, 815 mg/kg, 820 mg/kg, 825 mg/kg, 830 mg/kg, 835 mg/kg,
840 mg/kg, 845 mg/kg, 850 mg/kg, 855 mg/kg, 860 mg/kg, 865 mg/kg, 870 mg/kg, 875 mg/kg, 880 mg/kg, 885 mg/kg,
890 mg/kg, 895 mg/kg, 900 mg/kg, 905 mg/kg, 910 mg/kg, 915 mg/kg, 920 mg/kg, 925 mg/kg, 930 mg/kg, 935 mg/kg,
940 mg/kg, 945 mg/kg, 950 mg/kg, 955 mg/kg, 960 mg/kg, 965 mg/kg, 970 mg/kg, 975 mg/kg, 980 mg/kg, 985 mg/kg,
990 mg/kg, 995 mg/kg, o 1 g/kg.

(2) Lecitina

Los ingredientes opcionales de la composicién nutricional pueden comprender lecitina. La lecitina puede actuar tanto
como fuente de nutriente dentro de la composicion como un agente que mejora la formacién y estabilidad del
ensamble. La lecitina también puede conducir a un aumento en la concentracién lipofila dentro del ensamble. La
lecitina es predominantemente una mezcla de fosfolipidos de glicerol (p. €j., fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilinositol). La fosfatidilcolina es generalmente el componente de los fosfolipidos de glicerol principales. La
lecitina también puede contener otros compuestos tales como acidos grasos libres, monoglicéridos, diglicéridos,
triglicéridos, glicolipidos y otros compuestos que contienen acidos grasos/lipidos. Las lecitinas se clasifican a veces
como fosfolipidos de glicerol o fosfatidos. Esta clase de compuestos tiene propiedades anfifilicas y por lo tanto,
funcionalidad de emulsion.

La lecitina se agrega tipicamente a productos alimenticios liquidos (incluyendo composiciones nutricionales), para que
los productos liquidos permanezcan homogéneos y no se separen. La lecitina esta aprobada por la United States Food
and Drug Administration para consumo humano con el estado "Reconocido Generalmente Como Seguro”. Algunos
ejemplos no limitantes de lecitina adecuados para su uso en esta invencién incluyen lecitina de huevo, lecitina de trigo,
lecitina de maiz, lecitina de soja, lecitina modificada y sus combinaciones. La lecitina puede suministrarse en forma
desaceitada o liquida, o en forma enriquecida con fosfatidilcolina. Ademas, la lecitina se puede derivar de fuentes que
incluyen, pero no se limitan a soja organica, aceite de colza, leche descremada en polvo o proteina de suero.

En una realizacion, el polvo nutricional puede comprender lecitina desaceitada, en donde la lecitina desaceitada
comprende 1 % de agua; 3 % de ftriglicéridos; 24 % de fosfatidilcolina; 20 % de fosfatidiletanolamina; 14 % de
fosfatidilinositol; 7 % de acido fosfatidico; 8 % de fosfolipidos menores; 8 % de azicares complejos; y 15 % de
glicolipidos.

En otra realizacion, el polvo nutricional puede comprender lecitina liquida, en donde la lecitina liquida comprende 1 %
de agua; 37 % de triglicéridos; 16 % de fosfatidilcolina; 13 % de fosfatidiletanolamina; 10 % de fosfatidilinositol; 5 %
de acido fosfatidico; 2 % de fosfolipidos menores; 5 % de azucares complejos; y 11 % de glicolipidos.

La lecitina de conveniente para el uso en esta invencion puede obtenerse de cualquier fuente de nutricién conocida o
de otra manera conveniente. Los ejemplos no limitantes incluyen lecitina de soja, de ADM Specialty Food Ingredients,
Decatur, lll., EUA, lecitina de soja de Solae LLC, St. Louis, MO., EUA; y lecitina de soja de American Lecithin Company,
Oxford, Connecticut, EUA.

La lecitina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 5 g/kg. La
lecitina puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 5 g/kg. La lecitina
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puede estar en la composiciéon nutricional de aproximadamente 100 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg. La lecitina
puede estar en la composicion nutricional de aproximadamente 500 mg/kg a aproximadamente 1 g/kg. Por ejemplo,
la lecitina puede estar en la composicién nutricional a aproximadamente 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30
mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, 50 mg/kg, 55 mg/kg, 60 mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85
mg/kg, 90 mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105 mg/kg, 110 mg/kg, 115 mg/kg, 120 mg/kg, 125 mg/kg, 130 mg/kg, 135
mg/kg, 140 mg/kg, 145 mg/kg, 150 mg/kg, 155 mg/kg, 160 mg/kg, 165 mg/kg, 170 mg/kg, 175 mg/kg, 180 mg/kg, 185
mg/kg, 190 mg/kg, 195 mg/kg, 200 mg/kg, 205 mg/kg, 210 mg/kg, 215 mg/kg, 220 mg/kg, 225 mg/kg, 230 mg/kg, 235
mg/kg, 240 mg/kg, 245 mg/kg, 250 mg/kg, 255 mg/kg, 260 mg/kg, 265 mg/kg, 270 mg/kg, 275 mg/kg, 280 mg/kg, 285
mg/kg, 290 mg/kg, 295 mg/kg, 300 mg/kg, 305 mg/kg, 310 mg/kg, 315 mg/kg, 320 mg/kg, 325 mg/kg, 330 mg/kg, 335
mg/kg, 340 mg/kg, 345 mg/kg, 350 mg/kg, 355 mg/kg, 360 mg/kg, 365 mg/kg, 370 mg/kg, 375 mg/kg, 380 mg/kg, 385
mg/kg, 390 mg/kg, 395 mg/kg, 400 mg/kg, 405 mg/kg, 410 mg/kg, 415 mg/kg, 420 mg/kg, 425 mg/kg, 430 mg/kg, 435
mg/kg, 440 mg/kg, 445 mg/kg, 450 mg/kg, 455 mg/kg, 460 mg/kg, 465 mg/kg, 470 mg/kg, 475 mg/kg, 480 mg/kg, 485
mg/kg, 490 mg/kg, 495 mg/kg, 500 mg/kg, 505 mg/kg, 510 mg/kg, 515 mg/kg, 520 mg/kg, 525 mg/kg, 530 mg/kg, 535
mg/kg, 540 mg/kg, 545 mg/kg, 550 mg/kg, 555 mg/kg, 560 mg/kg, 565 mg/kg, 570 mg/kg, 575 mg/kg, 580 mg/kg, 585
mg/kg, 590 mg/kg, 595 mg/kg, 600 mg/kg, 605 mg/kg, 610 mg/kg, 615 mg/kg, 620 mg/kg, 625 mg/kg, 630 mg/kg, 635
mg/kg, 640 mg/kg, 645 mg/kg, 650 mg/kg, 655 mg/kg, 660 mg/kg, 665 mg/kg, 670 mg/kg, 675 mg/kg, 680 mg/kg, 685
mg/kg, 690 mg/kg, 695 mg/kg, 700 mg/kg, 705 mg/kg, 710 mg/kg, 715 mg/kg, 720 mg/kg, 725 mg/kg, 730 mg/kg, 735
mg/kg, 740 mg/kg, 745 mg/kg, 750 mg/kg, 755 mg/kg, 760 mg/kg, 765 mg/kg, 770 mg/kg, 775 mg/kg, 780 mg/kg, 785
mg/kg, 790 mg/kg, 795 mg/kg, 800 mg/kg, 805 mg/kg, 810 mg/kg, 815 mg/kg, 820 mg/kg, 825 mg/kg, 830 mg/kg, 835
mg/kg, 840 mg/kg, 845 mg/kg, 850 mg/kg, 855 mg/kg, 860 mg/kg, 865 mg/kg, 870 mg/kg, 875 mg/kg, 880 mg/kg, 885
mg/kg, 890 mg/kg, 895 mg/kg, 900 mg/kg, 905 mg/kg, 910 mg/kg, 915 mg/kg, 920 mg/kg, 925 mg/kg, 930 mg/kg, 935
mg/kg, 940 mg/kg, 945 mg/kg, 950 mg/kg, 955 mg/kg, 960 mg/kg, 965 mg/kg, 970 mg/kg, 975 mg/kg, 980 mg/kg, 985
mg/kg, 990 mg/kg, 995 mg/kg, 1 g/kg, 1,2 g/kg, 1,4 g/kg, 1,6 g/kg, 1,8 g/kg, 2 g/kg, 2,2 g/kg, 2,4 g/kg, 2,6 g/kg, 2,8
g/kg, 3 g/kg, 3,2 g/kg, 3,4 g/kg, 3,6 g/kg, 3,8 g/kg, 4 g/kg, 4,2 g/kg, 4,4 g/kg, 4,6 g/kg, 4,8 g/kg, o 5 g/kg.

4. Método de Fabricaciéon

Para preparar la composicion nutricional que tiene biodisponibilidad mejorada de un compuesto lipéfilo contenido en
la misma, puede utilizarse un método conforme a la divulgacion. El método puede comprender los pasos de: formar
una premezcla; afiadir la premezcla a una solucién para formar una premezcla activada o una premezcla protegida, y
afadir la premezcla activada a la composicién, en donde el ensamble puede ser al menos formado en la premezcla
activada.

a. Premezcla

En algunas realizaciones, se proporciona una premezcla que comprende MDG. La premezcla puede comprender MGD
solo, MGD y al menos un compuesto lipdfilo, asi como otros ingredientes opcionales como se describié anteriormente.
La premezcla puede ser activada. La premezcla puede calentarse antes de ser activada. En algunas realizaciones, la
premezcla se calienta a aproximadamente 29,5 °C (85 °F) durante 30 minutos. En algunas realizaciones, la premezcla
se calienta a 48,9 °C (120 °F) durante 10 minutos. Una persona con conocimientos apreciara que la composicion de
la premezcla puede afectar la temperatura y el tiempo que se necesita para calentar dicha premezcla. La premezcla
puede estar protegida, por ejemplo por tensioactivos.

(1) Premezcla Activada

La premezcla puede afadirse a una solucién acuosa, por ejemplo a una suspension de proteina en agua, para formar
una "premezcla activada". La premezcla activada entonces se afiade a la composicidon que puede comprender al
menos un compuesto lipofilo.

En particular, para formar una "premezcla activada", la premezcla no se puede afadir a una cantidad de aceite que es
suficiente para provocar que el MDG se disocie del ensamble del aceite antes de la adicidon de la premezcla en la
solucion acuosa. En este caso, la premezcla activada puede estar protegida para limitar la disociaciéon de los MDG y
el compuesto lipéfilo entre si.

Cuando una "premezcla activada" es posteriormente afiadida a una solucién que contiene grasa, al menos una parte
de los MDG no se disocia del ensamble por la grasa en la solucidon que contiene grasa. Para determinar la cantidad
de los monoglicéridos y diglicéridos que no se disociaron en la grasa, se puede utilizar la "Prueba de MDG
(monoglicéridos y diglicéridos) Disociados".

La Prueba de MDG Disociados es la siguiente. La solucion que contiene grasa es sometida a centrifugado a alta
velocidad (31.000 x g; 20 °C; 4h), como se describe anteriormente. La fraccion acuosa resultante se somete a analisis
de HPLC para el contenido de monoglicéridos y diglicéridos como se describe en “Determination of food emulsifiers in
commercial additives and food products by liquid chromatography/atmospheric-pressure chemical ionization mass
spectrophotometry,” por M. Suman et al., Journal of Chromatography A, 1216 (2009) 3758-3766. El nivel de
monoglicéridos y diglicéridos detectados en la fraccion acuosa es comparado con el nivel que se afiadio a la solucion
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que contiene grasa para llegar al porcentaje de la mezcla de monoglicéridos y diglicéridos que se disociaron de la
grasa.

Utilizando la Prueba de MDG Disociados, uno puede determinar el impacto de utilizar una premezcla activa en
comparacién con una premezcla que no se ha activado en una composicion. Esto se puede lograr comparando la
cantidad de monoglicéridos y diglicéridos que esta presente en la fraccion acuosa de una composicion que comprende
una premezcla activada, con la cantidad de monoglicéridos y diglicéridos que esta presente en la fraccién acuosa de
la misma composicién en la que no ha sido activada la premezcla. La fraccién acuosa de la composicién que
comprende la premezcla activada contendra tipicamente una mayor cantidad de monoglicéridos y diglicéridos que la
misma composicion en la que no ha sido activada la premezcla.

La diferencia entre el contenido de monoglicéridos y diglicéridos en la fraccién acuosa de la composicion que
comprende la premezcla activada y el contenido de monoglicéridos y diglicéridos en la fraccién acuosa de la misma
composicion que comprende una premezcla que no se ha activado, puede ser cuantificada. En algunas realizaciones,
el contenido de monoglicéridos y diglicéridos en la fraccidon acuosa de la composicion que comprende la premezcla
activada puede ser de al menos aproximadamente 5 %, 10 % o 15 % mas que en la misma composicion que
comprende una premezcla que no ha sido activada.

(b) Variaciones de Fabricacion

La premezcla, premezcla activada y la composicion pueden comprender diferentes realizaciones, como algunas que
se enumeran a continuaciéon. Cabe sefialar que la composicién nutricional no se limita a las realizaciones
representativas enumeradas a continuacion.

En algunas realizaciones, se proporciona una premezcla que comprende el compuesto lipéfilo y MDG. Para realizar
la premezcla, el compuesto lipdfilo se puede mezclar con el MDG en presencia de calor o a temperatura ambiente, y
en algunas realizaciones, con agitacion para permitir que el compuesto lipéfilo se disuelva en los monoglicéridos y
diglicéridos. La premezcla se afiade a una solucion acuosa, por ejemplo a una suspension de proteina en agua, para
formar una premezcla activada, que contiene el ensamble. La premezcla activada entonces se afiade a la composicion.

En algunas realizaciones, se proporciona una premezcla que comprende el compuesto lipdfilo, tensioactivo y MDG.
Para realizar la premezcla, el compuesto lipdfilo se puede mezclar con el MDG en presencia de calor o a temperatura
ambiente, y en algunas realizaciones, con agitacion para permitir que el compuesto lipéfilo se disuelva en la mezcla
de monoglicéridos y diglicéridos. La premezcla se afiade a una solucién acuosa que contiene grasa, tal como una
suspensién de proteina en agua, para formar una "premezcla protegida", que contiene el ensamble. La "premezcla
protegida" entonces se afiade a la composicion.

Sin querer obligarse por teoria, se cree que el tensioactivo se combina con el compuesto lipdfilo, monoglicéridos y
diglicéridos, para formar una microemulsién cuando la premezcla se afiade a la soluciéon que contiene grasa. Asi, en
una "premezcla protegida", los monoglicéridos y diglicéridos pueden ser protegidos de disociacion en la solucién que
contiene grasa.

La premezcla activada o la premezcla protegida puede afadirse a cualquier otro ingrediente de la composicion
nutricional o farmacéutica en cualquier punto Util durante el proceso de fabricacidon. En algunas realizaciones, la
composicion nutricional o farmacéutica luego puede secarse para formar una composicién en polvo utilizando cualquier
método conocido en la materia. A modo de ejemplo, los polvos nutricionales pueden prepararse mediante la
preparacion de al menos dos suspensiones que posteriormente seran mezcladas (y ademas pueden ser mezcladas
con la premezcla activada), tratadas con calor, estandarizadas, tratadas con calor una segunda vez, evaporadas para
quitar el agua, y secadas por aspersion para formar una composicion nutricional en polvo.

Las suspensiones a las que puede afadirse la premezcla activada o la premezcla protegida incluyen una suspension
de carbohidratos y minerales (CHO-MIN) y una suspension de proteinas-en-aceite (PIO). Inicialmente, la suspension
de CHO-MIN se puede formar por la disolucion de carbohidratos seleccionados (por ejemplo, lactosa,
galactooligosacaridos, etc.) en agua caliente con agitacién, seguida por la adicion de minerales (por ejemplo, citrato
de potasio, cloruro de magnesio, cloruro de potasio, cloruro de sodio, cloruro de colina, etc.). La suspension resultante
de CHO-MIN puede entonces ser mantenida con calor continuo y con agitaciéon moderada hasta que después se
mezcla con las otras suspensiones preparadas.

La suspension de proteina-en-aceite (PIO) puede ser formada por calentamiento y mezclado del aceite (por ejemplo,
aceite de cartamo de alto contenido oleico, aceite de soja, aceite de coco, monoglicéridos, etc.) y el emulsionante (por
ejemplo, lecitina de soja) y luego agregando vitaminas solubles en aceite, proteinas (por ejemplo, concentrado de
proteina de leche, hidrolisado de proteina de leche, etc.), carragenina (en su caso), carbonato de calcio o fosfato
tricalcico (en su caso) y aceite araquidénico (ARA) y aceite de acido docosahexaendico (DHA) (en su caso) con
agitacion y calor continuo. La suspension resultante de PIO puede entonces ser mantenida con calor continuo y con
agitacion moderada hasta que después se mezcla con las otras suspensiones preparadas.
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El agua se calienta y después se combina con la suspension de CHO-MIN, leche descremada (en su caso) y la
suspension de PIO bajo agitacion adecuada. El pH de la mezcla resultante se ajusta a 6,6-7,0, y la mezcla se mantiene
bajo agitacion caliente moderada. El aceite de ARA y el aceite de DHA se agregan en esta etapa en algunas
realizaciones. En algunas realizaciones, la premezcla activada o premezcla protegida se mezcla con uno o mas del
agua caliente, suspension de CHO-MIN, leche descremada (en su caso) y la suspension de PlO. Alternativamente, la
premezcla activada o premezcla protegida puede ser mezclada en la composicién después de procesarla e
inmediatamente antes del secado de la composicion.

La composicién puede entonces someterse a procesamiento de alta temperatura por corto tiempo (HTST por sus
siglas en inglés), durante el cual la composicion es térmicamente tratada, emulsionado y homogeneizada y después
enfriada. Se afiaden vitaminas solubles en agua y &cido ascdrbico, el pH se ajusta al rango deseado si es necesario,
se agregan los saborizantes (en su caso) y se agrega agua para lograr el nivel deseado de sélido total. En algunas
realizaciones, las emulsiones pueden entonces ser mas diluidas y posteriormente procesadas y empaquetadas como
liquidos listos para beber o concentrados. En algunas realizaciones, las emulsiones se evaporan, se tratan con calor
y posteriormente se procesan y empacan como polvo reconstituible, por ejemplo, secadas por aspersion, se mezclan
en secado, se aglomeran.

La composicién nutricional en polvo secada por aspersion o la composicion nutricional en polvo mezclada en seco
puede prepararse por cualquier ensamble de técnicas conocidas o de otra manera efectivas, adecuadas para hacer y
formular un polvo nutricional. Por ejemplo, el paso de secado por aspersion puede incluir igualmente cualquier técnica
de secado por aspersién que sea conocida por o de otra manera conveniente para el uso en la produccién de polvos
nutricionales. Muchos diferentes métodos y técnicas de secado por aspersion son conocidas por su uso en el campo
de la nutriciodn, los cuales son convenientes para su uso en la fabricacion de la composicion nutricional en polvo secado
por aspersion. Después del secado, el polvo terminado puede ser envasado en contenedores adecuados.

5. Métodos de Uso

La composicion nutricional puede ser envasada y sellada en contenedores individuales o multi-usos, y luego
almacenarse bajo condiciones ambientales o bajo refrigeracién hasta por 36 meses o mas, mas tipicamente de
aproximadamente 6 meses a aproximadamente 24 meses. Para los contenedores multi-uso, estos empaques pueden
ser abiertos y después cubiertos para el uso repetido por parte del usuario final. Para realizaciones liquidas, el
empaque abierto y posteriormente recuperado se almacena tipicamente bajo condiciones de refrigeracion vy el
contenido utilizado en aproximadamente 7 dias. Para realizaciones en polvo, el empaque abierto y posteriormente
recuperado puede almacenarse tipicamente bajo condiciones ambientales (por ejemplo, evitar temperaturas extremas)
y el contenido utilizarse en aproximadamente un mes. Los ejemplos no limitantes de las maneras en que las presentes
férmulas pueden ser utilizadas incluyen uso como los siguientes productos, utilizar como: una bebida, por ejemplo,
una bebida de café, una bebida de cacao o chocolate, una bebida malteada, una bebida de fruta o jugo, una bebida
carbonatada, un refresco o una bebida a base de leche; un producto nutricional de rendimiento, por ejemplo, una barra
nutricional de rendimiento, polvo o bebida lista para beber; un producto nutricional médico; un producto lacteo, por
ejemplo una bebida de leche, un yogur u otros productos lacteos fermentados; un producto de helado; un producto de
reposteria, por ejemplo, un producto de chocolate; un alimento o bebida funcional, por ejemplo, un producto
adelgazante, un producto quema grasa, un producto para mejorar el rendimiento mental o prevenir el deterioro mental
o un producto para mejorar la piel. Una bebida segun la invenciéon puede ser en forma de un polvo o concentrado
liqguido que se mezcla con un liquido adecuado, por ejemplo agua o leche, antes de su consumo; o una bebida lista
para beber.

En realizaciones dirigidas a mejorar la absorcion de los nutrientes lipofilos, los nutrientes lipofilos se administran al
sujeto en una composicién nutricional que comprende el nutriente lipofilo y un aceite portador de MDG lipofilo de la
composicion nutricional. Puede mejorarse la absorcion de los nutrientes lipéfilos en una o mas maneras mensurables.
La absorcion de los nutrientes lipdfilos puede mejorarse aumentando la concentracién plasmatica maxima de los
nutrientes en la sangre del sujeto que ingiere. La absorcion de los nutrientes lipofilos puede mejorarse prolongando la
absorcion plasmética de los nutrientes en la sangre del sujeto que ingiere durante un periodo de dias o semanas. La
absorcion de los nutrientes lipofilos puede mejorarse aumentando la concentracion plasmatica total de los nutrientes
en la sangre del sujeto que ingiere durante un periodo de dias o semanas.

En realizaciones en las que el compuesto lip&filo es la luteina, la composicion nutricional en polvo que incluye la luteina
puede ser administrada para mejorar la degeneracién macular relacionada con la edad y otras enfermedades y
trastornos de la retina. Aunque en algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion se pueden dirigir a
individuos que tienen degeneracion macular relacionada con la edad u otras enfermedades y trastornos de la retina,
los métodos de la presente divulgacion tal como se describe en este documento también pretenden en algunas
realizaciones incluir el uso de tales métodos en individuos "en riesgo", incluyendo a los individuos no afectados por o
de otra manera afectados por la degeneracién macular relacionada con la edad u otras enfermedades o trastornos de
la retina, con el fin de prevenir, minimizar o retrasar el desarrollo de tales enfermedades y afecciones con el tiempo.
Para tales fines de prevencion, los métodos de la presente divulgacion incluyen preferentemente administracion
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continua y diaria de la composicion como se describe en este documento. Tales métodos preventivos pueden ser
dirigidos a adultos o a otras personas, particularmente adultos mayores, que son susceptibles de desarrollar
degeneracion macular relacionada con la edad u otras enfermedades y trastornos de la retina debido a
consideraciones hereditarias, consideraciones medioambientales y similares.

La composicién que incluye vitamina D puede administrarse a los sujetos para promover el desarrollo de huesos
saludables, reducir la deficiencia de vitamina D, aumentar la resistencia 0sea, preservar o aumentar la mineralizacion
Osea y preservar o aumentar la densidad mineral ésea. La composicion que incluye vitamina D también puede ser
administrada a sujetos que padecen de o estan en riesgo de padecer enfermedades y afecciones asociados con la
mineralizaciéon ésea inadecuada, tales como raquitismo, osteomalacia, osteoporosis, osteopenia y fracturas éseas.
Los sujetos que reciben la composicion con vitamina D pueden incluir, pero no se limitan a, mujeres embarazadas y
puérperas, lactantes, nifios, adolescentes, adultos, mujeres posmenopdusicas y adultos mayores. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacion se dirigen a mujeres embarazadas o puérperas, para promover
el desarrollo de hueso sano en el feto o el bebé en desarrollo. En algunas realizaciones, los métodos de la presente
divulgacion se dirigen a lactantes y nifios, para promover el desarrollo de huesos sanos y prevenir el raquitismo o
fracturas 6seas en el nifio en crecimiento. En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion se dirigen
a adolescentes y adultos, para promover la mayor mineralizacion 6sea y densidad mineral ésea. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacion se dirigen a mujeres post-menopausicas, para prevenir o retardar
la aparicion de la osteoporosis. En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion se dirigen a los
adultos con osteomalacia, osteoporosis, osteopenia, u otras enfermedades y trastornos 6seos. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacion se dirigen a individuos "en riesgo", incluyendo a los individuos
afectados por o no afectados por osteomalacia, osteoporosis, osteopenia, pérdida de equilibrio y caidas, fracturas
Oseas, u otras enfermedades o trastornos 6seos, con el fin de prevenir, minimizar o retrasar el desarrollo de tales
enfermedades y condiciones con el tiempo. Para tales fines de prevencion, desarrollo y mantenimiento, los métodos
de la presente divulgacion incluyen preferentemente administracion continua y diaria de la composicidon como se
describe en este documento. Tales métodos de desarrollo, mantenimiento y de prevencion estan dirigidos a sujetos
tales como mujeres embarazadas y puérperas, bebés, nifios, adolescentes, adultos, mujeres posmenopausicas y
adultos mayores. Los métodos preventivos estan dirigidos particularmente a los adultos mayores que son susceptibles
a desarrollar osteoporosis relacionada con la edad, osteopenia, pérdida de equilibrio o caida, huesos rotos, u otras
enfermedades y trastornos asociados con el consumo insuficiente de vitamina D o la mineralizacién inadecuada del
hueso.

En estas realizaciones, un sujeto consume deseablemente porciones de la composicién que proporcionan una
cantidad eficaz de vitamina D por dia. Las cantidades eficaces de vitamina D varian desde aproximadamente 50 IU a
aproximadamente 7.500 IU al dia, incluyendo desde aproximadamente 100 IU al dia a aproximadamente 5.000 IU al
dia, incluyendo desde aproximadamente 200 IU al dia a aproximadamente 2.500 |U al dia, incluyendo desde
aproximadamente 250 |U al dia a aproximadamente 1.500 IU al dia, incluyendo desde aproximadamente 400 IU al dia
a aproximadamente 1.000 IU al dia, e incluyendo desde aproximadamente 500 |U al dia a aproximadamente 800 |U
al dia.

En realizaciones en las que el nutriente lipdfilo es vitamina E, la composicién nutricional que incluye la vitamina E
puede administrarse a los sujetos para proporcionar antioxidantes, promover la salud cardiovascular y prevenir o
reducir los riesgos de algunos tipos de cancer. Los sujetos que reciben la composicion nutricional con vitamina E
pueden incluir, pero no se limitan a, mujeres embarazadas y puérperas, lactantes, nifios y adultos. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden dirigirse a mujeres embarazadas o puérperas, para
promover el desarrollo sano en el feto o el bebé en desarrollo. En algunas realizaciones, los métodos de la presente
divulgacion pueden dirigirse a lactantes y nifios para promover el desarrollo sano en el nifio en desarrollo. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacién pueden ser dirigidos a adultos que tienen enfermedad
cardiovascular. En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion se dirigen a individuos "en riesgo",
incluyendo a los individuos afectados por o no afectados por cancer, enfermedad cardiovascular u otras enfermedades
o trastornos, con el fin de prevenir, minimizar o retrasar el desarrollo de tales enfermedades y condiciones con el
tiempo. Para tales fines de prevencion, desarrollo y mantenimiento, los métodos de la presente divulgacion incluyen
preferentemente administracion continua y diaria de la composicién nutricional como se describe en este documento.
Tales métodos de desarrollo, mantenimiento y de prevencién pueden dirigirse a sujetos tales como mujeres
embarazadas y puérperas, bebés, nifios y adultos, especialmente adultos mayores que son susceptibles a desarrollar
cancer, enfermedades cardiovasculares, u otras enfermedades y trastornos debido a consideraciones hereditarias,
consideraciones medioambientales y similares.

En realizaciones en las que el nutriente lipdfilo es DHA, la composicién nutricional que incluye DHA puede
administrarse a los sujetos para promover el sano desarrollo del sistema nervioso central, ojo y cerebro, mantener la
salud general del cerebro, prevenir o reducir la disminucion relacionada con la edad en el funcionamiento mental y
reducir los trastornos y las enfermedades cardiovasculares y otras. Los sujetos que reciben la composicién nutricional
con DHA pueden incluir, pero no se limitan a, mujeres embarazadas y puérperas, lactantes, nifios y adultos. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden dirigirse a mujeres embarazadas o puérperas, para
promover el desarrollo del sistema nervioso central, ojo y cerebro en el feto o el bebé en desarrollo. En algunas
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realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden dirigirse a lactantes y nifios para promover el desarrollo
del sistema nervioso central, ojo y cerebro en el nifio en desarrollo. En algunas realizaciones, los métodos de la
presente divulgacién pueden ser dirigidos a adultos para mantener la salud general del cerebro, prevenir o reducir la
disminucion relacionada con la edad en el funcionamiento mental y reducir los trastornos y las enfermedades
cardiovasculares y otras. En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacién se dirigen a individuos "en
riesgo", incluyendo a los individuos afectados por o no afectados por disminuciones relacionadas con la edad en el
funcionamiento mental o enfermedad cardiovascular, con el fin de prevenir, minimizar o retrasar el desarrollo de tales
enfermedades y condiciones con el tiempo. Para tales fines de prevencion, desarrollo y mantenimiento, los métodos
de la presente divulgacién incluyen preferentemente administracion continua y diaria de la composicién nutricional
como se describe en este documento. Tales métodos de desarrollo, mantenimiento y de prevencién pueden dirigirse
a sujetos tales como mujeres embarazadas y puérperas, bebés, nifios y adultos, especialmente adultos mayores que
son susceptibles a desarrollar disminuciones relacionadas con la edad en el funcionamiento mental, enfermedades
cardiovasculares, u otras enfermedades y trastornos debido a consideraciones hereditarias, consideraciones
medioambientales y similares.

La composicion nutricional que incluye aceite HPAV y un componente de aceite de MDG activado o premezcla
protegida puede ser administrada a los nifios para mejorar la absorcién de acido palmitico, promover el desarrollo de
huesos sanos y mantener la densidad mineral del hueso sano. Los sujetos que reciben la composicién con un aceite
HPAV y un componente de aceite de MDG activado o premezcla protegida incluyen, pero no se limitan a, bebés
prematuros y a término. En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden dirigirse a lactantes,
para promover el desarrollo de huesos sanos y mantener la densidad mineral del hueso sano en el lactante en
crecimiento. Para tales fines de desarrollo y mantenimiento, los métodos de la presente divulgacion incluyen
preferentemente administracion continua y diaria de la composicidn nutricional como se describe en este documento.
Tales métodos de desarrollo y mantenimiento pueden ser dirigidos a sujetos como los lactantes prematuros y a
término.

En estas realizaciones, un lactante consume deseablemente porciones de la composicion que proporcionan
cantidades eficaces del aceite HPAV por dia. Las cantidades eficaces del aceite HPAV varian de aproximadamente
0,6 g a aproximadamente 18 g por dia, incluyendo aproximadamente 1 g por dia a aproximadamente 15 g por dia,
incluyendo de aproximadamente 2,5 g por dia a aproximadamente 12.5 g por dia, incluyendo de aproximadamente 5
g por dia a aproximadamente 10 g por dia y entre aproximadamente 6 g por dia a aproximadamente 8 g por dia.

La composicion nutricional que incluye DHA y luteina puede administrarse a los sujetos para promover el sano
desarrollo del ojo y la retina, mantener la salud general del ojo y prevenir o reducir la degeneracién macular relacionada
con la edad y otras enfermedades y trastornos del ojo. Los sujetos que reciben la composicién nutricional con DHA y
luteina pueden incluir, pero no se limitan a, mujeres embarazadas y puérperas, lactantes, nifios y adultos. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden dirigirse a mujeres embarazadas o puérperas, para
promover el desarrollo del ojo y la retina y una visién saludable en el feto o el bebé en desarrollo. En algunas
realizaciones, los métodos de la presente divulgacion pueden dirigirse a lactantes para promover el desarrollo del ojo
y la retina y la agudeza visual en el nifio en crecimiento. En algunas realizaciones, los métodos de la presente
divulgacion pueden estar dirigidos a nifios y adultos para mejorar la agudeza visual, mejorar la recuperacion de la
fototension o reducir la sensibilidad al resplandor. En algunas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion
pueden ser dirigidos a adultos que tienen degeneracién macular relacionada con la edad, glaucoma, cataratas,
queratoconjuntivitis lagrimal, u otras enfermedades y trastornos del ojo. En algunas realizaciones, los métodos de la
presente divulgacion se dirigen a individuos "en riesgo", incluyendo a los individuos afectados por o no afectados por
degeneracion macular relacionada con la edad, glaucoma, cataratas, queratoconjuntivitis lagrimal, retinopatia
diabética u otras enfermedades o trastornos, con el fin de prevenir, minimizar o retrasar el desarrollo de tales
enfermedades y condiciones con el tiempo. Para tales fines de prevencion, desarrollo y mantenimiento, los métodos
de la presente divulgacion incluyen preferentemente administracion continua y diaria de la composiciéon nutricional
como se describe en este documento. Tales métodos de desarrollo, mantenimiento y de prevencién pueden dirigirse
a sujetos tales como mujeres embarazadas y puérperas, bebés, nifios y adultos, especialmente adultos mayores que
son susceptibles a desarrollar degeneraciéon macular relacionada con la edad u otras enfermedades y trastornos del
ojo debido a consideraciones hereditarias, consideraciones medioambientales y similares.

En estas realizaciones, un sujeto consume deseablemente porciones de la composicién que proporcionan cantidades
eficaces de DHA y luteina por dia. Las cantidades eficaces de DHA varian de aproximadamente 5 mg a
aproximadamente 10 g por dia, incluyendo aproximadamente 10 mg por dia a aproximadamente 1 g por dia,
incluyendo de aproximadamente 20 mg por dia a aproximadamente 500 mg por dia, incluyendo de aproximadamente
40 mg por dia a aproximadamente 200 mg por dia y entre aproximadamente 80 mg por dia a aproximadamente 150
mg por dia. Las cantidades eficaces de luteina varian de aproximadamente 5 ug a aproximadamente 10 mg por dia,
incluyendo aproximadamente 10 ug por dia a aproximadamente 5 mg por dia, incluyendo de aproximadamente 25 ug
por dia a aproximadamente 1 mg por dia, incluyendo de aproximadamente 50 ug por dia a aproximadamente 500 pg
por dia e incluyendo entre aproximadamente 100 ug por dia a aproximadamente 250 ug por dia.

En estas realizaciones, un individuo consume deseablemente al menos una porcion de la composicion nutricional
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todos los dias y en algunas realizaciones, puede consumir dos, tres o incluso mas porciones por dia. Cada porcion se
administra deseablemente como una sola dosis sin dividir, aunque la porcién también puede ser dividida en dos o mas
porciones parciales o divididas para tomarse dos o mas veces durante el dia. Los métodos de la presente divulgacion
incluyen administracion continua dia tras dia, asi como administracion periédica o limitada, aunque la administracion
continua dia tras dia es generalmente deseable. La composicién nutricional puede ser para su uso en lactantes, nifios
y adultos.

La composicion nutricional tiene multiples aspectos, ilustrados por los siguientes ejemplos no limitantes.
5. Ejemplos

Se entiende que la anterior descripcién detallada y los ejemplos que se acompafan son meramente ilustrativos y no
deben tomarse como limitaciones al alcance de la invencion, que se define Unicamente por las reivindicaciones
adjuntas y sus equivalentes.

Los siguientes ejemplos ilustran realizaciones y/o caracteristicas especificas de la composicion nutricional que
comprende una mezcla activada y la composicién que comprende una premezcla protegida. Todas las cantidades
ejemplificadas son porcentajes en peso con base en el peso total de la composicion, a menos que se especifique lo
contrario.

La composicion ejemplificada puede prepararse conforme a los métodos de produccion descritos en este documento,
tal que cada composicion nutricional o farmacéutica ejemplificada tenga biodisponibilidad mejorada de compuesto
lipdfilo.

Los siguientes detalles pueden aplicarse a los Ejemplos que se enumeran a continuacién cuando sea apropiado. Los
cambios fuera de los detalles que figuran a continuacion se citan en los ejemplos especificos.

El sistema de cromatografia por exclusiéon de tamafio (SEC) utilizado en los Ejemplos siguientes es como sigue:
Columna: Superdex Peptide 10/300 GL, GE Healthcare P/N 17-5176-01; Fase Movil: 700 ml de agua Milli-Q Plus, 300
ml de acetonitrilo; 1,0 ml de &cido trifluoroacético; Velocidad de Flujo: 0,4 ml/minuto; Temperatura: ambiente (~ 21 °C);
Deteccion de: luz UV a 214 nm, 280 nm; luz visible a 476 nm; Inyeccién: 10 yl; Tiempo de ejecucion: 70 minutos;
Preparacion de muestras: diluir 0,6-1,1 g por 10 ml con Fase Movil; Calibracion: por 6 proteinas purificadas de
referencia, 14,2 — 160 kDa.

El ensamble de luteina de alto peso molecular se determina como sigue: Pico de elucién de SEC < 20,0 minutos,
usando la deteccion de luz visible en 476 nm (maximo de absorbancia de luteina). El ensamble de luteina de alto peso
molecular (MW) es un agregado macromolecular dispersable en agua o soluble en agua, de proteina dominante, en
el que se une la luteina. El tamafio del ensamble de luteina de alto MW se encuentra aproximadamente en el rango
de 60 — 380 kDa (~60-95A). La concentracion del ensamble de luteina de alto MW se cuantifica como area pico (mAU-
min a 476 nm) por mg de muestra inyectada. Los valores reportados como ensamble de luteina de alto MW no son
concentraciones absolutas de luteina enlazada, sino al contrario son medidas relativas de la luteina enlazada en estos
agregados macromoleculares de alto MW pero dispersables/solubles en agua.

La proteina > 137 kDa se determina como sigue: Pico de eluciéon de SEC < 18,0 minutos, usando la deteccién UV a
214 nm (un enlace de péptido y sefial de cadena lateral de aminoacido). El pico consiste predominantemente de
proteinas agregadas; por ejemplo, su tamafio es mas grande que todas las proteinas principales de la leche (~ 14 a
25 kDa), de modo que la proteina en este pico (> 137 kDa) es considerada como agregada pero aun
dispersable/soluble en agua, y capaz de encapsular la luteina y otras vitaminas/nutrientes solubles en aceite. Se
cuantifica como g de proteina por kg de muestra. El area pico de la proteina se mide frente a una concentraciéon
conocida para proporcionar los g/kg de dicha proteina.

El indice lipdfilo enlazado se determina como sigue: un indicador no especifico de nutrientes lipéfilos (incluyendo
luteina y cualquier combinacién de otras vitaminas solubles en aceite) en el pico de proteina de alto MW (descrito
anteriormente). El valor reportado es la proporcion del area pico, 280 nm/214 nm, para el pico de elucion de SEC =<
18,0 minutos, un marcador relativo de concentracion de nutrientes lipdfilos en el agregado de alto MW. La validez del
indice esta basada en el hecho de que las proporciones de 280 nm/214 nm de nutrientes lipdfilos es > que el de las
proteinas.

Ejemplos 1-5

Los Ejemplos 1-5 muestran las férmulas para lactantes en polvo de la presente divulgacion, cuyos ingredientes se
enumeran en la tabla siguiente. Todas las cantidades de ingredientes se enumeran como kg por lote de 1000 kg, a
menos que se especifique lo contrario.

Tabla 3: Ingredientes de la Composicion Nutricional para los Ejemplos 1-5 y otras Composiciones Ejemplificadas.
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INGREDIENTE EJEMPLO 1 EJEMPLO 2 |[EJEMPLO 3| EJEMPLO 4 EJEMPLO 5
Jarabe de maiz 504,1 504,1 504,1 504,1 504,1
@JSI';SO de proteina de soja - 5 1448 1448 1448 1448 144,8
Aceite de girasol 112,5 112,5 101,3 112,5 112,5
Sacarosa 98,3 98,3 98,3 98,3 98,3
Aceite de soja 83,9 83,9 75,5 83,9 83,9
Aceite de coco 75,6 75,6 68,0 75,6 75,6
Fructooligosacaridos 17,0 17,0 17,0 17,0 17,0
Citrato de potasio 16,5 16,5 16,5 16,5 16,5
Fosfato de calcio 16,4 16,4 16,4 16,4 16,4
Cloruro de sodio 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
Aceite de ARA 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Cloruro de magnesio 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
L-Metionina 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
Acido ascorbico 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
Aceite DHA 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
lc\i/ilgeﬁgzigss%?tr;?ég aprox. 622,0 g |aprox. 590,9 g| aprox. 27,2 | aprox. 653,1 g | aprox. 685,0 g
Monoglicéridos y Diglicéridos 621,09 590,3 g 27,0 652,79 683,59
Luteina 945,0 mg 566 mg 200g 392 mg 1-59
Cloruro de Colina 507,79 507,79 507,79 507,79 507,79
Taurina 45759 457,59 45759 457,59 45759
Inositol 353,09 353,09 353,09 353,09 353,09
Palmitato de ascorbilo 347549 34759 347,59 34759 347,59
Sulfato ferroso 319,2¢g 319,2¢ 319,2¢ 319,2¢ 319,2¢
Tocoferoles mixtos 157,29 157,2 g 157,29 157,2 g 157,29
L-Carnitina 112,79 112,79 112,79 112,7 g 112,7 g
Niacinamida 979¢ 979¢g 979¢g 979¢ 979¢g
Acetato de d-alfa-tocoferol 78,89 78,89 78,849 78,89 78,89
Pantotenato d-calcico 58,79 58,79 58,79 58,79 58,79
Cinc 56,0 g 56,0 g 56,0 g 56,0 g 56,0 g
Hierro 16,9g 16,99 16,99 16,99 16,99
Tiamina 15,2g 15,29 15,29 15,29 15,2 g
Palmitato de Vitamina A 14,89 14,89 14,89 14,89 1489
Cobre 7-2g 2-29 7-29 7-29 7-29
Riboflavina 6,79 6,79 6,79 6,79 6,79
Clorhidrato de piridoxina 6,19 6,19 6,19 6,19 6,19
Acido Félico 2-1g 2-1g 2-1g 2-1g 2-1g
'Yoduro de potasio 119 1-1g 1-19 1-1g 1-19
Filoquinona 857,1 mg 857,1 mg 857,1 mg 857,1 mg 857,1 mg
Vitamina D3 103,7 mg 103,7 mg 103,7 mg 103,7 mg 103,7 mg
Licopena 980,0 mg 980,0 mg 980,0 mg 980,0 mg 980,0 mg
Biotina 592,5 mg 592,5 mg 592,5 mg 592,5 mg 592,5 mg
Beta-Caroteno 215,6 mg 215,6 mg 215,6 mg 215,6 mg 215,6 mg
Selenio 147,0 mg 147,0 mg 147,0 mg 147,0 mg 147,0 mg
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INGREDIENTE EJEMPLO 1 EJEMPLO 2 |EJEMPLO 3| EJEMPLO 4 EJEMPLO 5
Cianocobalamina 71,3 mg 71,3 mg 71,3 mg 71,3 mg 71,3 mg
Ejemplos 6-10

Los Ejemplos 6-10 muestran las férmulas para lactantes en polvo de la presente divulgacion, cuyos ingredientes se
enumeran en la tabla siguiente. Todas las cantidades de ingredientes se enumeran como kg por lote de 1000 kg, a
menos que se especifique lo contrario.

Tabla 4: Ingredientes de la Composicion Nutricional para los Ejemplos 6-10 y otras Composiciones Ejemplificadas.

INGREDIENTE EJEMPLO 6 | EJEMPLO 7 | EJEMPLO 8 | EJEMPLO9 | EJEMPLO 10
Leche desnatada 2057,3 2057,3 2057,3 2057,3 2057,3
Lactosa 4141 4141 4141 4141 4141
Aceite de girasol 111,1 88,9 111,1 111,1 111,1
Aceite de soja 83,3 66,6 83,3 83,3 83,3
Aceite de coco 74,6 59,7 74,6 74,6 74,6
GOS 72,3 72,3 72,3 72,3 72,3
Concentrado de proteina de suero 49,4 494 49,4 49,4 49,4
I(-EggoDliﬁ?do de proteina de suero 56 56 56 56 56
Citrato de potasio 3,4 3,4 3,4 34 3,4
ARA 29 29 29 29 29
Carbonato de calcio 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
Hidroxido de potasio 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
Lecitina de soja 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
DHA 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Acido ascorbico 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Bitartrato de colina 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Cloruro de magnesio 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2

Mezcla de mono-y|

diglicérido/Luteina aprox. 1,10 aprox. 53,8 aprox. 0,99 | aprox. 1,155 aprox. 1,21

Monoglicéridos y Diglicéridos 1,10 53,5 0,99 1,153 1,21
Luteina 2,659 320 g 568 mg 239 385 mg
Cloruro de sodio 1 1 1 1 1
Taurina 428 g 428 g 428 g 428 g 428 g
L-Triptofan 27749 2779 2779 2779 27749
Monofosfato de citidina 5' 257 g 257 g 257 g 257 g 257 g
Mio-inositol 257 g 257 g 257 g 257 g 257 g
Palmitato de ascorbilo 200g 200 g 200 g 200g 200 g
g”u°a“n°;§f’::tg.dis"’di°° de 187 g 187 g 187 g 187 g 187 g
Monofosfato disédico de uridina 5' 163 g 163 g 163 g 163 g 163 g
Monohidrato de sulfato ferroso 130,6 g 130,6 g 130,6 g 130,6 g 130,6 g
Acetato de RRR-a-tocoferol 119,79 119,7¢g 119,7 g 119,7 g 119,7 g
Tocoferol-2 106,7 g 106,7 g 106,7 g 106,7 g 106,7 g
Monohidrato de sulfato de cinc 104 g 104 g 104 g 104 g 104 g
Monofosfato de adenosina 5' 98 g 98 g 98¢ 98 g 98¢
Sulfato ferroso 88 ¢ 88 ¢ 889 88g 889
Tocoferoles mixtos 7749 7749 7749 7749 7749
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INGREDIENTE EJEMPLO 6 | EJEMPLO7 | EJEMPLO 8 | EJEMPLO9 | EJEMPLO 10
Niacinamida 59¢g 59¢g 59¢ 59¢g 59¢
L-Carnitina 43 g 43 g 43 g 43 g 43 g
D-pantotenato calcico 429 429 429 429 429
Palmitato de retinilo 139 13¢g 1349 139 1349
Sulfato de cobre 119 11g 1149 1149 1149
HCI de tiamina 99 99 9g 9¢g 9g
HCI de piridoxina 5g 59 5g 5g 5g
Riboflavina 5g 59 5g 5g 5g
mZzggfésé‘o de sulfato de 3g 3g 3g 3g 3g
Acido félico 796 mg 796 mg 796 mg 796 mg 796 mg
B-Caroteno 770 mg 770 mg 770 mg 770 mg 770 mg
Filoquinona 618 mg 618 mg 618 mg 618 mg 618 mg
'Yoduro de potasio 550 mg 550 mg 550 mg 550 mg 550 mg
d-Biotina 238 mg 238 mg 238 mg 238 mg 238 mg
Selenato sdédico 117 mg 117 mg 117 mg 117 mg 117 mg
Colecalciferol 93 mg 93 mg 93 mg 93 mg 93 mg
Cianocobalamina 8 mg 8 mg 8 mg 8 mg 8 mg

Ejemplos 11-15

Los Ejemplos 11-15 muestran las formulas para adultos en polvo de la presente divulgacion, cuyos ingredientes se
enumeran en la tabla siguiente. Todas las cantidades de ingredientes se enumeran como kg por lote de 1000 kg, a
menos que se especifique lo contrario.

Tabla 5: Ingredientes de la Composicion Nutricional para los Ejemplos 11-15 y otras Composiciones Ejemplificadas.

INGREDIENTE EJEMPLO 11 | EJEMPLO 12 | EJEMPLO 13 | EJEMPLO 14 | EJEMPLO 15
Jarabe de maiz 259,86 259,86 259,86 259,86 259,86
Maltodextrina de maiz 216,25 216,25 216,25 216,25 216,25
Sacarosa 177,95 177,95 177,95 177,95 177,95
Aceite de maiz 155,4 155,4 155,4 155,4 155,4
Caseinatos de sodio y calcio 152,43 152,43 152,43 152,43 152,43
Caseina acida 132,97 132,97 132,97 132,97 132,97
Caseinato de calcio 19,46 19,46 19,46 19,46 19,46
Aislado de proteina de soja 28,94 28,94 28,94 28,94 28,94
I\DAiZﬁ(c::Ericéi/“I_AStgci’r;g aprox. 15,53 aprox. 15,6 aprox. 2,3 aprox. 7,8 aprox. 5,91
Monoglicéridos y Diglicéridos 15,50 15,57 2,3 7,8 5,91
Luteina 299 34,09 509 259 12,59
Saborizante artificial 14,55 14,55 14,55 14,55 14,55
Citrato de potasio 10,75 10,75 10,75 10,75 10,75
20 % Citrato de Potasio 3,22 3,22 3,22 3,22 3,22
Citrato de potasio 7,54 7,54 7,54 7,54 7,54
Cloruro de magnesio 7,53 7,53 7,53 7,53 7,53
Fosfato de calcio 6,23 6,23 6,23 6,23 6,23
Citrato de sodio 5,66 5,66 5,66 5,66 5,66
Cloruro de potasio 3,79 3,79 3,79 3,79 3,79

40




ES 2725891 T3

INGREDIENTE EJEMPLO 11 | EJEMPLO 12 | EJEMPLO 13 | EJEMPLO 14 | EJEMPLO 15
Lecitina de soja 3,44 3,44 3,44 3,44 3,44
Acido ascorbico 1,91 1,91 1,91 1,91 1,91
Cloruro de colina 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64
Sulfato de cinc 155,89 155,8 g 155,89 155,8 g 155,89
Acetato de dl-alfa-tocoferol 129,6 g 1296 g 129,6 g 129,6 g 129,6 g
Niacinamida 1242 g 1242 g 1242 g 124,2 g 1242 g
Sulfato ferroso 121,79 121,79 121,79 121,79 121,79
Pantotenato de calcio 80,3 g 80,3 ¢g 80,3 g 80,3 g 80,3 g
Sulfato de manganeso 38,79 38,79 38,79 38,79 38,79
Sulfato cuprico 21149 21149 21149 2119 2119
Clorhidrato de cloruro de tiamina 20,59 20,5¢ 20,59 20,59 20,59
Clorhidrato de Piridoxina 19,89 19,89 19,89 19,89 19,89
Riboflavina 16,0 g 16,09 16,0 g 16,09 16,09
Palmitato de Vitamina A 10,4 g 10,4 g 10,4 g 10,4 g 10,4 g
Acido Folico 2849 28g 2849 2849 2849
Biotina 2449 2449 2449 2449 2449
Cloruro de cromo 1,39 1,39 1,39 1,39 1,39
Molibdato sédico 1,09 1,09 1,09 1,09 1,09
'Yoduro de potasio 0,44 g 0,449 0,44 g 0,44 g 0,44 g
Selenato sédico 043¢g 043¢g 043¢ 0,43 g 0,43 g
Filoquinona 0,22 g 0,22 g 0,22 g 0,22 g 0,22 g
Cianocobalamina 0,05¢g 0,05¢g 0,05¢g 0,05¢ 0,05¢
Vitamina D3 0,03 g 0,03 g 0,03¢g 0,03 ¢ 0,03 g

Ejemplos 16-18

Los Ejemplos 16-18 muestran las formulas para adultos liquidas de la presente divulgacién, cuyos ingredientes se
enumeran en la tabla siguiente. Todas las cantidades de ingredientes se enumeran como kg por lote de 1000 kg, a
menos que se especifique lo contrario.

Tabla 6: Ingredientes de la Composicidon Nutricional para los Ejemplos 16-18 y otras Composiciones Ejemplificadas.

Ingrediente Ejemplo 16 | Ejemplo 17 | Ejemplo 18
Agua QS QS QS
Jarabe de maiz 33 kg 33 kg 33 kg
Maltodextrina 28 kg 28 kg 28 kg
Sacarosa 19,4 kg 19,4 kg 19,4 kg
ncrabin”” ok | etk | 24k
Monoglicéridos y Diglicéridos 9,6 kg 5,1 kg 2 kg
Aceite de acido
docosahexaenoico (60 % DHA 8,7 kg 1 kg 0,4 kg
en aceite vegetal)
Caseinato 8,7 kg 8,7 kg 8,7 kg
o e oo de o TR
Aceite de colza - 2 kg 3,3 kg
Proteina de soja 3,7 kg 3,7 kg 3,7 kg
Proteina de suero 3,2kg 3,2kg 3,2kg
Caseinato 2,9 kg 29kg 2,9 kg
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Aceite de maiz - 1 kg 1,6 kg
TriFosfato de calcio 1,4 kg 1,4 kg 1,4 kg
Citrato de potasio 1,3 kg 1,3 kg 1,3 kg
Fosfato de magnesio 952 gm 952 gm 952 gm
Lecitina 658 gm 658 gm 658 gm
Cloruro de magnesio 558 gm 558 gm 558 gm
Sabor de vainilla 544 gm 544 gm 544 gm
Cloruro de sodio 272 gm 272 gm 272 gm
Carragenina 227 gm 227 gm 227 gm
Cloruro de colina 218 gm 218 gm 218 gm
Premezcla de UTM/TM 165 gm 165 gm 165 gm
Cloruro de potasio 146 gm 146 gm 146 gm
Acido ascérbico 145 gm 145 gm 145 gm
Citrato de sodio 119 gm 119 gm 119 gm
Hidréxido de potasio 104 gm 104 gm 104 gm
Aceite de 4cido

docosahexaenoico (60 % DHA 8,7 kg 1 kg 1kg
en aceite vegetal)

Premezcla de WSV 33gm 33 gm 33gm
Premezcla de Vit DEK 29 gm 29 gm 29 gm
Vitamina A 3,7gm 3,7gm 3,7gm
'Yoduro de potasio 86 mcg 86 mcg 86 mcg

Ejemplo 19

En este Ejemplo, el efecto de la mezcla de luteina, un nutriente de lipido polar, en una combinacion de monoglicéridos
y diglicéridos en la biodisponibilidad de la luteina es evaluado y comparado con la biodisponibilidad de la luteina que
se mezcla con aceites a base de triglicéridos tipicos.

Ratas Sprague Dawley macho con peso entre 280 y 330 gramos fueron alimentadas con Purina Rat Chow normal
comercialmente disponible durante una semana. Después las ratas se mantuvieron en ayuno durante la noche antes
de la cirugia y, bajo anestesia, se realizdé una laparotomia y el conducto linfatico intestinal fue canulado segun el
procedimiento de Tso et al., “The Absorption of Lipid and Lipoprotein Synthesis,” Lipid Research Methodology, Capitulo
5:191-216 (1984) Alan R. Liss, Inc., NY, NY, incorporado en este documento por referencia al grado consistente con
el mismo. La arteria mesentérica superior fue aislada, pero no ocluida. Se colocé un tubo de infusion de silicio (1,6
mm OD) en el estdmago para infusion futura de una muestra. Se cerr6 la incisién fundica mediante una sutura de
cadena. A las ratas se les permitié recuperarse durante 24 horas antes de comenzar la infusion.

Las muestras de prueba incluyeron las siguientes soluciones: (1) luteina en aceite de cartamo (control); (2) luteina en
monoglicéridos y diglicéridos derivados de aceite de maiz; y (3) luteina en monoglicéridos y diglicéridos de aceite de
girasol de alto contenido oleico.

Las ratas se asignaron al azar a tres grupos. Los animales fueron infundados intragastricamente 24 horas después de
la cirugia con 20 mg/kg de luteina de sus respectivas soluciones que contienen luteina.

Las linfas se recolectaron en tubos previamente enfriados 1 hora antes de las infusiones de luteina (en ayunas) y
luego cada hora durante 6 horas después del inicio de la infusién. Al final de la infusién de 6 horas, las ratas fueron
sacrificadas por exsanguinacion.

Los lipidos de linfa se extrajeron y analizaron para concentracion de luteina mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento con deteccion ultravioleta de longitud de onda programada (Craft Technologies, Wilson, NC).

La Figura 1 muestra la velocidad de flujo linfatico por hora durante un periodo de 6 horas después de la administracion
de luteina. La Figura 2 muestra la produccion por hora de luteina en la linfa durante un periodo de 6 horas después
de la administracién de luteina. La Figura 3 muestra la absorcion linfatica acumulativa de luteina durante un periodo
de 6 horas después de la administracion de luteina. La Figura 4 muestra el cambio porcentual en la absorcion linfatica
de luteina de luteina con mono- y diglicéridos en comparacién con el control durante un periodo de 6 horas.
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Como se muestra en la Figura 1, el flujo linfatico medio en ayunas para los tres grupos de ratas vari6 entre 2,3 y 2,6
mi/h. En todos los grupos, el flujo linfatico aumenté significativamente después de la infusion de luteina y alcanzé una
produccién méxima entre 2,7 y 3,9 ml/h durante 2-3 horas después de la infusién de lipidos. No hubo diferencias en
las velocidades de flujo linfatico entre los grupos que indicaran que el uso de luteina en mono- y diglicéridos no afectara
significativamente las velocidades de flujo linfatico frente al control de luteina en triglicéridos. La Figura 2 muestra la
produccion linfatica de luteina en ug/h durante las primeras 6 horas después de la alimentacion gastrica de las 3
muestras diferentes de luteina. La produccion linfatica de luteina aumento en todos los grupos durante las primeras 3
horas y alcanzé un estado estacionario de la hora 3 a la hora 5 después de la administracion de luteina. Sin embargo,
hubo un aumento significativo en las cantidades de la produccion linfatica de luteina 2-6 horas después de la
administracion de luteina con luteina dada con mono y diglicéridos (maiz y HOSO) en comparacioén con la luteina en
el control de triglicéridos. La Figura 3 muestra las anteriores mejoras en la absorcion de luteina con mono y diglicéridos
demostrando una absorcion significativamente mayor de luteina acumulada durante el periodo de absorcion de 6 horas
(area bajo la curva (AUC)) frente a la luteina en el control de triglicéridos. Cuando estos datos se expresan como un
porcentaje de cambio en la absorcion linfatica de luteina, tal como se muestra en la Figura 4, hubo un aumento de 78
% - 88 % en la absorcion linfatica de luteina de luteina con mono y diglicéridos frente al control durante el periodo de
infusién de 6 horas. Estos datos indican que la luteina nutriente de lipido polar tiene una biodisponibilidad mejorada
en una mezcla de monoglicéridos y diglicéridos en comparacion con los aceites de triglicéridos.

Ejemplo 20

En este ejemplo, el efecto de la adicidon de una premezcla activada que incluye luteina y el efecto de la adicién de una
premezcla protegida sobre la biodisponibilidad de la luteina en una composicion nutricional es evaluado y comparado
con la biodisponibilidad de la luteina que normalmente se afade a aceites a base de triglicéridos antes de la adicion
de la composicion nutricional.

Ratas Sprague Dawley macho con peso entre 280 y 330 gramos fueron alimentadas con Purina Rat Chow normal
comercialmente disponible durante una semana. Después las ratas se mantuvieron en ayuno durante la noche antes
de la cirugia y, bajo anestesia, se realizdé una laparotomia y el conducto linfatico intestinal fue canulado segun el
procedimiento de Tso et al., “The Absorption of Lipid and Lipoprotein Synthesis,” Lipid Research Methodology, Capitulo
5:191-216 (1984) Alan R. Liss, Inc., NY, NY, incorporado en este documento por referencia al grado consistente con
el mismo. La arteria mesentérica superior fue aislada, pero no ocluida. Se colocé un tubo de infusion de silicio (1,6
mm OD) en el estdmago para infusion futura de una muestra. Se cerr6 la incisién fundica mediante una sutura de
cadena. A las ratas se les permitié recuperarse durante 24 horas antes de comenzar la infusion.

Las muestras de prueba incluyeron las siguientes composiciones nutricionales: Luteina (AET-C) afiadida al aceite de
cartamo oleico alto a 48,89 °C (120 °F) durante 10 minutos, afiadida a la solucidon de proteinas en grasa (control);
luteina (AET-1) premezclada con monoglicéridos y diglicéridos a 48,89 °C (120 °F) durante 10 minutos, lecitina afiadida
a la premezcla después del calentamiento y se le permiti6 mezclarse durante 5 minutos, afadida a la solucion de
proteinas en grasa para formar una premezcla protegida con MDG antes de la adicién al resto de la composicion;
luteina (AET-2) premezclada con monoglicéridos y diglicéridos a 48,89 °C (120 °F) durante 10 minutos, afiadida a la
suspension de proteina en agua para formar una premezcla activada, antes de la adicién al resto de la composicion;
luteina (AET-3) premezcladas con monoglicéridos y diglicéridos a 48,89 °C (120 °F) durante 10 minutos afiadida a la
suspension de proteinas en grasa antes de la adicion al resto de la composicién y luteina (AET-4) premezclada con
monoglicéridos y diglicéridos a 48,89 °C (120 °F) durante 10 minutos, colina afiadida como cloruro de colina a la
premezcla después del calentamiento y se le permiti6 mezclarse durante 5 minutos, afiadida a la suspension de
proteina en agua para formar una premezcla activada antes de la adicidon al resto de la composicion. Las
composiciones para cada una de las muestras de prueba se proporcionan a detalle en la siguiente tabla.

Tabla 7: Ingredientes de la Composiciéon Nutricional para el Ejemplo 20 y otras Composiciones Ejemplificadas.

AET-C AET-1 AET-2 AET-3 AET-4
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
por 1000 [Unidad| por 1000 |Unidad| por 1000 [Unidad| por 1000 |Unidad| por 100 |Unidad
kg kg kg kg Okg
Nombre ingrediente:
Ingrediente agua Q.s. kg Q.s. kg Q.S. kg Q.S. kg Q.S. kg
Lactosa 49,27 kg 49,27 kg 49,27 kg 49,27 kg 49,27 kg

Leche desnatada en polvo| 22,06 kg 22,06 kg 22,06 kg 22,06 kg 22,06 kg

Aceite de cartamo de alto
contenido oleico

Aceite de soja 10,06 kg 9,57 kg 9,57 kg 9,57 kg 9,57 kg

1344 | kg | 1278 | kg | 1278 | kg | 12,78 | kg | 12,78 | kg
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AET-C AET-1 AET-2 AET-3 AET-4
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
por 1000 [Unidad| por 1000 |Unidad| por 1000 |Unidad| por 1000 [Unidad| por 100 |Unidad
kg kg kg kg Okg
Aceite de coco 9,60 kg 9,13 kg 9,13 kg 9,13 kg 9,13 kg
Galacto-
oligosacaridos 940 kg 9,40 kg 9,40 kg 9,40 kg 9,40 kg
Concentrado de proteina
de suero 6,31 kg 6,31 kg 6,31 kg 6,31 kg 6,31 kg
Aceite de monoglicéridos
v diglicéridos 1,62 kg 1,62 kg 1,62 kg 1,62 kg
Acido ascorbico 611,99 g 611,99 g 611,99 g 611,99 g 611,99 g
Carbonato de calcio 559,70 g 559,70 g 559,70 g 559,70 g 559,70 g
Citrato de potasio 545,40 g 545,40 g 545,40 g 545,40 g 545,40 g
Aceite ARASCO
Mortierella Alpina 395,30 g 395,30 g 395,30 g 395,30 g 395,30 g
KOH 45 % 368,00 g 368,00 g 368,00 g 368,00 g 368,00 g
Centrol
(Lecitina) 346,99 g 346,99 g 346,99 g 346,99 g 346,99 g
Myverol 346,99 g 346,99 g 346,99 g 346,99 g 346,99 g
Premezcla de
Nucleotidos-Colina 314,15 g 314,15 g 314,15 g 314,15 g 314,15 g
Aceite DHASCO
Crypthecodinium Cohnii 208,80 g 208,80 g 208,80 g 208,80 g 208,80 g
Premezcla de Vit/Min/Taur| 176,00 g 176,00 g 176,00 g 176,00 g 176,00 g
Carragenina Seakem RLC| 175,26 g 175,26 g 175,26 g 175,26 g 175,26 g
Citrato de sodio 163,00 g 163,00 g 163,00 g 163,00 g 163,00 g
Cloruro de sodio 145,30 g 145,30 g 145,30 g 145,30 g 145,30 g
Cloruro de magnesio 126,50 g 126,50 g 126,50 g 126,50 g 126,50 g
Fosfato potasico dibasico | 117,60 g 117,60 g 117,60 g 117,60 g 117,60 g
Sulfato ferroso 66,50 g 66,50 g 66,50 g 66,50 g 66,50 g
Cloruro de colina 44 97 g 44 97 g 44 .97 g 44 .97 g 44,97 g
Vitamina A, D3, E,K1 35,80 g 35,80 g 35,80 g 35,80 g 35,80 g
Sulfato de magnesio 27,40 g 27,40 g 27,40 g 27,40 g 27,40 g
Sulfato de cinc 17,90 g 17,90 g 17,90 g 17,90 g 17,90 g
Luteina 12,35 g 12,35 g 12,35 g 12,35 g 12,35 g
L-Carnitina 5,50 g 5,50 g 5,50 g 5,50 g 5,50 g
Sulfato cuprico 1,90 g 1,90 g 1,90 g 1,90 g 1,90 g
Sulfato de Manganeso 110,00 | mg 110,00 | mg 110,00 | mg 110,00 | mg 110,00 mg
Acido citrico (Adyuvante Segun Segun Segun Segun Segun
sea sea sea sea sea
de Proceso) . . . . .
necesario necesario necesario necesario necesario
Segun Segun Segun Segun Segun
'Yoduro de potasio sea sea sea sea sea
necesario necesario necesario necesario necesario
Segun Segun Segun Segun Segun
Selenato sédico sea sea sea sea sea
necesario necesario necesario necesario necesario
Segun Segun Segun Segun Segun
Cloruro de potasio sea sea sea sea sea
necesario necesario necesario necesario necesario

Las ratas se asignaron al azar a cinco grupos. Los animales fueron infundados intragastricamente 24 horas después
de la cirugia con 3 ml de férmula nutricional que administré 5.8 ug de luteina por animal de sus respectivas soluciones
que contienen luteina.
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Las linfas se recolectaron en tubos previamente enfriados 1 hora antes de las infusiones de composicién nutricional
(en ayunas) y luego cada hora durante 8 horas después del inicio de la infusion. Al final de la infusion de 8 horas, las
ratas fueron sacrificadas por exsanguinacion.

Los lipidos de linfa se extrajeron y analizaron para concentracion de luteina mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento con deteccidn ultravioleta de longitud de onda programada (Craft Technologies, Wilson, NC).

La Figura 5 muestra la velocidad de flujo linfatico por hora durante un periodo de 8 horas después de la administracion
de composiciones liquidas para lactantes que contienen luteina. La Figura 6 muestra la produccién por hora de luteina
en la linfa durante un periodo de 8 horas después de la administracion de composiciones liquidas para lactantes que
contienen luteina. La Figura 7 muestra la absorcion linfatica acumulativa de luteina durante un periodo de 6 horas y
un periodo de 8 horas después de la administracién de composiciones liquidas para lactantes que contienen luteina.
La Figura 8 muestra el cambio porcentual en la absorcion linfatica de luteina durante un periodo de 6 horas y un
periodo de 8 horas después de la administracion de composiciones liquidas para lactantes que contienen luteina en
comparacion con el control.

Como se muestra en la Figura 5, el flujo linfatico medio en ayunas para los tres grupos de ratas varié entre 2,4y 2,7
mi/h. En todos los grupos, el flujo linfatico aumenté significativamente después de la infusion de la composicion
nutricional y alcanzé una produccion maxima entre 2,8 y 3,1 ml/h durante 2-3 horas después de la infusién de la
composicion nutricional. No hubo diferencias en las velocidades de flujo linfatico entre los grupos que indicaran que el
uso de una composicién nutricional que incluye ya sea una premezcla activada con luteina o una premezcla protegida
con MDG con luteina, no afectara significativamente las velocidades de flujo linfatico en comparacion con la
composicion nutricional de control que incluye luteina en triglicéridos. La Figura 6 muestra la produccion linfatica de
luteina en ug/h durante las primeras 8 horas después de la alimentacion gastrica de las 5 muestras diferentes de
composicion nutricional. La produccion linfatica de luteina aumentd en todos los grupos durante las primeras 3 horas
y alcanzé un estado estacionario de la hora 2 a la hora 3 después de la administracion de la formula nutricional. Sin
embargo, hubo un aumento significativo en las cantidades de produccién de luteina linfatica 2-8 horas después de la
administracion de luteina cuando la luteina fue dada en la forma de una premezcla activada (AET-2, AET-4) o con
luteina dada en la forma de una premezcla protegida por MDG (AET-1), en comparacién con la luteina mezclada
directamente con el control de triglicéridos o luteina que contiene premezcla no activada, monoglicéridos y diglicéridos
(AET-C y AET-3 respectivamente). La Figura 7 muestra las mejoras en la absorciéon de luteina con una premezcla
activada con luteina o una premezcla protegida con MDG con luteina al demostrar absorcién acumulativa de luteina
significativamente mayor durante el periodo de absorcién de 6 y 8 horas (area bajo la curva (AUD)) en comparacion
con la luteina en las muestras de control y no activadas. Cuando estos datos se expresan como un porcentaje de
cambio en la absorcion linfatica de luteina, tal como se muestra en la Figura 8, hubo un aumento de 106 % - 170 %
en la absorcién de la luteina linfatica de composiciones que comprenden la premezcla activada con luteina y/o una
premezcla protegida con MDG con luteina en comparacion con el control y la muestra no activada durante el periodo
de infusion de 6 horas. Hubo un aumento de 121 % - 165 % en la absorcion de la luteina linfatica de las composiciones
que comprenden una premezcla activada con luteina y/o una premezcla protegida con MDG con luteina en
comparacioén con el control y la muestra no activada durante el periodo de infusién de 8 horas. Estos datos indican
que el compuesto lipofilo de luteina tiene biodisponibilidad mejorada cuando esta en una premezcla activada o una
premezcla protegida con MDG en comparacion con cuando se encuentra en los aceites de triglicéridos.

Ejemplo 21

En este Ejemplo, las pruebas de muestras evaluadas en el Ejemplo 20 son aun méas evaluadas para luteina que no es
solubilizada por la grasa en las composiciones nutricionales de muestra. Las cinco muestras, AET-C, AET-1, AET-2,
AET-3 y AET-4 fueron cada una sometidas a centrifugado a alta velocidad (31.000 x g; 20 °C; 4h). Se midio la
absorbancia visible de las fracciones acuosas resultantes (después de dilucién de 2:8 con agua, seguido por filtracion
de jeringa a través de una membrana PTFE de 0,45 ym) a 476 nm (maxima absorbancia de luteina). Las lecturas de
absorbancia (expresadas como enlazadades de miliabsorbancia por gramo de fraccién acuosa (mAU/g)) se reportan
en la tabla siguiente, junto con una clasificacion de la respuesta de luteina in vivo para las mismas variaciones del
Ejemplo 20.

Tabla 8: Relacién entre la Luteina en la Fraccion Acuosa con Respuesta in vivo

ID de Muestra| Absorbancia de luz visible, mAU/g, 476 nm Clasificacion in vivo de respuesta de luteina
AET-C 57,6 1 (respuesta mas baja)
AET-1 62,7 4
AET-2 61,3 3
AET-3 59,4 2
AET-4 64,9 5 (respuesta mas alta)
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Como puede verse en la tabla, los valores de absorbancia se correlacionan con los resultados in vivo en cada una de
las muestras de composicion nutricional que comprenden una premezcla activada (AET-2 y AET-4) o una premezcla
protegida por MDG (AET-1) tienen valores mas altos de absorbancia de luteina que las muestras de composiciones
nutricionales que no comprenden una premezcla activada (AET-C y AET-3). Esto significa que mas luteina esté
presente en la fraccion acuosa de las composiciones nutricionales de muestra que comprende una premezcla activada
o una premezcla protegida por MDG. Asi, al menos en relacion con las composiciones nutricionales de muestra, la
biodisponibilidad de la luteina se predijo con exactitud in vitro utilizando este método.

En este ejemplo, el efecto de la adicién de una premezcla activada o una premezcla protegida por MDG a una
composicion nutricional sobre la biodisponibilidad de otros compuestos lipéfilos, tales como los triglicéridos totales,
fosfolipidos, acido araquidénico (ARA) y acido docosahexaenoico (DHA) es evaluado y comparado con la
biodisponibilidad de los compuestos lipofilos que se consumen en la ausencia de la premezcla activada o la premezcla
protegida por MDG.

Se siguio un protocolo similar para infusiones de animales y recoleccion de linfa como se describe en el Ejemplo 20,
incluyendo el uso de las mismas muestras de prueba. Los lipidos de linfa se extrajeron y analizaron para concentracion
de triglicéridos, fosfolipidos, ARA y DHA utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento.

La Figura 9 muestra la produccion linfatica de triglicéridos por hora durante un periodo de 6 horas después de la
administracion de la composicion nutricional. La Figura 10 muestra la produccion linfatica de fosfolipidos por hora
durante un periodo de 6 horas después de la administracién de la composicion nutricional.

La Figura 11 y la Figura 12 muestran el cambio en la absorcion linfatica de ARA y DHA a partir del ayuno,
respectivamente, durante un periodo de 6 horas después de la administracion de la composicién nutricional.

Como se muestra en la FIG. 9, la produccion linfatica de triglicéridos aumento en todos los grupos durante las 6 horas
después de la administracion de muestras de la composicién nutricional. Sin embargo, hubo un aumento significativo
en las cantidades de produccion linfatica de triglicéridos 2-6 horas después de la administracion de la muestra con
una premezcla activada (AET-2, AET-4), o una premezcla protegida por MDG (AET-1) en comparaciéon con las
muestras que tienen los monoglicéridos y diglicéridos mezclados directamente con los triglicéridos en una premezcla
no activada o una premezcla no protegida por MDG (AET-C y AET-3). De manera similar, la Figura 10 muestra que la
produccidn linfatica de fosfolipidos aumentd en todos los grupos durante las 6 horas después de la administracion de
la muestra. Hubo un aumento significativo en las cantidades de produccién linfatica de fosfolipidos 2-6 horas después
de la administracién de la muestra dada en una premezcla activada (AET-2, AET-4), o una premezcla protegida por
MDG (AET-1) en comparacioén con las muestras que tienen los monoglicéridos y diglicéridos mezclados directamente
con los triglicéridos en una premezcla no activada o una premezcla no protegida por MDG (AET-C y AET-3).

Como se muestra en la Figura 11, hubo un aumento significativo en los niveles linfaticos de ARA del ayuno durante
las 6 horas después de la administracion de las composiciones nutricionales que contienen una premezcla activada
(AET-2) o una premezcla protegida por MDG (AET-1) en comparacién con el control no activado o no protegido por
MDG. La Figura 12 muestra resultados similares demostrando un aumento significativo en los niveles linfaticos de
DHA del ayuno durante las 6 horas después de la administracion de las férmulas nutricionales que contienen una
premezcla activada (AET-2) o una premezcla protegida por MDG en comparacién con el control no activado o no
protegido por MDG.

Ejemplo 22

Se realizé un estudio para comparar un polvo nutricional comercialmente representativo (los componentes en polvo
se detallan a continuacién) con y sin MDG. Los lotes de polvo nutricional (control y MDG) fueron reconstituidos (152
g/l), centrifugados (31.000 x g/20 °C/4 h) y se analizaron como se describe a continuacion. La medida utilizada para
analizar la luteina enlazada es el pico de eluciéon temprano del cromatograma SEC, que corresponde al pico de alto
peso molecular. El valor numérico de este pico es el area del pico a 476 nm por microlitro de muestra inyectado.
Ademas, la capa de crema, que es la capa superior obtenida tras el centrifugado de alta velocidad, se utiliza para
examinar el mecanismo de accién para la solubilidad mejorada de luteina, asi como para determinar qué proteinas
son responsables de los ensambles de luteina enlazada.

Los marcadores de la enlace de luteina (area pico de cromatografia por exclusién de tamafio (SEC) de alto peso
molecular a 476 nm) fueron significativamente superiores para los lotes de MDG en comparacién con el control. La
comparacion de la proteina de la capa de crema y los cromatogramas adjuntos fueron consistentes con la formacion
facilitada por MDG de alto MW, pero dispersables en agua (fraccién acuosa), e incluso solubles en agua (100k de
ultrafiltrado), ensambles de proteinas nativas (caseina, a-lactoalbumina y B-lactoglobulina) y luteina.

Tabla 9: Ingredientes de la Composicion Nutricional para el Ejemplo 22 y otras Composiciones Ejemplificadas.
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INGREDIENTES (MDG

CANTIDAD POR 1000

INGREDIENTS (Férmula

CANTIDAD POR 1000

Férmula incorporada) KG control) KG
Leche desnatada en polvo 442 | kg Leche desnatada en polvo 442 | kg
Lactosa 167,8| kg Lactosa 167,8| kg
Sacarosa 111,9| kg Sacarosa 111,9| kg
Aceite _de cart.amo de alto 86,6 | kg Aceite _de cart.amo de alto 89,9 | kg
contenido oleico contenido oleico
Aceite de soja 67,4 | kg Aceite de soja 67,4 | kg
Aceite de coco 64,4 | kg Aceite de coco 64,4 | kg
Galactooligosacaridos (GOS) | 36,2 | kg Galactooligosacaridos (GOS) 36,2 | kg
Concentrado de proteina de Concentrado de proteina de
suero (75 %) 357 | kg suero (75 %) 35,7 kg
Citrato de potasio 6,8 | kg Citrato de potasio 6,8 | kg
I(\:/I?ng)m GM040 (Aceite de 3,29 | kg Carbonato de Calcio 2,7 | kg
Carbonato de Calcio 2,7 | kg Cloruro de sodio 1,7 | kg
Cloruro de sodio 1,7 | kg Premezcla de Nucleétido/Colina | 1,6 | kg
Premezcla de . .
Nuclestido/Colina 1,6 | kg Bitartrato de colina 8055 | g
Bitartrato de colina 8055 g Monofosfato de Citidina 5' 166,3 | g
Monofosfato de Citidina 5 166,3| g | [Monofosfato disédico de 121 | g
guanosina 5
Monofosfato disédico de Monofosfato disédico de uridina
Al 121 | g . 1054 | ¢
guanosina 5 5
Mpr?ofosfato disédico de 105, g Monofosfato de adenosina 5' 632 | g
uridina 5 4
Monofosfato de adenosina 5' 632 g Maltodextrina (diluyente de g.s.
premezcla)
Maltodextrina (diluyente de qg.s. Lecitina, PCR negativo, IP 14 | kg
premezcla)
Lecitina, PCR negativo, IP 1,4 | kg Acido ascorbico 14 | kg
Acido ascorbico 1,4 | kg Trifosfato de calcio 1,16 | kg
Trifosfato de calcio 116 | kg Premezcla de agua soluble g9 7|
vitamina y mineral
Rremgzcla dc_a agua soluble 869,7| g Taurina 2658 | g
vitamina y mineral
Taurina 265,8| g m-Inositol 1930 g
m-Inositol 193,0| g Sulfato de cinc, Monohidrato 89,0 g
Sulfato de cinc, Monohidrato 890 | g Niacinamida 56,7 g
Niacinamida 56,7 | g Pantotenato d-calcico 34,0 g
. Sulfato ferroso, seco
Pantotenato d-calcico 340 | g (monohidrato) 29,8 g
Sulfato ferroso, seco 298| g Sulfato de cobre, anhidro 10,4 g
(monohidrato)
Sulfato de cobre, anhidro 104 | g Clorhidrato de cloruro de tiamina 8,80 g
(;Iorhldrato de cloruro de 8,80 | g Riboflavina 3.88 g
tiamina
Riboflavina 388 g Clorhidrato de piridoxina 356 | g
Clorhidrato de piridoxina 356 | g Acido félico 1,31 g
- - Sulfato de manganeso,
Acido folico 1,31 g Monohidrato 1,01 g
Sulfato. de manganeso, 1,01 Biotina 0,343
Monohidrato
Biotina 0,343 g Selenato sédico, Anhidro 0,206 | g
Selenato sédico, Anhidro 0,206 g Cianocobalamina 0,027 | g
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INGREDIENTES (MDG CANTIDAD POR 1000 INGREDIENTS (Férmula CANTIDAD POR 1000
Férmula incorporada) KG control) KG

Almidén de maiz (modificado)
Cianocobalamina 0,027 g (0,1 % B12 secado por 274 | ¢

aspersion)
Almidén de maiz (modificado)
(0,1 % B12 secado por 274 | g Dextrosa g.s.
aspersion)
Dextrosa qg.s. Acido docosahexaenoico (DHA) [759,2| g
fgﬁg)docosahexaeno'co 759.2| g Vitamina A, D3, E, K1 premezcla|386,9| g
Vitamina A, D3, E, K1 386,9| g d-a-tocoferol acetato 78,2 g
premezcla
d-a-tocoferol acetato 782 g Palmitato de Vitamina A 14,6 g
Palmitato de Vitamina A 146 | g Filoquinona 851,2 | mg
Filoquinona 851,2| mg Vitamina D3 103,0 | mg
Vitamina D3 103,0| mg Aceite vegetal (diluyente de q.s.

premezcla)
Aceite vegetal (diluyente de q.s. Cloruro de colina 284 | g
premezcla)
Cloruro de colina 284 | g Cloruro de magnesio 261,1| g
Cloruro de magnesio 2611 g Sulfato ferroso 222,0| g
Sulfato ferroso 222,0| g Acido araquidénico 205,2| g
Acido araquidénico 205,2| g Palmitato de ascorbilo 164,4| g
Palmitato de ascorbilo 164,4| g Tocoferol-2 antioxidante grado | g7 ¢ | o

alimenticio
Tclncofer.o!-z antioxidante grado 8781 g Tocoferoles mixtos 63,7 | g
alimenticio
Tocoferoles mixtos 63,7 g Aceite vegetal (diluyente) g.s.
Aceite vegetal (diluyente) g.s. Luteina 20 % 125 g
Luteina 20 % 125 g Luteina 2,5 g
Luteina 25| g Beta-Caroteno (30 %) 322 | g
Beta-Caroteno (30 %) 322 | g B-caroteno 966 | mg
[B-caroteno 966 | mg Hidréxido de potasio Segun sea

necesario
Hidroxido de potasio Seglin sea
necesario

Ejemplo 23

Se realiz6 un estudio para comparar los estimados de tamafio de luteina enlazada dentro de la fraccidén acuosa. Los
estimados de tamario de luteina enlazada se investigaron via SAXS, SEC, y MALDI-TOF.

En resumen, la luteina enlazada se puede colocar en dos o tres categorias: (a) agregados grandes (~100-1000A, o
>250 kDa) solubles/dispersables en agua que no son estructuras discretas y abarcan un amplio rango de tamafios
como se determiné por analisis de SAXS y SEC; (b) complejos de proteina/luteina nativos (~10-50 kDa, ~27 TO 57A)
que son generalmente estructuras discretas, bien definidas, que estédn soportados por datos MALDI-TOF y SEC; y (c)
un cristal relativamente pequefio (~8 A, o ~3-4 kDa). La estructura pequefia puede o no comprender luteina.

Ejemplo 24

Se realizé un estudio para examinar el indice de promedio general de hidropaticidad (GRAVY/Grand Average of
Hidropathicity Index) de las proteinas de leche. El valor GRAVY es una medida de la hidrofobicidad y solubilidad en
agua y puede ser predictivo de la capacidad de la proteina para unirse a una molécula lip&fila tal como luteina.

Las capacidades de enlace de la luteina de ocho proteinas principales de la leche fueron predichas de sus valores
GRAVY utilizando el trazo listado a continuacion. Los valores GRAVY de dichas proteinas de leche se enumeran en
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la siguiente tabla, asi como su capacidad predicada de enlace a luteina. Se encontré que las proteinas de leche y2-
caseina, B-lactoglobulina, 3-caseina and a-lactalbimina tenian la capacidad de enlace a luteina predicha mas alta de
< 2 UM, que se correlaciona con datos MALDI-TOF que implican estas proteinas como participantes de enlace en los
complejos de luteina/proteina. En consecuencia, los valores GRAVY fueron capaces de correlacionar tendencias
exactas de enlace de luteina de las proteinas que han demostrado interactuar eficientemente con la luteina dentro de
los productos nutricionales. Esto resulta en valores GRAVY que proporcionan potencialmente informacion sobre otras
posibles proteinas y puede ser util en la optimizacion del sistema de producto nutricional.

Tabla 10: Andlisis de Valor GRAVY de Diferentes Proteinas

Proteina MW, kDa GRAVY Luteina Kg, pM Fuente de Kq

StARD3 50,5 0,001 0,45 Publicada

GSTP1 23,2 -0,131 1,35 Publicada
HSA 66,5 -0,395 1,69 Publicada

Proteinas de leche

yz2-caseina 11,8 -0,136 1,05 Previsto
B-lactoglobulina 18,3 -0,162 1,13 Previsto
B-caseina 23,6 -0,355 1,68 Previsto
a-lactalbumina 14,2 -0,453 1,96 Previsto
BSA 66,4 -0,475 2,02 Previsto
K-caseina 19,0 -0,557 2,26 Previsto
a-s1-caseina 23,0 -0,704 2,68 Previsto
a-s2-caseina 243 -0,918 3,29 Previsto

Ejemplo 25

Se realiz6 un estudio para investigar el tamafio/masa de los ensambles de luteina de alto peso molecular. Una curva
de calibracion de SEC se determiné para analizar los ensambles mencionados de alto peso molecular. Estos valores
también se compararon con los datos presentados en el Ejemplo 3, en cuanto al tamafo del ensamble de luteina de
alto peso molecular.

Las proteinas de referencia, sus tiempos de elucién SEC y peso molecular se enumeran en la tabla siguiente y fueron

utilizados para calcular el tamafio del ensamble de luteina de alto peso molecular. Se realizé6 el andlisis de SEC como
se citd en los Ejemplos anteriores. Por extrapolacion de una parcela de proteina de referencia, el tamafio del ensamble
de luteina de alto peso molecular se encontré estar en los rangos de 60-380 kDa, con un pico a 160 kDa. Estos valores
corresponden a los diametros de tamafio de particula de 60-96 A, con un pico a 78 A. Los valores estimados que se
presentan a continuacion, parecen ser consistentes con los datos SAXS presentados en el Ejemplo 23, en donde se
corresponde con la categoria de tamario intermedio de 10-100 A. Cabe sefialar que las particulas en la categoria
grande, presentadas en el Ejemplo 23, serian excluidas del ultrafiltrado, y podrian haber ensambles mas grandes de
luteina en la fraccion acuosa antes de la ultrafiltracion. Ademas, se observa que la proporcion de 214nm/280 nm del
ensamble de luteina de alto peso molecular estaba en el rango de las proteinas de referencia, lo que sugiere una
presencia de proteina en el ensamble de alto peso molecular.

Tabla 11: Calibracion del Tamafo del Ensamble con Pesos Moleculares de Proteina Conocidos

Prote_ina de ref(?rencia MW, kDa Tiempo dg Elucién SEC, pri:;?cr?érzmsc?enér?ea

(Sigma, bovina) minutos pico
a-Lactalbumina 14,2 23,67 8,12
B-Lactoglobulina 18,3 22,41 13,6
B-Caseina 23,6 21,17 19,1

BSA 66,4 19,01 17,3
Lactoferrina 76,1 19,08 10,6

1gG ~160 19,05 10,7

Ensamble de luteina de alto MW
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Rango 60a 3885"/{’)3 (-60a 15,7-20,0 10,6
. 160 kDa
Pico (-78A) 17,66 N/A

Ejemplo 26

Se realiz6 un estudio para examinarlos ensambles de luteina de alto peso molecular en lotes de polvos nutricionales
comercialmente disponibles, tanto antes como después del centrifugado. Los lotes de polvo nutricional (control y MDG
incorporado) fueron reconstituidos (152 g/l) y fueron analizados antes y después del centrifugado (31.000 x g/20 °C/4
h). Los componentes de estos polvos se enumeran en la tabla del Ejemplo 22. La siguiente tabla muestra el andlisis
del ensamble de luteina de alto peso molecular mediante SEC y se representa como mAU-min/mg inyectado. La
composicion de MDG muestra mayor presencia de luteina en el producto total y en la fraccién acuosa, en donde
muestra incluso una diferencia mas alta en la fraccion acuosa con respecto a la composicion de control.

Se encontré que el ensamble de luteina de alto peso molecular presente en la fraccion acuosa fue 22 % mayor que
en el lote de control. Esto indica solubilidad y/o estabilidad significativamente mejoradas en la composicién de MDG.
Ademas, los cromatogramas muestran que una fraccion (12,3 % a 14,5 %) del ensamble de luteina de alto peso
molecular se recupera en el sobrenadante tras el centrifugado de alta velocidad, que transmite que estos ensambles
son suficientemente solubles y estables y que no se retiraron y/o desensamblaron por el estrés asociado con el
centrifugado de alta velocidad.

Tabla 12: Analisis de Composicion Nutricional Comercialmente Representativa que Comprende MDG

Lote A544 (control) Lote A545 (MDG Incorporado)
Rroductq entero 1977 2070
(sin centrifugado)
Fraccion acuosa
(después de centrifugado) 244 299
% de Recuperacion 12,3 % 14,5 %

Ejemplo 27

Se realizé un estudio para evaluar ensambles de luteina de alto peso molecular facilitados por la presencia de MDG
en comparacion con aceite de cartamo de alto contenido oleico (HOSO). Sistemas de modelo de escala de banco se
prepararon en leche descremada en polvo (NFDM), en donde se utilizé la NFDM al 10 % (p/p), un lipido (HOSO o
MDG) y la luteina. La luteina se utilizé en cantidades variables, y luego se evaluaron estas composiciones para la
formacion de ensambles de alto peso molecular. Las diferentes composiciones se centrifugaron (31.000 x g/20 °C/1
h) para obtener fracciones acuosas, que se compararon por un pH de 2,5 SEC como se detall6 anteriormente, y los
ensambles de luteina se analizaron midiendo una absorbancia de luz visible a 476 nm y midiendo la transmitancia de
luz visible a 860 nm. Ademas, hubo un grupo de lotes de MDG que no se centrifugaron, por lo que el producto entero
se analizé para la presencia de ensambles de luteina.

Los resultados demuestran que HOSO tiene poca capacidad para la facilitacion de los ensambles de luteina de alto
peso molecular en cualquiera de las diferentes concentraciones de luteina. En cambio, las composiciones de MDG
mostraron significativa formacion de ensambles de luteina de alto peso molecular, que pueden verse con la mayor
absorbancia a 476 nm. Ademas, este experimento reveld que la concentraciéon de luteina mayor a 1 x, mostré una
disminucion en la formacion del ensamble de luteina. Este dato sugiere que hay una proporcion éptima de luteina a
MDG para la formaciéon de ensambles de luteina de alto peso molecular. Ademas, las muestras no centrifugadas
revelan que aproximadamente el 36 % del ensamble total se recupera tras el centrifugado de alta velocidad.

Ejemplo 28

Se realizé un estudio para analizar la implicaciéon de la proteina con el ensamble de luteina de alto peso molecular.
Estos estudios fueron realizados en los lotes que comprendian MDG u HOSO. Las variaciones de diferentes lotes
fueron examinadas usando las mismas técnicas que se enumeran anteriormente. Especificamente, sistemas de
modelo de escala de banco se prepararon en leche descremada en polvo, en donde se utilizé la NFDM al 10 % (p/p),
un lipido (HOSO o MDG) vy la luteina. La luteina se utilizd6 en cantidades variables, y luego se evaluaron estas
composiciones para la formacion de ensambles de alto peso molecular. Las diferentes composiciones se centrifugaron
(31.000 x g/20 °C/1 h) para obtener fracciones acuosas, que se compararon por un pH de 2,5 SEC como se detalla
anteriormente. La proteina se analiz6 para examinar las fracciones de diferente peso molecular y su asociacion con la
luteina.

Los resultados demostraron que MDG mejora la solubilidad y la estabilidad de ambas fracciones de peso molecular >
57 kDa y > 137 kDa. Esto fue especialmente mejorado en la fraccion de 137 kDa para los lotes de MGD. Cabe senalar
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que la densidad del conjunto proteina puede ser un factor en su recuperacion del centrifugado, como podria esperarse,
a medida que aumenta significativamente el contenido de lipidos del ensamble, el ensamble puede ser mas vulnerable
a la extraccion por centrifugado de alta velocidad. Ademas, como se muestra en el ejemplo anterior, la incorporacion
de luteina para composiciones con mas de 1x de luteina realmente disminuyé la formacion del ensamble. Esto sugiere
ademas que es necesario una optima proporcién/rango de MDG vy luteina.

Tabla 13: Investigacion de Sistema modelo de Formacién de Ensamble

Ensamble de
Tubo Lipido Luteina Centrifugado luteina de alto peso
molecular
1 HOSO 0X Si 33,5
2 HOSO 1X Si 33,9
3 HOSO 2X Si 37,2
4 HOSO 4X Si 36,0
5 MDG 0X Si 36,3
6 MDG 1X Si 50,0
7 MDG 2X Si 42,2
8 MDG 4X Si 41,6
5 MDG 0X No 101
6 MDG 1X No 139
7 MDG 2X No 129
8 MDG 4X No 139
Ejemplo 29

Se realizd un estudio para investigar la formacion de ensambles de luteina de alto peso molecular en concentraciones
diferentes de MDG, HOSO vy luteina. Especificamente, el ensamble de luteina fue determinado por medicién mAU-
min/mg a 476 nm y determinando la presencia de la fraccion de proteina de > 137 kDa presente en la fraccion acuosa
después del centrifugado. Estas pruebas se realizaron como se describe arriba, con las diferentes composiciones
siendo centrifugadas (31.000 x g/20 °C/1 h) para obtener fracciones acuosas, que fueron analizadas por SEC como
se detalla anteriormente.

En resumen, los lotes de MDG superaron los lotes de HOSO en presencia de ensambles de alto peso molecular de
luteina, asi como una mayor cantidad de la fracciéon de > 137 kDa presente dentro de la fraccién acuosa. Ademas,
cabe sefialar que el tamafio del ensamble vario, a pesar de que la proporcion entre MDG/luteina se mantuvo constante.
Debido a que los ensambles de luteina se aumentaron utilizando una combinacién de MDG y HOSO, su uso dentro
de la composicién puede ser ventajoso.

Tabla 14: Investigacién de Sistema modelo Il de Formacién de Ensamble

Variable HOSO, g/l MDG, g/I Luteina, pg/l Ensamble de Fracciéon
luteina de alto acuosa
peso molecular, | proteina >
mAU-min/mg, 137 kDa,
476 nm g/kg
1 0 6,67 10,4 59,7 0,517
2 0 4,44 6,94 58,0 0,498
3 0 2,22 3,47 40,8 0,447
4 6,67 0 10,4 38,1 0,412
5 4,44 0 6,94 37,4 0,408
6 2,22 0 3,47 35,2 0,380
7 3,33 3,33 10,4 55,8 0,490
8 1,11 1,11 3,47 45,7 0,439
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Ejemplo 30

Se realizé un estudio para evaluar los perfiles de aminoacidos de las proteinas implicadas en la luteina de alto peso
molecular de las muestras en el Ejemplo 29. Con el fin de comparar el area pico de SEC, respuesta a una medida
independiente de la concentracién de proteina, cada una de las muestras fueron fraccionadas por SEC, y las fracciones
individuales probadas para aminoacidos. En cada caso, fracciones de 10 x 4-min fueron recolectadas (manualmente),
sobre el rango de elucion del hidrolizado (de aproximadamente 20 minutos a aproximadamente 60 minutos), por lo
que el volumen de cada fraccion fue de 1,6 ml (es decir, 0,4 ml/min x 4 min). Cada fraccion fue digerida en acido (6 M
HCI, 110 °C, 22 h), y cada digesto se probd para ocho amino acidos (arginina [R], serina [S], ASX, [B] = acido aspartico
[D] + asparagina [N], GLX [Z] = acido glutamico, [E] + glutamina [Q], treonina [T], y glicina [G]) por HPLC de fase
inversa (RPLC) de sus derivados de 9-fluorenilmetoxicarbonil (FMOC), utilizando una modificacion de métodos
conocidos en la materia. Las soluciones muestra y estandar derivatizadas fueron probadas para los derivados de
FMOC de los seis amino acidos por RPLC, usando un sistema HPLC Agilent modelo 1100 (Agilent Technologies,
Wilmington, DE, EUA) con un detector de fluorescencia modelo Agilent G1321A (FLD, Agilent Technologies,
Wilmington, DE, EUA). El sistema RPLC fue equipado con un d.i. de 4.6 x 250 mm, 5 um, 120 A, columna de fase
inversa YMC-Pack ODS-AM (Waters, Milford, MA, EUA), mantenida a 20 °C por un compartimiento de columna
termostatizado modelo G1316A (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA). La fase movil A de RPLC fue 65 % (v/v)
de 0,05 M de acido citrico, pH 3,0 con NaOH, y 35 % (v/v) de ACN; la fase mévil B de RPLC fue 20 % (v/v) de 0,05 M
de acido citrico, pH 3,0 con NaOH y 80 % (v/v) de ACN. La velocidad de flujo fue de 0.5 mil/min, y el programa de
elucion fue como sigue: 0,0-2,0 min, 0 % B; 2,0-25,0 min, 0 % B to 50 % B (linear); 25,1-48,0 min, 100 % B; 48,1—
63,0 min, 0 % B. La longitud de onda de excitacién de FLD fue de 262 nm, la longitud de onda de emision fue de 310
nm, y la ganancia se estableci6 en 10. El volumen de inyeccion fue de 4 pl. Las concentraciones de R, S, B (D + N),
Z (E+Q), Ty G en las soluciones de muestra (es decir, preparadas a partir de las fracciones de SEC) se calcularon
por regresion lineal de las curvas respectivas, construidas individualmente, estandares.

La tabla que aparece a continuacién muestra las proporciones de diferentes aminoacidos de diferentes proteinas y los
grupos experimentales. Por ejemplo, NFDM, caseina, suero de leche, asi como la proteina presente en la fraccion
acuosa Yy la proteina nativa. Como nota, proteina nativa se refiere a proteina monomérica no agregada, que tiene un
peso molecular aproximadamente en el rango de 14-25 kDa. El Tubo 1 se refiere a la muestra con la mayor cantidad
de ensamble de luteina, mientras que el tubo 6 se refiere a la muestra con la mas baja cantidad de luteina. Fueron
elegidos para contraste 6ptimo de la distribucion de proteinas individuales dentro del ensamble.

Los datos presentados sugieren que una mayor presencia de caseina esta en la fraccion de alto peso molecular en
comparacion con la proteina nativa.

Tabla 15: Analisis de Proteinas Asociadas con el Ensamble

Proporcion de GLX/ASX ASX/Gly ASX/Ser ASX/Arg
aminoacidos, p/p
NFDM 2,76 3,59 1,39 2,10
Caseina 3,20 3,90 1,23 1,90
Suero 1,58 5,96 2,09 4,42
B-caseina 3,92 1,02 0,44 1,72
Tubo 1, Proteina de 247 1,22 0,53 2,59
alto peso molecular
Tubo 1, Proteina 1,77 1,41 1,05 5,51
nativa
Tubo 6, Proteina de 2.71 0,97 0,42 1,96
alto peso molecular
Tubo 6, Proteina 1,76 1.48 1,04 5,32
nativa
Ejemplo 31

Se realiz6 un estudio para evaluar la presencia de proteinas especificas que se asocian con el complejo de luteina de
alto peso molecular. Los lotes de polvo nutricional comercialmente representativos (control y MDG incorporado) fueron
reconstituidos (152 g/l) y fueron analizados antes y después del centrifugado (31.000 x g/20 °C/2h). Los componentes
de estos polvos se enumeran en la tabla del Ejemplo 22. Después se utilizé HPLC de fase inversa para comparar la
distribucién de las proteinas individuales.

La determinacién de las proteinas asociadas con el complejo de luteina fue realizada en un sistema HPLC Agilent
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modelo 1100 (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EUA) con un sistema de deteccién de matriz de diodo (DAD)
modelo G1315A (Agilent Technologies). El sistema estaba equipado con una columna de fase inversa 250mm x 4.6mm
I.D., 5 um, 120A, YMC-Pack ODS-AQ (Waters, Milford, MA, EUA). La columna se mantuvo a 40°C durante el analisis
por un compartimiento de columna termostatizada modelo G1316A (AgilentTechnologies). Las determinaciones
directas de proteinas intactas se realizaron en el mismo sistema equipado con una columna de fase inversa de 250 x
4,6 mm I.D., 5 ym, 300 A, Jupiter C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA), también con la temperatura de la columna
mantenida a 40 °C.

El método de HPLC de fase inversa utiliza una elucion de gradiente binario, con fases méviles de vacio-desgasificado
A (agua, Milli-Q-Plus) y B (650ml 0,02M KH2PO4, pH 2,9, +175 ml de acetonitrilo + 175 ml de isopropanol). El volumen
de inyeccion fue de 2 yl, y el programa de elucién fue 0 % B a 0,3 mI/min de 0,0 a 20,0 min, 16 % B a 0,5 ml/min de
20,2 a 40,0 min, 100 % B a 0,5 ml/min de 40,1 a 45,0 min, 0 % B a 0,5 ml/min de 45,1 a 59,0 min y 0 % B a 0,3 ml/min
de 59,5 a 60,0 min. El método de proteina intacta también utiliza un gradiente de elucion binario, con fases moéviles de
vacio desgasificado A (agua Milli-Q Plus 800ml + 200ml de acetonitrilo y 0,500 ml de acido trifluoroacético) y B (250ml
de agua Milli-Q Plus + 750ml de acetonitrilo + 0,500 ml de acido trifluoroacético). El programa de elucién, con una
velocidad de flujo constante de 0,6 ml/min, fue 0 % B de 0,0 a 5,0 min 0 a 100 % B de 5,0 a 40,0 min, 100 % B de 40,0
a 45,0 min, y 0 % B de 45,0 a 60,0 min. Las longitudes de onda de deteccién fueron 214 nm y 280 nm, con referencia
a 590 nm. El de volumen de inyeccién fue de 10ul y el tiempo de ejecucion fue de 60 min por inyeccion.

Los resultados demostraron que el producto entero tuvo una significativa presencia reducida de a-caseina nativa en
los lotes de MDG. Esto sugiere que puede haber mejor solubilidad de calcio dentro de la composicion de MDG.
Ademas, la fraccion acuosa de composiciones de MDG tuvo un aumento significativo en la 3-caseina, lo que sugiere
que dicha proteina puede estar involucrada en el ensamble de luteina de alto peso molecular. La presencia de -
caseina fue confirmada ademas por la disminucion en presencia dentro de la capa de crema.

Tabla 16: Analisis de Proteinas Asociadas con el Conjunto para la Composicidon Nutricional Comercialmente
Representativa

Comparacion de muestra Observacion Interpretacion
Producto entero Se redujo significativamente la  |Aumento aparente en calcio soluble
presencia de alfa-caseina nativa en| en A545 (las alfa-caseinas son
A545 especialmente sensibles en calcio
soluble)
Fraccién acuosa (sobrenadante | Se aumento significativamente la | Incorporacion aparente aumentada
centrifugado) presencia de beta-caseina nativa | de beta-caseina en agua soluble,
en A545 ensambles de alto peso molecular,
por MDG
Capa de crema (proteina extraida) | Niveles ligeramente reducidos de [Consistente con la interpretacion de
beta-caseina y beta-lactoglobulina | comparacion de Fracciéon Acuosa
nativas en A545

Ejemplo 32

Se realizé un estudio para investigar los efectos de concentraciones variables de MDG y HOSO, asi como la presencia
de proteinas diferentes, en la formacién de ensambles de luteina de alto peso molecular. Los sistemas modelo de
diversas proteinas: caseinato de sodio y proteina total de leche, concentrado de proteina de suero e hidrolizado de
proteina de suero se incorporaron a la composiciéon en 3,7 % en peso de proteina en el sistema. En la tabla a
continuacion se detallan los detalles de las cantidades de MDG, HOSO y luteina. Luego se centrifugaron las muestras
(31.000 x g/20 °C/1 h), y se probaron las fracciones acuosas por SEC. La fase movil utilizada para SEC fue 70 % de
H20, 30 % de acetonitrilo y 0.1 % de acido trifluoracético.

Los datos demostraron que las composiciones de MDG aumentaron el ensamble de luteina y las fracciones de
proteinas de alto peso molecular en todos los grupos en comparacion con las composiciones de HOSO. La adicion de
hidrolizado de proteina de suero demostré la mayor cantidad de luteina enlazada. Esto sugiere que puede ser
ventajoso tener hidrolizado de proteina de suero dentro de una composicidon basada en MDG. Este hallazgo es
interesante ya que puede ser que la capacidad del hidrolizado de proteina de suero para agregarse sea lo que
conduzca a un ensamble de luteina mejorado. Ademas, las parcelas de SEC para la proteina de leche entera y
caseinato de sodio sugieren presencia de caseina en el complejo de luteina.

Tabla 17: Investigacion de Sistema modelo Il de Formacién de Ensamble

Proteina HOSO, g/L MDG, g/L Luteina, pg/L Ensamble de Fraccion
INGREDIENTE Luteina de Alto Acuosa
Peso Molecular, | Proteina >
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mAU-min/mg, 476| 137 kDa,
nm a/kg
Caseinato de 6,67 0 6,94 35,6 0,425
sodio 0 6,67 6,94 41,6 0,466
Proteina de Leche 6,67 0 6,94 40,6 0,908
total 0 6,67 6,94 50,7 0,968
Concentrado de 6,67 0 6,94 34,4 0,115
Proteina de Suero 0 6.67 6.94 53.0 0253
Hidrolizado de 6,67 0 6,94 65,9 0,299
Proteina de Suero 0 6.67 6.94 97.0 0453

Ejemplo 33

Se realizé un estudio para evaluar el efecto de la fuerza centrifuga relativa (RCF) en el analisis del ensamble de luteina
de alto peso molecular en la fase acuosa. Los componentes de estos polvos se enumeran en la tabla del Ejemplo 22.
Se centrifugaron las muestras, y se probaron las fracciones acuosas por SEC. La fase movil utilizada para SEC fue
70 % de H20, 30 % de acetonitrilo, 0,1 % de acido trifluoracético. Las diferentes RCFs utilizadas fueron 1 x g, 484 x g,
1935 x g, 7741 x g y 31.000 x g. Estas variables y otras utilizadas en las composiciones se enumeran en la siguiente
tabla. Las composiciones se evaluaron entonces para el ensamble de luteina de alto peso molecular y la presencia de
proteina > 137 kDa como se hizo anteriormente, asi como el indice de lipdfilo enlazado. Se determiné el indice de
lipdfilo enlazado, un marcador relativo para nutrientes lipéfilos en el ensamble de alto peso molecular, como la
proporcién pico, 280 nm/214 nm para la proteina > 137 kDa.

Los resultados muestran que las composiciones de MDG generaron un ensamble de luteina de alto peso molecular,
a través de las FCR, que tiene mayor solubilidad en agua, y/o que es més estable a la tensidén externa en comparacion
con las composiciones de control.

Tabla 18: Analisis de Fuerzas Centrifugas Variables en el Ensamble

Lote de Polvo RCF Ensamble de Proteina > 137 indice de Lipéfilo
Nutricional (20 °C, 2 h) Luteina de Alto kDa, g/kg Enlazado
Peso Molecular
Ab544 1 xg 1839 5,23 0,299
A545 2056 5,34 0,318
A544 484 xg 1969 5,27 0,306
A545 2274 5,60 0,327
A544 1935 xg 1761 4,92 0,294
A545 2146 5,35 0,322
A544 7741 xg 729 2,74 0,232
A545 1163 3,50 0,277
A544 31.000x g 244 1,07 0,184
A545 299 0,98 0,228
Ejemplo 34

Se realiz6é un estudio para evaluar el efecto del pH, durante el proceso de SEC, en el analisis de la presencia de
ensambles de luteina de alto peso molecular. Los componentes de estos polvos se enumeran en la tabla del Ejemplo
22. En este experimento, el SEC de pH neutro fue realizado en muestras de control y MDG. Después las muestras
fueron reconstituidas, se analizaron mediante SEC bajo las condiciones mencionadas a continuacion. El centrifugado
no fue realizado en muestras antes de ejecutarlas en SEC.

Los resultados demuestran que bajo estas condiciones, las composiciones basadas en MDG desempefiaron mejor
que los controles en la formacién del ensamble de luteina de alto peso molecular, proteinas de alto peso molecular e
indice de lipofilo enlazado. Ademas, este ejemplo demuestra que la diferencia entre las muestras de MDG y el control
no es un artefacto de las técnicas analiticas utilizadas para evaluar los ensambles de luteina.

Tabla 18: El Efecto del pH en la Caracterizacion del Ensamble
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A544 (control) A545 (MDG)
Ensamble de Luteirla de Alto Peso 372 419
Molecular, mAU-min/mg inyectado
Proteina de Alto Peso Molecular, 3.61 373
g/kg
indice de Lipdfilo Enlazado 0,216 0,225

Ejemplo 35

Se realizé un estudio para investigar los efectos de la colina en la formacién de ensambles de luteina de alto peso
molecular. Los sistemas modelo de un ingrediente de proteina (concentrado de proteina de suero o NFDM en 3,7 %
en peso de proteina), MDG (4,4 g/l) y luteina (6,7 mg/l). Ademas, diferentes grupos experimentales también tenian
lecitina (949 mgl/l), colina (45 mg/l) o la combinacion de éstos. Luego se centrifugaron las muestras (31.000 x g/20
°C/1 h), y las fracciones acuosas fueron probadas por SEC para el analisis del ensamble de luteina de alto peso
molecular, proteinas de alto peso molecular e indice de lipofilo enlazado. Los datos se presentan en la siguiente tabla.

En resumen, la colina tuvo un efecto positivo significativo en la formacién de ensambles de luteina de alto peso
molecular en los ensambles de concentrado de proteina de suero. Se presume, sin estar ligado a una teoria particular,
que la colina siendo un compuesto basico puede interactuar con cadenas laterales de acido aspartico, que son acidas.
Estas interacciones pueden alterar la configuracién tridimensional de la B-lactoglobulina principal de la proteina de
suero tal que los dominios hidréfobos sean mas accesibles a la enlace de luteina.

Debe sefalarse también que la colina puede tener una mejora selectiva de la incorporacién de luteina, ya que el indice
de lipdfilo enlazado en realidad disminuyd, a pesar de que la luteina aumentd, cuando la colina estuvo presente.

Tabla 19: Investigacion de Sistema modelo IV de Formacién de Ensamble

Tubo Proteina Lecitina, Colina, Ensamble de Fraccion indice de
INGREDIENTE mg/L mg/L Luteina de Alto| Acuosa Lipofilo
(37 g proteina Peso Molecular,| Proteina > Enlazado
por kg) mAU- 137 kDa, | (Proporcion
min/mg, 476 nm g/kg 280
nm/214
nm)
1 WPC 0 0 31,2 0,105 0,157
2 NFDM 0 0 41,3 0,413 0,118
3 WPC 949 0 40,3 0,143 0,163
4 NFDM 949 0 47,0 0,441 0,123
5 WPC 0 45 58,6 0,295 0,151
6 NFDM 0 45 50,4 0,443 0,131
7 WPC 949 45 61,7 0,338 0,146
8 NFDM 949 45 48,2 0,451 0,126
Ejemplo 36

Se realizé6 un estudio para examinar las variaciones de los lotes de composicién nutricional comercialmente
representativa. Las muestras se prepararon como se detalld anteriormente, con la composicion con y sin MDG. Se
centrifugaron las muestras (7,7741 x g/20 °C/2 h), y las fracciones acuosas fueron probadas por SEC para el analisis
del ensamble de luteina de alto peso molecular, proteinas de alto peso molecular e indice de lipéfilo enlazado. Los
datos se presentan en la siguiente tabla.

En resumen, el ensamble de luteina de alto peso molecular fue 10-30 % mayor en composiciones de MGD en
comparacioén con las composiciones de control. Ademas, las composiciones de MDG se correlacionaron con un pico
de proteinas de alto peso molecular. La masa estimada del pico molecular alto para estos lotes estuvo en el rango de
240 kDa. También hay evidencias que otros nutrientes lipofilos (p. €j., vitamina A, D, E, K, etc.) pueden estar presentes
en el ensamble de alto peso molecular.

Tabla 20: Analisis de Composicion Nutricional Comercialmente Representativa en la Formacion de Ensambles

55



10

15

20

25

30

35

ES 2725891 T3

Lote 0171 017-2 017-3 017-4 017-5
Adiciéon de Control PIF, c/ lecitina PIW PIF PIW, ¢/ colina
Luteina/MDG
Luteina total, 2,18 1,99 2,06 1,80 1,88
mg/kg
Ensamble de 2236 2464 2815 2844 2845
Luteina, conc.
Ensamble de 237 kDa 240 kDa 247 kDa 237 kDa 244 kDa
Luteina, masa
Proteina de Alto 5,93 6,34 6,75 6,92 6,87
Peso Molecular,
g/kg
indice de Lipdfilo 0,301 0,311 0,329 0,327 0,329
Enlazado
Ejemplo 37

Se realizé un estudio para investigar usando un pH neutro como la condicion de ejecucién de SEC y su posterior efecto
en los ensambles de luteina de alto peso molecular durante la separacion. Las muestras se prepararon como se detalld
anteriormente, con composicion con y sin MDG. Las muestras fueron probadas por SEC para el analisis en el ensamble
de luteina de alto peso molecular e indice de lip&filo enlazado. ElI SEC se realizé utilizando HEPES 0,05M, pH 7,0 y
una columna de Superdex Peptide. Los datos se presentan en la siguiente tabla.

Los resultados indican que el ensamble de luteina de alto peso molecular y las proteinas aumentaron en todos los
lotes de MDG en relacion con los lotes de control. Este ejemplo es compatible con la integridad de las técnicas
analiticas que se utilizan para el andlisis del ensamble de luteina.

Tabla 21: El Efecto del pH sobre la Caracterizacion del Ensamble en la Composicion Nutricional Comercialmente
Representativa

Lote 0171 017-2 017-3 017-4 017-5
Adicién de Control PIF, c/ lecitina PIW PIF PIW, c/ colina
Luteina/MDG
Luteina total, mg/kg 2,18 1,99 2,06 1,80 1,88
Ensamble de 820 1170 1160 1190 1060
Luteina, conc.
Ensamble de 7820 10.500 11.300 10.800 9510
lipdfilo, conc.
Ejemplo 38

Se realizé un estudio para evaluar los efectos de la colina en la formaciéon de ensambles de luteina de alto peso
molecular proporcionando colina en puntos variables durante la composicion. Mezclas de agua, NFDM, ODM, luteina
y cloruro de colina, en donde la colina fue afiadida ya sea al MDG vy la luteina o a la suspension de NFDM. Luego se
centrifugaron las muestras (31.000 x g/20 °C/1 h), ultrafiliradas a través de un filtro de 100k, y las fracciones acuosas
fueron probadas por SEC para el analisis del ensamble de luteina de alto peso molecular, proteinas de alto peso
molecular y luteina enlazada a proteina nativa. El sobrenadante fue diluido 1:4 (v/v) antes de ejecutar en SEC, con la
fase movil de SEC (0,05M KH2PO4, 0,15M NaCl, pH 7,5). Los diferentes parametros examinados fueron ensamble
de luteina de alto peso molecular, proteina > 137 kDa y proteina de rango media, que corresponde a la luteina enlazada
a proteina nativa. Ademas, se realiz6 analisis de ultrafiltrado en el ensamble de luteina y métricas de proteinas de alto
peso molecular. Los datos se presentan en la siguiente tabla.

El efecto mejorado de la colina sobre la incorporacién de luteina en ensambles de alto peso molecular parece ser
dependiente del proceso. Especificamente, se encontré que la luteina enlazada fue significativamente mayor cuando
la colina fue agregada a la suspension de NFDM, a diferencia de la adicién a MDG vy luteina.

Tabla 22: Investigacion de Sistema modelo V de Formacion de Ensamble

Punto de Adicion de Colina MDG + luteina Aihadido Suspension de NFDM Aiadida
Fracciéon Acuosa, 214 nm (Métrica 121 190
de Proteina)
Fraccién Acuosa, 476 nm (bound 0,265 0,330
luteina metric)
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Fraccion Acuosa, 476 nm, Proteina 0,0346 0,0455
Nativa Rango (Métrica de luteina
enlazada a Proteina Nativa)

100K UF permeado, 214 nm 448 59,7
(métrica de Proteina)

100K UF permeado, 476 nm 0,0343 0,0387
(Métrica de luteina)

Ejemplo 39

Se realiz6 un estudio para evaluar los efectos de los componentes variables en la formacion de ensambles de luteina
de alto peso molecular. Las diferentes composiciones incluyen diversos ingredientes de proteinas (NFDM, [-
lactoglobulina o lactoferrina bovina); cantidades variables de MDG y HOSO, y luteina. Los detalles especificos de las
variables mencionadas se enumeran en la siguiente tabla. Luego se centrifugaron las muestras (31.000 x g/20 °C/1
h), y se probaron para luteina enlazada por SEC.

Los resultados demuestran que el ensamble de luteina y métricas de proteina > 137 kDa aumentan con la presencia
de MDG dentro de la composicion. Curiosamente, la combinacion de MDG y HOSO mostré la mayor cantidad de
formacion de ensamble de luteina y proteina > 137 kDa, en comparaciéon con MDG y HOSO solos. Ademas, el uso de
B-lactoglobulina o lactoferrina bovina, solas, como parte de la composicion demostré la capacidad de formar
ensambles de luteina y proteina > 137 kDa.

Tabla 23: Investigacion de Sistema modelo VI de Formacién de Ensamble

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8
Proteina, NFDM NFDM NFDM NFDM NFDM NFDM BLG BLF
37 g proteina/kg
MDG, g/kg 6,64 6,62 3,31 1,66 0,826 0 6,62 6,62
HOSO, g/kg 0 0 3,31 4,96 5,79 6,62 0 0
Luteina, mg/kg 5,05 10,1 10,1 10,1 10,1 10,1 10,1 10,1
MDG/luteina, 1315 655 328 164 81,8 0 655 655
p/p
Ensamble de 494 51,7 57,4 57,9 50,7 36,4 11,3 18,6
Luteina de Alto
Peso Molecular
Proteina >137 0,413 0,407 0,412 0,416 0,393 0,343 0,012 0,018
kDa, g/kg
indice de Lipdfilo 0,136 0,137 0,147 0,147 0,141 0,124 0,270 0,174
Enlazado
Ejemplo 40

Se llevd a cabo un estudio para investigar los efectos de los componentes variables en la formacion de ensambles de
luteina de alto peso molecular. Las diferentes composiciones incluyen diferentes ingredientes de proteinas (NFDM, B-
lactoglobulina o lactoferrina bovina) a 37 g de proteina por kg, MDG a 6,62 g/kg y luteina a 10,1 mg/kg. La B-
lactoglobulina y la lactoferrina bovina fueron probadas con y sin centrifugado. Luego se analizaron las muestras por
SEC para el ensamble de luteina de alto peso molecular, proteinas de alto peso molecular (> 137 kDa), con y sin
centrifugado. Si las muestras se centrifugaron, se hizo a 31.000 x g/20 °C/1 h. Los detalles de la capacidad de los
diferentes grupos experimentales para producir ensambles de luteina de alto peso molecular se muestran en la
siguiente tabla.

Los datos revelaron que la B-lactoglobulina y la lactoferrina bovina fueron capaces de formar ensambles de luteina
estables, de alto peso molecular. Ademas, estos ensambles estaban todavia presentes después del centrifugado,
demostrando la alta solubilidad/estabilidad de los ensambles de luteina enlazada.

Tabla 24: Efecto de Diferentes Proteinas en la Formacion de Ensambles en un Sistema Modelo
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Tubo Proteina (37 g |Sample prep for| Ensamble de | Proteina > 137 indice de
proteina/kg) SEC Luteina de Alto kDa, g/kg Lipofilo
Peso Molecular Enlazado
NFDM Fraccion Acuosa 51,7 0,407 0,137
B-LG 11,3 0,012 0,270
BLF 18,6 0,018 0,174
B-LG Suspension 66,4 0,144 0,324
BLF Entera 60,5 0,132 0,305
Ejemplo 41

Se llevé a cabo un estudio para examinar los efectos de los componentes variables en la formacién de ensambles de
luteina de alto peso molecular. Las muestras fueron sometidas a tratamiento térmico apropiado durante el cual la
composicién es precalentada a 73,9-85,0 °C (165-185 °F) y luego pasadas a través de homogeneizadores, primero a
6,9 MPa y después a 27,6 MPa (1000 psig y después a 4000 psig) con NFDM en 37 g de proteinalL, con luteina a
10.1 mg/l y con cantidades variables de HOSO y/o MDG. Después de la homogeneizacidn cada variable es sometida
a un proceso de alta temperatura-poco tiempo (HTST) de aproximadamente 73,9-85,0 °C (165-185 °F) y una retencion
de 16 segundos y luego es enfriada a aproximadamente 4,4 °C (40 °F). Todas las muestras fueron después probadas
por SEC, ya sea después del centrifugado (31.000 x g/20 °C/1 h) o sin centrifugado. Los resultados se enumeran en
la siguiente tabla.

Los resultados demuestran que la combinacion de MDG y HOSO condujo a la mayor cantidad de formacion de
ensamble de luteina, asi como proteina > 137 kDa antes del centrifugado.

Tabla 25: Investigacion de Sistema modelo VII de Formacion de Ensamble

Ens’amble de Proteina > 137 inflicfe'de
Tubo HOSO, g/L MDG, g/L Luteina de Alto kDa, g/kg Lipofilo
Peso Molecular Enlazado
1 6,62 0 216 0,706 0,258
2 2,21 0 102 0,464 0,195
3 0 6,62 167 0,667 0,226
4 0 2,21 65 0,384 0,165
5 3,31 3,31 195 0,712 0,246
6 4,97 1,65 208 0,747 0,247
Resultados de prueba sin centrifugado
1 6,62 0 612 2,06 0,258
2 2,21 0 242 1,18 0,198
3 0 6,62 648 2,27 0,246
4 0 2,21 260 1,66 0,165
5 3,31 3,31 970 2,96 0,286
6 4,97 1,65 888 2,57 0,297
Ejemplo 42

Se llevo a cabo un estudio para examinar los efectos de los componentes variables en la formacién de ensambles de
luteina de alto peso molecular utilizando un polvo nutricional comercialmente disponible. Las muestras fueron
probadas (sin diluciéon o centrifugacion) para luteina enlazada y atributos relacionados por SEC. Los atributos se
comparan a continuacion y los valores de luteina enlazada (area pico a 476 nm, por mg inyectado) también se
comparan en la tabla siguiente.

Los resultados demuestran que la combinaciéon de MDG proporciona la mayor cantidad de las siguientes métricas en
relacién con los controles. Especificamente, los MDG/colina superaron a todos los otros grupos a través de todas las
métricas.

Tabla 26: El Efecto de Diferentes Variables sobre la Formacion del Ensamble en una Composicion Nutricional
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Comercialmente Representativa

Luteina, Ensamble de Luteina . - . e
Variacién mg/kg (como de Alto Peso Proteina > 137 Indice de Lipdfilo
: . kDa, g/kg Enlazado
se alimento) Molecular

Control 2,47 6995 13,8 0,373
MDG/PIF 2,47 9189 16,3 0,419
MDG/PIW 2,35 10.566 17,8 0,441
MDG/lecitina 2,44 10.298 17,2 0,446
MDG/colina 2,11 10.937 18,1 0,448

Ejemplo 43

Se llevo a cabo un estudio para examinar los efectos de los componentes variables en la formacién de ensambles de
luteina de alto peso molecular. Cada variable fue sometida a tratamiento térmico apropiado durante el cual la
composicion es precalentada a 73,89-85 °C (165-185 °F) y luego pasada a través de homogeneizadores, primero a
6,9 MPa y después a 27,6 MPa (1000 psig y luego a 4000 psig). Después de la homogeneizacion, cada variable fue
sometida a un proceso de alta temperatura-poco tiempo (HTST) de aproximadamente 73,9-85,0 °C (165-185 °F) y un
retenida por 16 segundos y después enfriada a aproximadamente 4,4 °C (40 °F). Las muestras fueron
homogeneizadas y pasteurizadas con los siguientes parametros de proteina (“P” = leche descremada en polvo, a 10
% p/p), luteina (“L”), HOSO (“H”), MDG (“M”), lecitina (“Le”), y/o colina (“C”). Estas muestras fueron probadas para
luteina enlazada y atributos relacionados por cromatografia por exclusiéon de tamafio (SEC). Cada variable se probd
antes y después del centrifugado (a 31.000 x g / 20C/1h).

Los resultados demuestran que la presencia de MDG condujo a la formacion de ensambles de luteina y proteina >
137 kDa.

Tabla 27: Investigacion de Sistema modelo VIII de Formacién de Ensamble

Variable Sample Ensamble de Luteina Proteina > 137 indice de Lipéfilo
de Alto Peso
kDa, g/kg Enlazado
Molecular
PLH Total 779 2,21 0,293
PLH Sobrenadante 328 (42 %) 0,97 (44 %) 0,281
PLM Total 439 1,28 0,273
PLM Sobrenadante 321 (73 %) 0,90 (75 %) 0,286
PLMLe Total 845 3,03 0,253
PLMLe Sobrenadante 239 (28 %) 1,13 (37 %) 0,215
PLMC Total 432 1,27 0,269
PLMC Sobrenadante 323 (75 %) 0,98 (77 %) 0,276
Ejemplo 44

Se llevo a cabo un estudio para examinar los efectos de los componentes variables en la formacién de ensambles de
luteina de alto peso molecular. Las muestras fueron sometidas a tratamiento térmico apropiado durante el cual la
composicion fue precalentada a 73,9-85,0 °C (165-185 °F) y luego pasadas a través de homogeneizadores, primero
a 6,9 MPay después a 27,6 MPa (1000 psig y luego a 4000 psig) con NFDM en 37 g de proteinalL, con luteina a 10,1
mg/l y con cantidades variables de HOSO y/o MDG. Después de la homogeneizacion cada variable fue sometida a un
proceso de alta temperatura-poco tiempo (HTST) de aproximadamente 73,9-85,0 °C (165-185 °F) y una retencién de
16 segundos y luego es enfriada a aproximadamente 4,4 °C (40 °F). Todas las muestras fueron después probadas
por SEC, ya sea después del centrifugado (31.000 x g/20 °C/1 h) o sin centrifugado. Los resultados se enumeran en
la siguiente tabla.

Las muestras preparadas con luteina, un lipido (HOSO o MDG) y diferentes niveles de proteina (leche descremada
en polvo), fueron probadas para luteina enlazada y atributos relacionados por cromatografia por exclusiéon de tamarfio
(SEC). En concreto, los parametros investigados fueron ensamble de luteina de alto peso molecular, proteina > 137
kDa y el indice de lipdfilo enlazado. Los resultados de las muestras preparadas con y sin centrifugado (31.000 x g;
20C; 1h) se comparan a continuacion.
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Los resultados demuestran que ambos, MDG y HOSO, condujeron a cantidades mas altas de formacién de conjunto
de luteina, proteina > 137 kDa e indice de lipdfilo enlazado con cantidades crecientes de proteina. Ademas, las
presencias de MDG resultd en la mayoria de los casos en mayores cantidades de las métricas mencionadas, en
relacion con HOSO. Curiosamente, los MDG superaron a HOSO mas significativamente debido a que la proteina se
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incremento a través de todas las métricas.

Tabla 28: Investigacion de Sistema modelo VIII de Formacién de Ensamble

Tubo Proteina Lipido, 4,4 g/kg Ens’amble de Proteina > 137 im':licfe_ de
(NFDM), g/kg Luteina de Alto kDa, g/kg Lipofilo
Peso Molecular Enlazado
1 241 HOSO 107 2,17 0,103
2 241 MDG 122 2,11 0,107
3 48,2 HOSO 218 4,15 0,110
4 48,2 MDG 232 4,15 0,112
5 96,4 HOSO 506 10,1 0,121
6 96,4 MDG 616 11,6 0,125
Probado después de centrifugado a 31.000 xgy a 20 °C por 1 h
1 24,1 HOSO 49,8 0,884 0,096
2 24,1 MDG 53,8 1,02 0,098
3 48,2 HOSO 108 2,44 0,102
4 48,2 MDG 118 2,48 0,101
5 96,4 HOSO 287 5,31 0,119
6 96,4 MDG 309 5,47 0,125
Ejemplo 45

Se llevé a cabo un estudio para examinar la presencia de tocoferol dentro del ensamble de luteina de alto peso
molecular. Los componentes de los polvos probados se enumeran en la tabla del Ejemplo 22. Todas las muestras
fueron formuladas y luego probadas por SEC, después del centrifugado (31.000 x g/20° C/3 h). Los resultados se

enumeran en la siguiente tabla.

Tabla 29: Analisis de Tocoferol Dentro del Ensamble

Polvo nutricional

aproximado

Tocoferoles (a-, y-, y 8-) en Fraccion Acuosa,

Ab544 (control)

1,51 mg/kg

A545 (MDG)

1,69 mg/kg

Los resultados demostraron que las fracciones acuosas de polvos nutricionales disponibles comercialmente con
tocoferoles con contenido de MDG estan a un nivel que es 11 % mayor que las composiciones de control. Las
concentraciones de la fraccion acuosa (~1,69 y ~1,51 mg/kg, respectivamente) parecen representar una proporcion
apreciable del tocoferol total dentro de la composicion nutricional disponible comercialmente (aproximadamente 20-30
%). La solubilidad del tocoferol proporcionada por los MDG dentro de la composicion es contrastante con el limite de
solubilidad reportado de la vitamina E en el agua (20,9 mg/kg a 33 °C). Esto sugiere que los ensambles que

comprenden MDG mejoran la solubilidad acuosa del tocoferol.

Ejemplo 46

Tabla 30: Analisis de Caseina Asociada con el Ensamble

Sistema de Proteinas

Composicion Comercial Actual

Composicion

64 % leche desnatada en polvo
(NFDM), 36 % WPC

NFDM de ganados Holstein-
Friesian

NFDM de ganados Guemsey

Concentracion de Proteina Total

2,07 g por 100 kcal

2,07 g por 100 kcal

Concentracion B-caseina Total

0,36 g por 100 kcal

0,36 g por 100 kcal
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Principal variante genética de -

f A1 A2
caseina

La Tabla 31 a continuacién muestra informacion parcial de la composicién (contenido de proteina) para una
composicion nutricional comercial liquida disefiada para las personas con diabetes, en comparacion con una
composicion nutricional ejemplar liquida segun las realizaciones divulgadas en este documento. Ambas ilustran el
producto nutricional liquido con fuentes variables de caseinatos, y tienen una combinacién de caseinato, SPC. La beta-
caseina utilizada en la realizacion a la derecha es derivada de Bos indicus y tiene A2 como la variante genética
principal.

Tabla 31: Informacion Parcial de la Composicion de la Composicion Nutricional Comercialmente Disponible

Sistema de Proteina Composicion Comercial Actual Composicion
80 % de Caseinatos, 20 % SPC Caseinatos de leche de Bos Caseinatos de leche de Bos
taurus, ganados Holstein-Friesian indicus
Concentracion de Proteina Total 76 g por litro 76 g por litro
Concentracion p-caseina Total 22 g por litro 22 g por litro
Principal variante genética de - A1 A2
caseina

Una composicion nutricional destinada a lactantes y adecuada para utilizar la proteina aqui divulgada se describe en
la Tabla 32 a continuacion. Los 14 gramos de proteina por litro de composicion nutricional comprenden
aproximadamente 18 % en peso de beta-caseina bovina.

Tabla 32: Ingredientes de la Composicion Nutricional para el Ejemplo 46 y otras Composiciones Ejemplificadas.

INGREDIENTE nombre Cantidad por lote de 1000 kg Kg/g/mg
INGREDIENTE agua Q.s. Kg
Leche desnatada 83,00 Kg
Lactosa 51,82 Kg
gc;?(i:ts de cartamo de alto contenido 13,06 Kg
Aceite de soja 10,50 Kg
Aceite de coco 9,256 Kg
Galacto-oligosacaridos 8,630 Kg
Concentrado de proteina de suero 6,075 Kg
5 % Hidroxido de potasio 2,494 Kg
KOH 1247 g
Citrato de potasio 536,6 g
Carbonato de calcio 4499 g
Acido ascorbico 446.,9 g
Aceite ARASCO Mortierella Alpina 359,3 g
Lecitina de soja 339,7 g
Myverol 18-06 339,7 g
Nucleotidos-Colina Premezcla 293,2 g

Bitartrato de colina 51,75 g
Monofosfato de Citidina 5' 30,49 g
Monofosfato disédico de guanosina &' 15,64 g
Monofosfato disédico de uridina 5' 13,15 g
Monofosfato de adenosina 5' 11,60 g
Cloruro de potasio 199,9 g
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INGREDIENTE nombre Cantidad por lote de 1000 kg Kg/g/mg
Cloruro de magnesio 154,0 g
Premezcla de Vit/Min/Taur 149,9 g
Taurina 45,83 g
m-Inositol 33,28 g
Sulfato de cinc 15,35 g
Niacinamida 9,781 g
Pantotenato de calcio 5,865 g
Sulfato ferroso 5,131 g
Sulfato cuprico 1,800 g
Clorhidrato de Cloruro de Tiamina 1,518 g
Rivoflavina 669,3 g
HCI de Piridoxina 613,1 mg
Acido Félico 206,1 mg
Sulfato de Manganeso 174,6 mg
Biotina 59,21 mg
Selenato Sodico 35,51 mg
Cianocobalamina 4,722 mg
IAceite DHASCO Crypthecodinium Cohnii 131,0 g
Cloruro de colina 123,7 g
Seakem GP-359 120,0 g
TriFosfato de Calcio Ultra-Micronizado 103,2 g
Fosfato Potasico Monobasico 90,6 g
Premezcla de Vitamina A, D3, E, K1 64,7 g
Acetato de RRR Aloha-Tocoferol 9,063 g
Palmitato de Vitamina A 1,725 g
Vitamina K1 (Filoquinona) 100,3 mg
Vitamina D3 14,06 mg
Sulfato Ferroso 60,9 g
Carragenina Seakem RLC 60,0 g
Premezcla de Carotenoide 57,1 g
Luteina 119,9 mg
Licopeno 119,9 mg
Beta-Caroteno 25,98 mg
Cloruro de Sodio 40,1 g
Acido Citrico (Adyuvante de Proceso) 29,8 g
L-Carnitina 3,62 g
Riboflavina 2,18 g

Una composicion nutricional adecuada para utilizar la proteina aqui divulgada se describe en la Tabla 33 a
continuacion. Los 34 gramos de proteina por litro de composicién nutricional comprenden aproximadamente 25 % en
peso de beta-caseina bovina.

Tabla 33: Ingredientes de la Composicion Nutricional para el Ejemplo 46 y otras Composiciones Ejemplificadas.
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INGREDIENTE Kg por 1000 Kg
Agua 0s,
Sacarosa 75,0
Aislado de proteina de leche (Alapro 4900-Fonterra) 34,9
Aceite de soja 8,0
Aislado de proteina de soja 3,7
Citrato de potasio 3,3
Ester de fitosterol 3,2
Avicel CL611 3,0
Fosfato de Magnesio Dibasico 1,92
N&A Sabor Vainilla 1,80
m-TCP 1,75
N&A Sabor Crema de Leche 32122 1,30
Lecitina de soja 1,0
Cloruro de magnesio 1,15
Cloruro de sodio 0,75
Cloruro de colina 0,53
Acido ascorbico 0,377
Cloruro de potasio 0,309
Hidroxido de Potasio 45 % (Adyuvante de Proceso) 0,262
Premezcla de WSV 0,185
Almidén de maiz (Adyuvante de Proceso) 0,0631143
Dextrosa (Adyuvante de Proceso) 0,062977
Niacinamida 0,0274725
Pantotenato d-calcico 0,0177239
Clorhidrato de cloruro de tiamina 0,0045325
Clorhidrato de piridoxina 0,0043625
Riboflavina 0,0035335
Acido Félico 0,0006739
Biotina 0,0005467
Cianocobalaminal 0,00006318
Carragenina (Viscarin SA-359) 0,180
Premezcla de UTM/TM 0,150
Sulfato de Cinc, Monohidrato 0,0837855
Maltodextrina (Adyuvante de Proceso) 0,0346267
Sulfato de Magnesio, Monohidrato 0,0207663
Acido citrico, Anhidro 0,009258
Cloruro de Cromo, Hexahidrato| 0,0007288
Molibdato sddico, Dihidrato 0,0005882
Selenato sddico, Anhidro 0,0002465
Premezcla de vitamina ADEK 0,135
Aceite de coco (Adyuvante de Proceso) 0,0799578
Vitamina E (Acetato de dI-Alfa Tocoferol) 0,0495827
Palmitato de Vitamina A 0,0051266
Filoquinona 0,000297
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INGREDIENTE Kg por 1000 Kg
Vitamina D3 0,00003594
Sucralosa liquida (25 %) 0,10
Seakem CM514 0,090
Acesulfame potasico 0,050
'Yoduro de potasio 0,00023

En ciertas realizaciones ejemplares aqui divulgadas, las composiciones nutricionales se administran (o consumen)
oralmente segun sea necesario para proporcionar el nivel de nutricion deseado. En algunas de estas realizaciones,
las composiciones nutricionales se administran (o consumen) en la forma de dos porciones diariamente o en una o
dos o mas dosis divididas diariamente. En ciertas realizaciones, cuando la composicion nutricional es un liquido, la
porcién puede ser de 150 mililitros a 500 mililitros. En otras ciertas realizaciones, cuando la composicién nutricional es
un liquido, la porcién es de 237 mililitros (~8 fl. 0z.). En otras realizaciones, cuando la composicién nutricional es un
liquido, la porcion es de 177 mililitros a 414 mililitros (~6 fl. oz. a ~14 fl. 0z.). En aun oftras realizaciones, cuando la
composicién nutricional es un liquido, la porciéon es de 207 mililitros a 266 mililitros (~7 fl. oz. a ~9 fl. 0z.). Varios
contenidos caldricos se pueden asociar con cada porcidon de las composiciones nutricionales segun la primera,
segunda y tercera realizaciones aqui divulgadas, tipicamente de 25 a 500 Kcal, incluyendo de 50 a 400 Kcal; 100 a
350 Kcal 0 150 a 350 Kcal por porcion. Alternativamente, una porcion puede ser considerada como cualquier cantidad
que se pretenda consumir por ocasion o dentro de una hora 0 menos.

En la medida en que los términos "incluye” o "incluyendo” se utilizan en la descripcion o las reivindicaciones, pretenden
ser incluidos de manera similar al término "que comprende" como dicho término se interpreta cuando se utiliza como
una palabra de transicién en una reivindicacion. Ademas, en la medida en que se utilice el término "0" (por ejemplo, A
o B) pretende significar "A o B o ambos." Cuando los solicitantes pretenden indicar "s6lo A o B pero no ambos"
entonces se utilizara el término "s6lo A o B pero no ambos". Por lo tanto, el uso del término "o" en este documento es
de uso inclusivo y no exclusivo. Ver Bryan A. Garner, A Dictionary of Modern Legal Usage 624 (2d. Ed. 1995). También,
en la medida en que se utilicen los términos "a" o "hacia" en la descripcion o las reivindicaciones, pretenden ademas
significar "en" o "sobre". Ademas, en la medida en que el término "conectar" se utilice en la descripcién o
reivindicaciones, pretende significar no sélo "directamente conectado a", sino también "indirectamente conectado a"
tal como conectado a través de otro componente o componentes.

Mientras que la presente solicitud se ha ilustrado por la descripcion de realizaciones de la misma, y mientras que las

realizaciones han sido descritas a detalle considerable, no es la intencién de los solicitantes restringir o de ninguna
manera limitar el alcance de las reivindicaciones adjuntas a dicho detalle.

Ejemplos 47-53

Los Ejemplos 47-49 muestran las formulas para lactantes en polvo a base de soja de la presente divulgacion, cuyos
ingredientes se enumeran en la Tabla 34. Todas las cantidades de ingredientes se enumeran como kg por lote de
1000 kg, a menos que se especifique lo contrario.

Tabla 34: Ingredientes de la Composicion Nutricional para los Ejemplos 47-49 y otras Composiciones Ejemplificadas.

Ingrediente Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3
Jarabe de maiz 504,1 5041 504,1
Aislado de proteina de soja (5 % DH) 144.8 144.8 144.,8
Aceite de girasol 112,5 112,5 112,5
Sacarosa 98,3 98,3 98,3
Aceite de soja 83,9 83,9 83,9
Aceite de coco 75,6 75,6 75,6
Fructooligosacaridos 17 17 17
Citrato de potasio 16,5 16,5 16,5
Fosfato de calcio 16,4 16,4 16,4
Cloruro de sodio 3,8 3,8 3,8
Aceite de acido araquiddnico 3 3 3
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Ingrediente Ejemplo 1 Ejemplo 2 Ejemplo 3
Cloruro de magnesio 2,8 2,8 2,8
L-Metionina 1,7 1,7 1,7
Acido ascorbico 1,1 1,1 1,1
IAceite de acido docosahexaenoico 1,1 1,1 11
Aceite de MDG 621,09 590,3 g 558,99
Luteina 945,0 mg 346 mg 119
Cloruro de colina 507,79 507,79 507,79
Taurina 457,59 45759 457,59
Inositol 353,09 353,09 353,09
Palmitato de ascorbilo 347,59 34759 347,59
Sulfato ferroso 319,2¢g 319,2¢ 319,2¢
Tocoferoles mixtos 157,29 157,2 g 157,2 g
L-Carnitina 112,79 112,7 g 112,7 g
Niacinamida 979¢g 979¢ 979¢g
Acetato de d-alfa-tocoferol 78,849 78,89 78,89
D-Pantotenato calcico 58,7 g 58,79 58,79
Zinc 56,0 g 56,0 g 56,0 g
Hierro 16,99 16,99 16,99
Tiamina 15,2 g 15,2g 15,2 g
Palmitato de Vitamina A 14,89 14,89 14,89
Cobre 729 729 729
Riboflavina 6,79 6,79 6,79
Clorhidrato de piridoxina 6,19 6,19 6,19
Acido félico 2149 21g 21g
'Yoduro de potasio 1,19 1,19 119
Filoquinona 857,1 mg 857,1 mg 857,1 mg
Vitamina D3 47 mg 103,7 mg 324 mg
Licopeno 980,0 mg 980,0 mg 980,0 mg
Biotina 592,5 mg 592,5 mg 592,5 mg
Beta-Caroteno 215,6 mg 215,6 mg 215,6 mg
Selenio 147,0 mg 147,0 mg 147,0 mg
Cianocobalamina 71,3 mg 71,3 mg 71,3 mg

Los Ejemplos 50-52 muestran las formulas para lactantes en polvo a base de leche de la presente divulgacién, cuyos
ingredientes se enumeran en la Tabla 35. Todas las cantidades de ingredientes se enumeran como kg por lote de
1000 kg, a menos que se especifique lo contrario.

Tabla 35: Ingredientes de la Composicion Nutricional para los Ejemplos 50-52 y otras Composiciones Ejemplificadas.

Ingrediente Ejemplo 4 Ejemplo 5 Ejemplo 6
Leche descremada 2057,3 2057,3 2057,3
Lactosa 4141 4141 4141
Aceite de girasol 111,1 11,1 111,1
/Aceite de soja 83,3 83,3 83,3
Aceite de coco 74,6 74,6 74,6
Galactooligosacaridos 72,3 72,3 72,3
Concentrado de proteina de suero 49,4 49,4 49,4
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Ingrediente Ejemplo 4 Ejemplo 5 Ejemplo 6
Hidrolizado de proteina de suero (< 25 % DH) 5,6 5,6 5,6
Citrato de potasio 3,4 3,4 3,4
/Aceite de acido araquiddnico 2,9 2,9 2,9
Carbonato de calcio 2,6 2,6 2,6
Hidréxido de Potasio 2,3 2,3 2,3
Lecitina de soja 1,7 1,7 1,7
Aceite de acido docosahexaenoico 1,6 1,6 1,6
Acido ascorbico 1,5 1,5 1,5
Bitartrato de Colina 1,2 1,2 1,2
Cloruro de magnesio 1,2 1,2 1,2
/Aceite de MDG 1,1 1,044 0,99
Luteina 2,659 1,59 364 mg
Cloruro de sodio 1 1 1
Taurina 428 g 428 g 428 g
L-Triptéfano 27749 2779 2779
Monofosfato de Citidina 5' 257 g 257 g 257 g
Mio-Inositol 2579 257 g 2579
Palmitato de Ascorbilo 200g 200 g 200g
Monofosfato disédico de guanosina 5' 187 g 187 g 187 g
Monofosfato disddico de uridina 5' 163 g 163 g 163 g
Monohidrato de sulfato ferroso 130,6 g 130,6 g 130,6 g
Acetato de RRR-alfa-tocoferol 119,7 g 119,79 119,79
Tocoferol-2 106,7 g 106,7 g 106,7 g
Monohidrato de sulfato de zinc 104 g 104 g 104 g
Monofosfato de adenosina 5' 98¢ 98¢ 98 g
Sulfato Ferroso 88g 88g 88¢g
Tocoferoles mixtos 7749 7749 7749
Niacinamida 59¢ 59¢ 59¢
L-Carnitina 43 g 43 g 43 g
D-Pantotenato célcico 429 429 429
Palmitato de retinilo 139 139 139
Sulfato de cobre 1149 1149 119
Clorhidrato de tiamina 9¢g 9g 9¢g
Clorhirdrato de piridoxina 59 59 59
Riboflavina 59 59 59
Monohidrato de sulfato de manganeso 39 39 39
Acido félico 796 mg 796 mg 796 mg
Beta-Caroteno 770 mg 770 mg 770 mg
Filoquinona 618 mg 618 mg 618 mg
'Yoduro de potasio 550 mg 550 mg 550 mg
D-Biotina 238 mg 238 mg 238 mg
Selenato sédico 117 mg 117 mg 117 mg
Vitamina D3 50 mg 93 mg 295 mg
Cianocobalamina 8 mg 8 mg 8 mg
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El Ejemplo 53 ilustra una formula para lactante liquida a base de leche lista para consumir de la presente divulgacion,
cuyos ingredientes se enumeran en la Tabla 36. Todas las cantidades de ingredientes se enumeran como kg por lote
de 1000 kg, a menos que se especifique lo contrario.

Tabla 36: Ingredientes de la Composicion Nutricional para el Ejemplo 53 y otras Composiciones Ejemplificadas.

Ingrediente Ejemplo 7

Agua Q.S.
Lactosa 48,2
Leche descremada 22,1
Aceite de cartamo de alto contenido oleico 13,3
Aceite de soja 10,2
Aceite de coco 9,7
Galactooligoscaridos 94
Concentrado de proteina de suero 6,3
Hidroxido de potasio 166 g
Carbonato de calcio 747 g
Citrato de potasio 650 g
Acido ascorbico 610g
Acido araquidénico oil 410¢
Monoglicéridos destilados 347 g
Lecitina 3509
Monofosfato de citidina 5’ 32,89
Monofosfato disddico de guanosina 5’ 16,8 g
Monofosfato disédico de uridina 5’ 14,19
Monofosfato de adenosina 5’ 12,59
/Aceite de acido docosahexaenoico 2259
Aceite de MDG 210g
Fosfato potasico 1859
Taurina 579
Mio-inositol 48 g
L-triptéfano 1949
Niacinamida 69
D-Pantotenato calcico 59
Clorhidrato de tiamina 149
Rivoflavina 1,39
Clorhidrato de piridoxina 750 mg
Acido folico 145 mg
D-biotina 36 mg
Cianocobalamina 5,4 mg
Carragenina 1759
Citrato de sodio 174 g
Cloruro de sodio 1459
Cloruro de magnesio 126 g
Sulfato ferroso 66,59
Cloruro de colina 459
Acetato de vitamina E 219
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Ingrediente Ejemplo 7
Palmitato de vitamina A 29
Filoquinona 131,6 mg
Vitamina D3 16 mg
Sulfato de magnesio 32¢g
Sulfato de zinc 17949
L-carnitina 55¢g
Sulfato cuprico 29
Luteina 160 mg
Beta-caroteno 80 mg
Sulfato de manganeso 110 mg

Ejemplo 54

En este Ejemplo, el efecto de utilizar un componente de aceite de MDG activado o una premezcla protegida por MDG
en la absorbancia de los triglicéridos y acidos grasos en una composicién nutricional es evaluado y comparado con la
absorbancia de los triglicéridos y los acidos grasos en una composicion nutricional sin aceite de MDG. Los acidos
grasos que fueron medidos para esta prueba incluyeron acido palmitico, acido linoléico y acido alfa-linoléico.

Se probaron las siguientes composiciones nutricionales:

Control de Aceite de Triglicéridos (AET-C): el aceite de cartamo de alto contenido oleico se afadié a la suspension de
proteina en grasa antes de la adicién al resto de la composicion;

Premezcla protegida por MDG (AET-1): El aceite de MDG se premezclé con lecitina durante 5 minutos; esta premezcla
se afadio a la suspension de proteina en grasa para formar una premezcla protegida por MDG antes de la adicion al
resto de la composicion;

Componente de aceite de MDG activado (AET-2): El aceite de MDG se afiadi6é a la suspensién de proteina en agua
para formar un componente de aceite de MDG antes de la adicion al resto de la composicion;

Aceite de MDG, no activado (AET-3): El aceite de MDG se anadié a la suspension de proteina en agua antes de la
adicién al resto de la composicion; y

Componente de aceite de MDG con colina activado (AET-4): El aceite de MDG se premezclé con colina durante 5
minutos; esta premezcla se afiadio a la suspension de proteina en agua para formar un componente de aceite de MDG
antes de la adicion al resto de la composicion.

Tabla 37: Ingredientes de la Composicion Nutricional para el Ejemplo 54 y otras Composiciones Ejemplificadas.

ID de muestra AET-C AET-1 AET-2 AET-3 AET-4
Cantidad|, , . Cantidad/ . Cantidad/ | Unida |Cantidad/1|, , . Cantidad/ .
/1000 kg|”"'98d 1000 kg | Y"939 | qo00kg | d | 000kg |”M9ad o0q kg | YNidad
INGREDIENTE
Nombre:
Agua Q.S. kg Q.S. Kg Q.S. kg Q.s. kg Q.S. kg
Lactosa 4927 | kg | 4927 | Kg 4927 | kg | 4927 kg | 49,27 kg

Leche desnatada
en polvo

Aceite de cartamo
de alto contenido 13,44 kg 12,78 Kg 12,78 kg 12,78 kg 12,78 kg
oleico

2206 | kg | 2206 | Kg | 22,06 | kg | 2206 | kg | 22,06 kg

Aceite de soja 10,06 kg 9,57 Kg 9,57 kg 9,57 kg 9,57 kg
Aceite de coco 9,60 kg 9,13 Kg 9,13 kg 9,13 kg 9,13 kg
Galactooligo

edridos 940 | kg | 940 Kg 9,40 kg 9,40 kg | 9,40 kg

Concentrado de
proteina de suero

631 | kg | 6,31 Kg 6,31 kg 6,31 kg | 6,31 kg
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ID de muestra AET-C AET-1 AET-2 AET-3 AET-4
Cantidad|; , .. Cantidad/| ,, . Cantidad/ | Unida |Cantidad/1|, , _. Cantidad/ .
/1000 kg|""999 1000 kg | U939 | 000 kg | d | 000kg |UM9a9 fggo kg |YNidad
Aceite de MDG 0 kg 1,62 Kg 1,62 kg 1,62 kg 1,62 kg
Acido ascorbico 611,99 g 611,99 G 611,99 g 611,99 g 611,99 g
Carbonato de calcio| 559,70 g 559,70 G 559,70 g 559,70 g 559,70 g
Citrato de potasio | 545,40 g 545,40 G 545,40 g 545,40 g 545,40 g
Aceite ARASCO
Mortierella Alpina 395,30 g 395,30 G 395,30 g 395,30 g 395,30 g
Hidréxido de
potasio, 45 % 368,00 g 368,00 G 368,00 g 368,00 g 368,00 g
Lecitina 346,99 g 346,99 G 346,99 g 346,99 g 346,99 g
Myverol 346,99 g 346,99 G 346,99 g 346,99 g 346,99 g
Premezcla de
Nuclestidos-Colina 314,15 g 314,15 G 314,15 g 314,15 g 314,15 g
Aceite de DHASCO
Crypth. Cohnii 208,80 g 208,80 G 208,80 g 208,80 g 208,80 g
Premezcla de
Vitamina /Mineral 176,00 g 176,00 G 176,00 g 176,00 g 176,00 g
/Taurina
Carragenina 175,26 g 175,26 G 175,26 g 175,26 g 175,26 g
Citrato de sodio 163,00 g 163,00 G 163,00 g 163,00 g 163,00 g
Cloruro de sodio 145,30 g 145,30 G 145,30 g 145,30 g 145,30 g
Cloruro de 12650 | g | 12650 | G | 12650 | g | 12650 | g | 12650 | g
magnesio
Fosfato potasico
dibasico 117,60 g 117,60 G 117,60 g 117,60 g 117,60 g
Sulfato ferroso 66,50 g 66,50 G 66,50 g 66,50 g 66,50 g
Cloruro de colina 44 97 g 44 97 G 44 .97 g 44 97 g 44 .97 g
\}é'}am'”a AD3E | 3580 | g | 3580 G 3580 | g 35,80 g | 3580 g
Sulfato de 2740 | g | 2740 | & | 2740 | g | 2740 | g | 2740 | g
magnesio
Sulfato de zinc 17,90 g 17,90 G 17,90 g 17,90 g 17,90 g
Luteina 12,35 g 12,35 G 12,35 g 12,35 g 12,35 g
L-carnitina 5,50 g 5,50 G 5,50 g 5,50 g 5,50 g
Sulfato cuprico 1,90 g 1,90 G 1,90 g 1,90 g 1,90 g
Sulfato de 110,00 | mg | 110,00 | Mg 110,00 | mg | 110,00 | mg | 110,00 | mg
manganeso
Segun Segun Segun . Segun
i . sea Segun sea
Acido citrico . sea sea : sea
necesari . . necesario .
o necesario necesario necesario
Segun Segun Segun . Segun
. sea Segun sea
'Yoduro de potasio . sea sea . sea
necesari . . necesario .
o necesario necesario necesario
Segun Seguln Segun . Segun
- sea Segun sea
Selenato sédico . sea sea ; sea
necesari . . necesario .
o necesario necesario necesario
Segun Segun Segun . Segun
. sea Segun sea
Cloruro de potasio . sea sea : sea
necesari . . necesario .
o necesario necesario necesario

Ratas Sprague Dawley macho con peso entre 280 y 330 gramos fueron alimentadas con Purina Rat Chow normal
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comercialmente disponible durante una semana. Después las ratas se mantuvieron en ayuno durante la noche antes
de la cirugia y, bajo anestesia, se realizé una laparotomia y el conducto linfatico intestinal fue canulado segun el
procedimiento de Tso et al., “The Absorption of Lipid and Lipoprotein Synthesis,” Lipid Research Methodology, Capitulo
5:191-216 (1984) Alan R. Liss, Inc., NY, NY, incorporado en este documento por referencia al grado consistente con
el mismo. La arteria mesentérica superior fue aislada, pero no ocluida. Se colocé un tubo de infusién de silicio (1.6
mm OD) en el estdmago para infusion futura de una muestra. Se cerré la incision fundica mediante una sutura de
cadena. A las ratas se les permitié recuperarse durante 24 horas antes de comenzar la infusion.

Las ratas fueron asignadas al azar para recibir una de las cinco composiciones nutricionales siendo probadas. (El
numero de ratas en cada grupo, por ejemplo "(n=7)", se muestra en la llave para la Figura 18.) Los animales fueron
infundados intragastricamente 24 horas después de la cirugia con 3 ml de sus respectivas compasiones nutricionales
de prueba.

La linfa se recolectd en tubos previamente enfriados durante 1 hora para medir los niveles de ayuno de triglicéridos,
acido palmitico, acido linoléico, y acido alfa linoléico antes de iniciar las infusiones de la composicién nutricional. La
linfa después se recolectd en tubos previamente enfriados cada hora durante 6 horas después de iniciar la infusion.
Al final del experimento, las ratas fueron sacrificadas por exsanguinacion.

Los lipidos de la linfa se extrajeron y analizaron para triglicéridos, acido palmitico, acido linoléico y acido alfa-linoléico
utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento (Craft Technologies, Wilson, NC).

La Figura 18 muestra la produccion linfatica de triglicéridos durante un periodo de 6 horas después de la infusion de
las composiciones nutricionales liquidas. La Figura 19 muestra la absorcion linfatica de acido palmitico durante un
periodo de 6 horas después de la infusidon de las composiciones nutricionales liquidas. La Figura 20 muestra la
absorcion linfatica de acido linoléico durante un periodo de 6 horas después de la infusién de las composiciones
nutricionales liquidas. La Figura 21 muestra la absorcion linfatica de acido alfa-linoléico durante un periodo de 6 horas
después de la infusién de las composiciones nutricionales liquidas.

Como se muestra en la Figura 18, la produccion linfatica media de triglicéridos en ayuno para todos los grupos varioé
entre aproximadamente 2,0 y 3,5 mg/h. En todos los grupos, la produccion linfatica de triglicéridos aument6 después
de que la infusién de cada composicidn nutricional empez6 y alcanzé una produccion maxima de aproximadamente 8
a aproximadamente 17,5 mg/h dos horas después de iniciada la infusién. El grupo de control (AET-C) y el grupo que
recibio aceite de MDG que no estaba activado (AET-3) demostré aumentos modestos en la produccion linfatica de
triglicéridos, con una produccion de triglicéridos de aproximadamente 8 a aproximadamente 9 mg/h dos horas después
de iniciar la infusién. Sin embargo, los grupos que recibieron un componente de MDG activado (AET-2 y AET-4) o una
premezcla protegida por MDG (AET-1) mostraron mayor produccion linfatica de triglicéridos, con una produccion de
triglicéridos de aproximadamente 13 a aproximadamente 17,5 mg/h dos horas después de iniciar la infusion de las
composiciones nutricionales.

Como se muestra en la FIG. 18, la produccion linfatica media de triglicéridos en ayuno para todos los grupos vario
entre aproximadamente 2,0 y 3,5 mg/h. En todos los grupos, la produccién linfatica de triglicéridos aumenté después
de que la infusién de cada composicion nutricional empezé y alcanzé una produccion maxima de aproximadamente 8
a aproximadamente 17,5 mg/h dos horas después de iniciada la infusién. El grupo de control (AET-C) y el grupo que
recibié aceite de MDG que no estaba activado (AET-3) demostré aumentos modestos en la produccion linfatica de
triglicéridos, con una produccion de triglicéridos de aproximadamente 8 a aproximadamente 9 mg/h dos horas después
de iniciar la infusion. Sin embargo, los grupos que recibieron un componente de MDG activado (AET-2 y AET-4) o una
premezcla protegida por MDG (AET-1) mostraron mayor produccion linfatica de triglicéridos, con una produccion de
triglicéridos de aproximadamente 13 a aproximadamente 17,5 mg/h dos horas después de iniciar la infusion de las
composiciones nutricionales.

La Figura 20 muestra la absorcion linfatica de acido linoléico durante 6 horas después de la infusidén de las cinco
composiciones nutricionales. La absorcién linfatica del acido linoléico aumenté en todos los grupos durante las
primeras dos horas y cay6 a un estado estacionario desde aproximadamente 4 a 6 horas después de que inicio la
infusion de las composiciones nutricionales. Sin embargo, hubo un marcado aumento en la absorcion linfatica de acido
linoléico dos horas después de iniciar la infusion para las composiciones nutricionales que contiene alguna forma de
aceite de MDG (AET-1 a ET-4), cuando se compara con la composicion nutricional que contiene el control de
triglicéridos sin aceite de MDG (AET-C).

La Figura 21 muestra la absorcién linfatica de acido alfa-linoléico durante 6 horas después de la infusién de las cinco
composiciones nutricionales. La absorcién linfatica del acido alfa-linoléico aumenté en todos los grupos durante las
primeras dos horas y cay6 a un estado estacionario desde aproximadamente 4 a 6 horas después de que inicio la
infusion de las composiciones nutricionales. Sin embargo, hubo un marcado aumento en la absorcion linfatica de acido
alfa-linoléico dos horas después de iniciar la infusion para las composiciones nutricionales que contiene alguna forma
de aceite de MDG (AET-1 a ET-4), cuando se compara con la composiciéon nutricional que contiene el control de
triglicéridos sin aceite de MDG (AET-C).
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Ejemplo 55

En este Ejemplo, las composiciones nutricionales evaluadas en el Ejemplo 1 son ain mas probadas para luteina que
no es solubilizada por la grasa en las composiciones nutricionales. Las cinco composiciones, AET-C, AET-1, AET-2,
AET-3 y AET-4 fueron cada una sometidas a centrifugado a alta velocidad (31.000 x g; 20 °C; 4h). La fracciéon acuosa
de cada composicion nutricional centrifugada se diluyé 2:8 con agua, y las fracciones acuosas diluidas se filtraron a
través de membranas de PTFE de 0,45 um. La absorbancia visible de las fracciones acuosas diluidas fue medida a
476 nm (un maximo de absorbancia de luteina). Las lecturas de absorbancia (enlazadades de miliabsorbancia por
gramo de fraccion acuosa (mAU/g)) se reportan en la Tabla 3 siguiente, junto con una clasificacion de la respuesta de
luteina in vivo para las mismas composiciones probadas en el Ejemplo 1.

Tabla 38: Relacion entre la Luteina en la Fraccidon Acuosa con Respuesta in vivo

. Clasificacion de
Absorbancia, .
ID de muestra respuesta de luteina in
mAU/g, 476 nm vivo
AET-C 57,6 1 (respuesta mas baja)
AET-1 62,7 4
AET-2 61,3 3
AET-3 59,4 2
AET-4 64,9 5 (respuesta mas alta)

Como puede verse en la tabla, los valores de absorbancia se correlacionan con los resultados in vivo en que cada
composicion nutricional que comprende una premezcla activada de MDG (AET-2 y AET-4) o una premezcla protegida
por MDG (AET-1) tienen valores mas altos de absorbancia de luteina que la composicién nutricional de control (AET-
C) o la composicién nutricional que no comprende una premezcla activada (AET-3). Mas luteina esta presente en la
fraccion acuosa de las composiciones nutricionales que comprenden una premezcla activada de MDG o una
premezcla protegida por MDG. Por lo tanto, la biodisponibilidad relativa de luteina, como se demostré por la prueba in
vivo, se predijo de manera precisa por pruebas in vitro utilizando este método.

Ejemplo 56

En este Ejemplo, el efecto sobre la biodisponibilidad de DHA en las composiciones nutricionales que contienen una
premezcla activada de MDG o una premezcla protegida por MDG se evalla y compara con la biodisponibilidad de
DHA que esta en las composiciones nutricionales sin la premezcla activada de MDG o la premezcla protegida por
MDG.

Se siguid un protocolo similar para infusién animal y recoleccién de linfa como se describe en el Ejemplo 1, incluyendo
la infusion de las mismas composiciones nutricionales (por ejemplo, composiciones AET-C, AET-1, AET-2, AET-3 y
AET-4). Los lipidos de linfa se extrajeron y analizaron para concentracion de DHA utilizando cromatografia liquida de
alto rendimiento. La Figura 22 muestra el cambio en la produccion linfatica de DHA con el tiempo. Hubo un aumento
importante en los niveles linfaticos de DHA desde los niveles iniciales (ayuno) a los niveles de DHA en las 6 horas
siguientes a la infusion de las composiciones nutricionales que contienen una premezcla activada (AET-2) o una
premezcla protegida por MDG (AET-1). En comparacion, la composicién nutricional de control (AET-C) vy la
composicién nutricional que no comprende una premezcla activada (AET-3) mostré sélo un aumento modesto en los
niveles linfaticos de DHA con el tiempo.

Ejemplo 57

Se realiz6 un estudio para comparar un polvo nutricional comercialmente representativo con y sin MDG. Los lotes de
polvo nutricional (control y MDG) se reconstituyeron (152 g/l), centrifugaron (31.000 x g/20 °C/4h), y la concentracion
de MDG en la fraccién acuosa de las muestras se calculé por determinacion de HPLC de monolinoleina y monooleina,
y se representé como mg de MDG por kg de fraccién acuosa.

Tabla 39: Presencia de MDG en la Fraccion Acuosa Después del Centrifugado de la Composicion Nutricional

Lote 08/15/13 09/19/13 11/05/13 02/15/14
AET-C (sin MDG) <70 <40 <20 NT (no probado)
AET-1 144 120 NT NT
AET-2 NT 150 NT NT
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AET-3 NT 90 118 NT
AET-4 178 140 115 NT
AET4-5 NT NT 127 NT
A455 (sINn Mpo) NT NT NT <10
A456 NT NT NT 30
A457 NT NT NT 40
A458 NT NT NT 40

Se detectd una presencia medible de MDG en las fracciones acuosas de todas las muestras de MDG, y una ausencia
de MDG en la fraccion acuosa de todos los lotes de control se verifico por analisis de LC/UV. La relevancia de los
datos es que (a) MDG esta presente en la Fraccion Acuosa (a pesar de su muy baja solubilidad en agua) y que (b) la
concentracion de MDG generalmente esta correlacionada con la disponibilidad de luteina in vivo.

Ejemplo 58

Se realiz6 un estudio para investigar la distribucion de luteina y MDG dentro de las composiciones nutricionales. Las
muestras se prepararon utilizando homogeneizacién a 150/20 bar, y después se centrifugaron a 100.000 x g durante
1 hora. Las diferentes capas (por ejemplo, crema, acuosa, y granulado) después se analizaron para la presencia de
luteina y MDG.

Los resultados demuestran que las composiciones nutricionales que comprenden MDG proporcionaron MDG y luteina
dentro de la fase acuosa, en donde estas moléculas tienen solubilidad en agua muy limitada. Especificamente, se
encontré que la luteina y los MDG estaban presentes en la fase acuosa, después del centrifugado, a aproximadamente
4 % en peso y aproximadamente 8 % en peso de la composicién nutricional, respectivamente. Esto sugiere que la
luteina encontrada en la fase acuosa esta asociada con complejos solubles en agua. Cabe sefalar que el granulado
contenia aproximadamente 1 % de la luteina, lo que sugiere que la luteina podria estar asociada también con un
ensamble sedimentable.

Ejemplo 59

Se realizé un estudio para investigar la dispersabilidad/solubilidad de MDG (mono- y diglicéridos) en varias
preparaciones acuosas como se evalud por HPLC. Los MDG se afiadieron a agua a 95 °C, TA, y después las muestras
se sometieron a centrifugado de alta velocidad a 20 °C, y se reportan en la siguiente tabla.

Tabla 40: EI MDG Por Si Solo Tiene Solubilidad Limitada en la Fraccion Acuosa

o,
Preparacion de MDG MDG Soluble, como mg por kg MDG Soluble,t:tc;rlno % de MDG

Suspension 1,00% (p/p) MDG en 95 o
°C agua 1980 19,8 %

Filtrado a temperatura ambiente de - - o

suspension 1,00% (p/p) MDG 32 0,32 %
Sobrenadante centrifugado del - - o

filtrado a temperatura ambiente 16 0,16 %

El MDG presente después del centrifugado estuvo muy limitado, y es contrastante con el MDG presente en la fase
acuosa después del centrifugado de la composicion nutricional. Esto sugiere que la solubilidad del MDG, junto con el
compuesto lipdfilo, aumenta en las composiciones nutricionales que comprenden MDG, al menos un compuesto
lipdfilo, y al menos una proteina hidrofoba.

Ejemplo 60

Se realizé un estudio para investigar ain mas la distribucion de luteina y MDG dentro de la composicién nutricional.
Las muestras incluyeron MDG/luteina/agua; MDG/luteina/NFDM/agua; MDG/luteina/WPC/agua; y MDG/agua.

Las premezclas se proporcionaron como sigue: en muestras que contenian luteina, la luteina se calento por 2h a 50
°C con agitacion. En las muestras que contenian MDG (GMO-40) y luteina, la luteina se ahadié al MDG y se calentd
a 50-60 °C y se mezclé durante 10 minutos. En las muestras que contenian proteina, se afiadié leche descremada en
polvo al agua (50-60 °C) con agitacion y se le permitié hidratarse durante aproximadamente 10 min.

Las muestras se prepararon como sigue: para la solucién 1, se calento el agua a 50-60 °C, y se afadid luteina en
mezcla de GMO-40 y turrax (30 seg, 10000 rpm); para la solucion 2, el NFDM se coloco en solucion de agua calentada
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a 50-60 °C, y se afiadio luteina en mezcla de GMO-40 y turrax (30 seg, 10000 rpm); para la solucién 3, se calento el
agua a 50-60 °C, y se afadié mezcla de GMO-40 y turrax (30 seg, 10000 rpm). Las soluciones se enumeran en la
siguiente tabla como X.1, en donde 1 es la solucién.

Tabla 41: Detalles del Lote para el Ejemplo 60

Muestra MDG+luteina MDG+luteina+NFDM MDG+IutCe|na+WP MDG
31 3,2 3,241 3,2-2 3,3

luteina 0,0695 0,0601 0,0601 0,0601 0

GMO-40 9,18 7,94 7,94 7,94 9,18
Leche en polvo

(leche en polvo 0 107,98 107,98 0 0
desnatada, NFDM)
Concentrado de

proteina de suero 0 0 0 107,98 0
80 (WPC)

agua 790,75 684,02 684,02 684,02 790,82

TOTAL [g] 800 800 800 800 800

Las muestras se formularon como se detalla anteriormente, y después se caracterizaron por ultrafiltracion con varias
membranas, y también fueron ultracentrifugadas a varios tiempos y velocidades (por ejemplo, 100.000 x g, 4,500 x g,
y 1.000 x g). Los detalles de los diferentes métodos de centrifugadof/filtrado se detallan a continuacion.

Velocidad de Centrifugado: 1000 x g, tiempo de centrifugado: 15 min, temperatura de centrifugado: 20 °C, tubos de
centrifuga: tubo Cellstar de 50 ml de Greiner bio-one, diametro del tubo: 23 mm, cantidad de producto en el tubo: 45
ml, centrifuga: tipo 5810 R de Eppendorf, aislamiento de fase acuosa por jeringa a través de la capa de crema.

Velocidad de Centrifugado: 4500 x g, tiempo de centrifugado: 15 min, temperatura de centrifugado: 20 °C, tubos de
centrifuga: tubo Cellstar de 50 ml de Greiner bio-one, diametro del tubo: 23 mm, cantidad de producto en el tubo: 45
ml, centrifuga: tipo 5810 R de Eppendorf, aislamiento de fase acuosa por jeringa a través de la capa de crema.

Velocidad de Centrifugado: 100.000 x g, tiempo de centrifugado: 1h, temperatura de centrifugado: 20 °C, tubos de
centrifuga: Tubos de centrifuga Ultra Clear de Beckmann Coulter, tamafio del tubo: 14 x 89 mm, cantidad de producto
en el tubo: 11.3 g, centrifuga: tipo L - 90K de Beckmann Coulter, aislamiento de fase acuosa congelando el tubo con
el contenido en nitrégeno liquido y cortando la parte con la fase de suero incluyendo la pared del tubo seguido por
descongelamiento del contenido de esta parte del tubo.

Membrana: Enlazadades de filtro de centrifugado de Amicon Ultra; 100 kDa y 10 kDa, Velocidad de Centrifugado:
4000g, Tiempo de centrifugado: 30 min, temperatura de centrifugado: 20 °C, tubos de centrifuga: tubo Cellstar de 50
ml de Greiner bio-one, diametro del tubo: 23 mm, cantidad de producto en el tubo: 45 ml, Centrifuga: tipo 5810 R de
Eppendorf, Aislamiento de suero retirando el filtro del tubo y decantando el filtrado.

Velocidad de centrifugado (Lumifuge): 1000 g, Tiempo de centrifugado: 255 min, Factor de luz: 1, Temperatura de
centrifugado: 20 °C, Lumifuge: tipo Centrifuga lumiview 110 de LUM Gmbh.

Después del centrifugado y/o ultrafiltracion, las muestras se analizaron para la presencia de luteina, y MDG dentro de
las diferentes fases.

El analisis de luteina se hizo por RP-HPLC-DAD vy el analisis de MDG se hizo por RP-HPLC-UV-ELSD. En el andlisis
de MDG, las muestras se prepararon como sigue: las muestras se pesaron a 0,15 g en un 20ml frasco medidor; la
solucion se agitdé en un agitador magnético en la campana del horno; 15,0 ml o 13,5 ml, 80 % de acetona + 20 % de
cloroformo se afiadieron con un cilindro medidor.

Agitar la solucion durante 10 minutos en un agitador magnético en un bafio de agua a +50 °C (agua tibia del grifo); la
solucion se sonicod durante 10 minutos a temperatura ambiente; 1,5 ml de la muestra se centrifugaron en un tubo
centrifugo de 1,5 ml, 10 min a 20.000 x g; 20 ul del sobrenadante se inyectaron en la columna de HPLC. La
espectroscopia UV de las muestras se realizé con barridos de longitud de onda (200-900 nm a intervalos de 5 nm) a
20 °C utilizando un Espectrofotéometro Cary 4000 UV-Vis (Varian BV). Todas las mediciones se llevaron a cabo en
cubetas de cuarzo con una longitud de trayectoria de 1 mm.

Cualitativamente, las muestras sin proteina resultaron en cantidades mas apreciables de luteina precipitada a lo largo
del lateral de los matraces de muestra. Esto sugiere que hay una interaccion entre la luteina, la proteina hidréfoba y
el MDG para lograr el ensamble soluble en agua.
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En el analisis de ultrafiltracion, nada de luteina o MDG pasoé a través del filtro de 100 kDa, esto pasé en todas las
muestras (Figura 23).

Los resultados también demostraron que la presencia de proteina resultd en mas luteina y MDG en la fase acuosa.
Ademas, al comparar WPC con NFDM, el WPC resulté6 en mas luteina y MDG en la fase acuosa. Puede haber
diferentes caracteristicas de particulas (por ejemplo, el tamafo) para el lote de WPC, lo que resulta en una mayor
distribucién de luteina y MDG en la fase acuosa, con respecto a NFDM.

Centrifugado a 100.000 x g: la luteina sdélo se encontré en la fase acuosa de las muestras que contiene proteina; la
luteina inapreciable se encontré en las fases acuosas de las muestras que contiene solo luteina y MDG.

Centrifugado a 4,500 x g: cantidades similares de luteina se encontraron en la fase acuosa de las muestras que
contienen NFDM y WPC. Mas MDG se encontré en la fase acuosa de las muestras que contienen WPC que en las de
NFDM. Adicionalmente, las concentraciones de luteina y MDG en la fase acuosa fueron considerablemente mas altas
que aquellas de los sistemas libres de proteina centrifugados a 1.000 x g.

Centrifugado a 1.000 x g: resulté en cantidades considerablemente mayores de luteina en la fase acuosa de las
muestras con NFDM, que sin éste. Especificamente, se encontré ~20 % de luteina en la fase acuosa a esta velocidad
de centrifugado. En general, los datos sugieren que hay una interaccion entre la luteina, la proteina hidréfoba vy el
MDG para lograr el ensamble soluble en agua.

Tabla 42: Analisis de Centrifugado/Ultrafiltracion de Lotes Variables de MDG

Muest 3.1 3.2 3.2-1 3.2-2 3.3
uestra
Luteina | MDG | Luteina | MDG | Luteina | MDG | Luteina | MDG | Luteina | MDG
Ultrafiltracion n.a. n.a. n.a. n.a. n.d. n.d. n.d. n.d. n.a. n.a.
Método de
centrifugado A 0,1 0,047 3,3 3,572 n.d. n.d. n.d. n.d. n.a 0,234
(1000g)
Método de
centrifugado B n.d. n.d. n.d. n.d. 1,6 1,967 1,6 3,01 n.d. n.d.
(45009)
Método de
centrifugado d C n.a. n.a 0,2 1,59 n.d. n.d. n.d. n.a. n.a
(100,000 g)
Muestra general 13,1 7,33 15,4 8,44
Ejemplo 61

Se realizé un estudio para investigar el efecto de la vida util en los lotes de MDG. Diferentes lotes de MDG incluyeron,
lote de 18 meses, de 24 meses (AET-1) y el control. Los diferentes lotes de MDG se examinaron en el modelo linfatico
como se describié en el Ejemplo 20.

Los resultados demuestran que el lote mas antiguo de abundancia se desempefé a niveles similares a los del lote

mas reciente en la biodisponibilidad de la luteina (Figura 24). Esto sugiere que el ensamble de la composicion
nutricional es estable durante al menos 24 meses.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una composicién nutricional que tienen al menos un compuesto lipdfilo que tienen
biodisponibilidad mejorada, el método comprende los pasos de:
proporcionar una premezcla que comprende un ensamble que comprende al menos una proteina hidréfoba que
tiene un valor del indice de gran hidropaticidad promedio (GRAVY) de -0,5 a 0, una combinacién de monoglicéridos
y diglicéridos (“MDG”) y al menos un compuesto lipéfilo, en donde el ensamble (i) es soluble en agua; vy (ii) tiene
un tamano de 60 kDa a 1000 kDa;
afiadir la premezcla a una solucién acuosa para formar una premezcla activada, en donde la premezcla no se
afiade a los aceites o a las grasas distintos de MDG antes de afiadirse a la solucién acuosa; y
afiadir la premezcla activada a la composicion nutricional.

2. El método de conformidad con la reivindicacién 1, en donde el ensamble tiene un tamafio de 60 kDa a 400 kDa.

3. El método de conformidad con las reivindicaciones 1 o 2, en donde el compuesto lipdfilo es un carotenoide, una
vitamina soluble en lipidos, un antioxidante lipdfilo, una fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(LCPUFASs) o combinaciones de los mismos.

4. El método de conformidad con las reivindicaciones 1 a 3, en donde el compuesto lipdfilo es luteina, vitamina A,
vitamina D, vitamina E, vitamina K, acido docosahexaenoico (DHA) o combinaciones de los mismos.

5. El método de conformidad con las reivindicaciones 1 a 4, en donde la premezcla se calienta a una temperatura de
49 °C (120 °F) durante aproximadamente 10 minutos.

6. Un método para preparar una composicion nutricional que tiene al menos un compuesto lipdfilo que tiene
biodisponibilidad mejorada, el método comprende los pasos de:
proporcionar una premezcla que comprende un ensamble que comprende al menos una proteina hidréfoba que
tiene un valor del indice de gran hidropaticidad promedio (GRAVY) de -0,5 a 0, una combinacién de monoglicéridos
y diglicéridos (“MDG”) y al menos un compuesto lipéfilo, en donde el ensamble (i) es soluble en agua; vy (ii) tiene
un tamano de 60 kDa a 1000 kDa;
afiadir la premezcla a una solucién que contiene grasa para formar una premezcla protegida; y
afiadir la premezcla protegida a la composicién nutricional.

7. El método de conformidad con la reivindicacion 6, en donde el ensamble tiene un tamafio de 60 kDa a 400 kDa.
8. El método de conformidad con las reivindicaciones 6 o 7, en donde el compuesto lipéfilo es un carotenoide, una
vitamina soluble en lipidos, un antioxidante lip&filo, una fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

(LCPUFASs) o combinaciones de los mismos.

9. El método de conformidad con la reivindicacion 8, en donde el compuesto lipdfilo es luteina, vitamina A, vitamina D,
vitamina E, vitamina K, acido docosahexaenoico (DHA) o combinaciones o cualquier combinacién de los mismos.

10. El método de conformidad con las reivindicaciones 6 a 9, en donde la premezcla se calienta a una temperatura de
49 °C (120 °F) durante aproximadamente 10 minutos.
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FIG. 1

Velocidad de flujo linfatico por hora durante 6 horas
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FIG. 2

Produccién linfatica de luteina por hora durante 6 horas
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PG5

Absorcion linfatica de luteina durante 6 horas

I3

(Area bajo la curva)

AUC de

luteina

Yo

oy 3
LTSI PR T
At Lt Wl

b
i

2
b3
Y

(4o/6) BUIBINT

(Fe)
1
[=
g
= O
- 0o — ¥
w = 7
—_ r~ =
o ‘w©
m o
s 3
=
S @ =
(e ] =
wd o =
= = =
S S S
[ax] [ax] [ax]
s = =
L8 £ 2
= = =
e [ S (e |
3 s 55
_
= — <> =4 Lo [ e
Aﬂ..W M.uu.w > (=] MIW L) Alv-\l...v
- - <> <. — v -
M.I! %! e £ ...nsn. n..,w, .n.-...a..
— -~ o= p=1 <> <7 o

78



Cambio % en produccién de luteina

a partir del objetivo (20 mg/kg en SO)

69

&4

40

ES 2725891 T3

FIG. 4

Cambio porcentual en absorcién linfatica de luteina

durante 6 h (AUC) en comparacién con el control
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FIG. 5

Velocidad de flujo linfatico por hora durante 8 horas
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FIG. 6

Produccion linfatica de luteina por hora durante 8 horas
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FIG. 7

Absorcion linfatica de luteina durante 6 y 8 horas
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FIG. 8

Cambio porcentual en la absorcién linfatica de luteina durante 6 y 8 horas frente al control
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FIG. 9

Produccién linfatica de triclicéridos por hora durante 6 horas
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F1G. 10

Produccién linfatica de fosfolipidos por hora durante 6 horas
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FIG. 12

Cambio en la absorcion linfatica de DHA durante 8 horas
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